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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Anny Sienko pt. ,.Genetyczne podstawy lekoopornosci i wirulencji
klinicznych szczepow Enterococcus faecalis i Enterococcus faecium™ wykonanej w Zakladzie
Diagnostyki Mikrobiologicznej i Immunologii Infekcyjnej na Wydziale Farmaceutycznym z
Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku pod
kierunkiem prof. dr hab. n. med. Elzbiety Anny Tryniszewskiej

Ziarniaki Gram-dodatnie z rodzaju Enterococcus, zwane enterokokami, naleza do
drobnoustrojéw oportunistycznych, stanowiacych wazne patogeny szpitalne. Z klinicznego
punktu widzenia istotne znaczenie maja dwa gatunki enterokokow — Enterococcus faecalis i
Enterococcus faecium ze wzgledu na ich powszechne wystepowanie oraz zdolno$é do
nabywania opornosci na wiele antybiotykow stosowanych w praktyce szpitalnej. Szczepy
enterokokéw oporne na wankomycyne lub oporne na oksazolidynony naleza do tzw.

patogenow alarmowych, ktore sa przyczyna cigezkich i trudnych do leczenia infekcji.

Oceniana praca doktorska Pani mgr Anny Sieriko jest kolejng praca zrealizowang w
zespole badawczym kierowanym przez Panig prof. dr hab. Elzbiete A. Tryniszewska,
obejmujacg szeroko zakrojone zagadnienia z zakresu epidemiologii molekularnej w aspekcie
genetycznych podstaw lekoopornosci bakteryjnych patogenéw wystepujacych w Polsce
péocno-wschodniej jako wazne czynniki etiologiczne zakazen szpitalnych. Stanowi ona

wazne ogniwo w opracowaniu aktualnej mapy epidemiologicznej regionu w tym zakresie.

Celem pracy Pani mgr Anny Sienko byla analiza wystepowania na poziomie fenotypu
1 genotypu wybranych mechanizmow lekoopornosci wérdd klinicznych szezepow E. faecalis i
E. faecium izolowanych od pacjentow hospitalizowanych w Uniwersyteckim Szpitalu
Klinicznym oraz Uniwersyteckim Dziecigcym Szpitalu Klinicznym w  Biatymstoku.
Doktorantka postawita sobie réwniez za cel analizy pordwnawcze w zakresie wystepowania
gendéw lekoopornosci w zaleznosci od gatunku oraz statusu szczepu (zakazenie vs

kolonizacja). Ponadto, Doktorantka oceniala wsrdd badanych szczepow zdolnosé do hemolizy
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i tworzenia biofilmu w aspekcie ich wirulencji. Cel zostal jasno sformutowany,

odzwierciedlajgc zadania badacze zaplanowane do realizacji w toku pracy.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska ma uklad typowy dla prac o
charakterze eksperymentalnym i zawiera nastepujace rozdzialty: Wstep, Cel pracy, Material i
metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Streszczenie, Summary i Pismiennictwo. Zachowane
zostaly odpowiednie proporcje pomiedzy najwazniejszymi rozdziatami, tj. Wstgpem oraz
badaniami wlasnymi Doktorantki wraz z ich oméwieniem. Ponadto, w rozprawie zawarta jest
informacja, ze badania te zostaly zrealizowane w ramach 3 projektéow realizowanych w
Zaktadzie Diagnostyki Mikrobiologicznej i Immunologii Infekcyjnej, w tym dwoch
finansowanych z dotacji projakosciowej Krajowego Naukowego Osrodka Wiodacego oraz
jednego z dotacji statutowej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku; kierownikiem tych
projektow byla Doktorantka. Oprocz glownych rozdziatow, rozprawa zawiera Wykazy tabel,
rycin oraz skrotow. Praca liczy 224 strony i zawiera 29 tabel oraz 47 rycin. Pismiennictwo
obejmuje 368 pozycji, w tym okoto 140 pozycji z ostatnich pigciu lat. Uwazam, ze liczbg
pozycji literaturowych mozna by zredukowa¢ do najwazniejszych publikacji w tej tematyce,

cytujac kilka istotnych pozycji o znaczeniu historycznym oraz te najnowsze.

Oceniajac rozprawe doktorska pod wzgledem merytorycznym, nalezy zaznaczy¢, ze
Doktorantka we Wstepie wykazata sie wszechstronng znajomoscig problemow dotyczacych
zakazen wywolywanych przez enterokoki, zwlaszcza E. faecalis 1 E. faecium, w tym
czynnikow wirulencji tych drobnoustrojow, naturalnych 1 nabytych mechanizmow
lekoopornosci oraz znaczenia zakazen enterokokowych w aspekcie ich epidemiologii,
profilaktyki i leczenia u pacjentow hospitalizowanych, szczegélnie w przypadku zakazen,
ktorych czynnikami etiologicznymi sa szczepy wielooporne (MDR). Doktorantka podkreslita,
ze z Kklinicznego 1 epidemiologicznego punktu widzenia istotne znaczenie maja
wankomycynooporne szczepy enterokokow (VRE), nalezace glownie do E. faecium, ze
wzgledu na ich bezobjawowe nosicielstwo, klonalne rozprzestrzenianie si¢ oraz mozliwos¢
wywolania epidemii zakazen szpitalnych i ograniczone opcje terapeutyczne. Szczepy te
stanowia szczegOlne zagrozenie dla pacjentéw hematologicznych i onkologicznych, w tym

pacjentow pediatrycznych.

W rozdziale Material i metody Doktorantka zaznaczyla, ze badania prowadzono na
losowo wybranych szczepach E. faecalis (45 szczepow) i E. faecium (30 szczepow),

pochodzacych z kolekeji Zaktadu Diagnostyki Mikrobiologicznej i Immunologii Infekcyjnej



wyizolowanych z materiatow klinicznych od pacjentéw hospitalizowanych w latach 2012-
2014 w Uniwersyteckim Szpitalu Klinicznym oraz Uniwersyteckim Dziecigcym Szpitalu
Klinicznym w Biatymstoku. Szczepy te podzielono na dwie grupy - izolowane z przypadkow
zakazen oraz kolonizujace gorne drogi oddechowe, przewod pokarmowy czy pochwe. W toku
pracy stosowano zarowno metody fenotypowe, jak i metody z wykorzystaniem technik
biologii molekularnej. W pierwszym etapie okreslano lekowrazliwos¢ badanych szczepow
zgodnie z zaleceniami EUCAST (European Committee on Antimicrobial Sensitivity Testing),
oznaczajac najmniejsze stezenie hamujace (MIC) metoda dyfuzji antybiotyku z utworzeniem
gradientu stezen w podlozu, co pozwolilo m.in. na zdefiniowanie fenotypéw opornosci na
antybiotyki aminoglikozydowe oraz wankomycyne. Wytwarzanie beta-laktamaz wykrywano
przy uzyciu testu cefinazowego. Wykrywano wlasciwosci hemolityczne enterokokow.
Zdolnos¢ do tworzenia biofilmu wykrywano stosujac metode probowkowa Christensena oraz
metode posiewu na podloze z czerwienig Kongo. Czy Doktorantka probowata zastosowaé
metode z fioletem krystalicznym z wykorzystaniem 96-dotkowych mikroptytek titracyjnych?
Metoda ta pozwala na ilosciowa oceng zdolnosci tworzenia biofilmu przez drobnoustroje.
Metody biologii molekularnej stosowane w drugim etapie pracy opisano szczegolowo,
uwzgledniajac izolacje genomowego 1 plazmidowego DNA, warunki amplifikacji
poszczegblnych gendéw oraz detekcje produktow PCR. Sekwencjonowanie produktow PCR
wykonywano w firmie Genomed S.A. Doktorantka wykrywala wybrane geny warunkujace
opornos¢ na wankomycyne, geny kodujace enzymy modyfikujace aminoglikozydy oraz geny
determinujace czynniki wirulencji. Okreslanie pokrewienstwa badanych szczepow wraz z
oceng ich klonalnego rozprzestrzeniania si¢ wykonywano stosujgc metode MLST (Multilocus
Sequence Typing) w oparciu o sekwencjonowanie siedmiu genéw metabolizmu
podstawowego. Odpowiednia interpretacja uzyskanych wynikow przez Doktorantke byla
mozliwa dzieki opanowaniu przez Nig trudnego warsztatu bioinformatycznego, np. aplikacje
¢BURST oraz umiejetnego korzystania z ogolnodostgpnych, migdzynarodowych baz danych,
np.PubMLST, co zastuguje na szczegdlne podkreslenie. Analize statystyczng uzyskanych
wynikow przeprowadzono, wykorzystujgc program STATA 13.1. Dlaczego Doktorantka
zastosowala rozbudowane statystyki opisowe dla przedstawienia wynikéw dotyczacych
lekowrazliwosci badanych enterokokow? Jak przedstawiaja sie¢ te dane w odniesieniu do

danych literaturowych?

Wyniki uzyskane w toku pracy Doktorantka przedstawita w postaci 10 tabel i 36 rycin,

opisujac je w sposob systematyczny. Doktorantka opisata: (i) pochodzenie badanych



szczepow (zakazenie vs kolonizacja, rodzaj materialu klinicznego pobranego od pacjenta,
oddzialy szpitalne), (ii) wrazliwos¢ enterokokow na beta-laktamy, aminoglikozydy,
glikopeptydy, linezolid, tigecykling, trimetoprim-sulfametoksazol oraz chinupristyne-
dalfopristyng, (iii) czgstos¢ wystepowania zdolnosci do hemolizy i tworzenia biofilmu, (iv)
wystgpowanie badanych genow w DNA genomowym i plazmidowym, (v) poréwnanie
lekowrazliwosci, wlasciwosci® hemolitycznych, zdolnosci do tworzenia biofilmu oraz
wystgpowania badanych genéw wsrdd szczepow izolowanych z przypadkéw zakazen oraz
szczepow nosicielskich”, (vi) pokrewienstwo genetyczne enterokokoéw metoda MLST,
umozliwiajaca zdefiniowanie typéw sekwencyjnych (ST) i kompleksow klonalnych (CC). Na
szczegOlng uwage zastuguje analiza struktury badanych szczepow E. faecalis (szczepy z
zakazen — 13 ST nalezace do 11 CC; szczepy z kolonizacji — 4 ST nalezace do 3 CC) i E.
faecium (szczepy z zakazen — 5 ST nalezacych do 1 CC; szczepy z kolonizacji — 3 ST
nalezace do 1 CC), pozwalajaca na ich umiejscowienie w calej populacji szczepow

nalezacych do tych gatunkow.

Rozdzial Dyskusja stanowi wnikliwa i wszechstronng analize wynikéw uzyskanych
przez Doktorantk¢ w toku pracy w konfrontacji z wynikami innych autoréw z osrodkow

badawczych w kraju i zagranica, co $wiadczy o Jej dojrzatosci naukowej.

Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorantka wyciagneta logiczne wnioski,
wskazujace, ze problem lekoopornosci enterokokow, w tym E. faecalis i E. faecium, u
pacjentow hospitalizowanych w Uniwersyteckim Szpitalu Klinicznym oraz Uniwersyteckim
Dziecigcym Szpitalu Klinicznym w Bialymstoku jest aktualny i wymaga ciaglego
monitorowania, zwlaszcza w aspekcie mozliwosci klonalnego rozprzestrzeniania sie.
Szczegolne zagrozenie stwarza E. faecium ze wzgledu na tatwo$é transmisji i ograniczone
znacznie opcje terapeutyczne w poréwnaniu z E. faecalis. W przypadku E. faecium wszystkie
szczepy nalezaly do CC17 i wywodzity si¢ od wspdlnego przodka ST17. Nalezy zaznaczyé,
ze antybiotykami o najwyzszej (100%) skutecznosci in vitro okazaly sie linezolid i
tigecyklina. Czgstos¢ wystepowania VRE wynosita 4,4% w przypadku E. faecalis oraz 16,7%
w przypadku E. faecium.

Podsumowujac, recenzowana rozprawa doktorska stanowi oryginalne i bardzo
wartosciowe rozwigzanie problemu badawczego, jakim jest monitorowanie zakresu, stopnia i
rozprzestrzeniania si¢ lekoopornosci enterokokéw w Polsce poinocno-wschodniej na

poziomie molekularnym. Ma to szczegdlne znaczenie w dobie narastajacej opornosci



patogenow szpitalnych na antybiotyki i1 chemioterapeutyki, zwlaszcza tzw. patogenow
alarmowych. Pani mgr Anna Sienko jest niewatpliwie ekspertem w tej dziedzinie. Pewne
niedociggnigcia zauwazone w pracy, giownie o charakterze redakcyjnym i bledow
edytorskich, oraz komentarze zawarte w tresci recenzji nie wplywaja na ogdlng, bardzo

wysokg oceng pracy i moga by¢ skorygowane podczas przygotowywania pracy do druku.

Recenzowana praca spetnia wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim
zarowno pod wzgledem formalnym jak i merytorycznym. W zwigzku z tym zwracam si¢ do
Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej
Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr Anny
Siefiko do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto, biorac pod uwage wysoka
wartos¢ merytoryczng recenzowanej rozprawy doktorskiej i jej istotne znaczenie w aspekcie
ogolnoswiatowego problemu lekoopornosci enterokokéw i koniecznosci wprowadzania
skutecznych narzedzi monitorujaco-kontrolujacych, stawiam wniosek o wyr6znienie tej

pracy.
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