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Pt” Okreslenie czynnikéw wirulencji oraz analiza filogenetyczna pozajelitowych
patogennych oraz komensalnych szezepow Escherichia coli izolowanych z réznych grup
kregowcow” ktérej promotorem jest dr hab. Gabriela Bugla- Ploskofiska prof. UWr z
Zakladu Mikrobiologii Instytutu Genetyki i Mikrobiologii Uniwersytetu Wroclawskiego
a promotorem pomocniczym dr n. wet Maciej Kuczkowski z Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroclawiu

Pateczki Escherichia coli sg bakteriami powszechnie wystepujagcymi W przewodzie
pokarmowym ludzi i zwierzat a takze w érodowisku naturalnym: w glebie, wodzie, na
roglinach. Wiekszo$é tych bakterii jest niechorobotworcza dla ludzi, a niektére gatunki
probiotyczne wykazuja korzystne dzialanie na uklad immunologiczny czlowieka. Paleczki E.
coli posiadajg niezwykle plastyczny genom, co o0znacza, ze CZgsto i z tatwoscig nabywajg
geny kodujace rézne czynniki wirulencji. Wymiana gen6w miedzy bakteriami, zachodzaca
zaréwno w $rodowisku naturalnym jak i w organizmach ludzi i zwierzat umozliwia im
adaptacje do zmieniajgcych si¢ warunkoéw bytowania. Niestety, proces ten przyczynia si¢
réwniez do okresowego pojawiania si¢ nowych chorobotwérczych szczepéw bakterii
odpowiedzialnych za cigzkie zakazenia, czego przykladem moze by¢ szczep E. coli 0104:H4,
odpowiedzialny za epidemi¢ w Niemczech w 2011 roku. Szczep ten byl hybryda trzech
patotypow Shiga-toksynogennych, enteroagregacyjnych oraz pozajelitowych E.coli.
Wymiana genéw miedzy bakteriami jest zj awiskiem naturalnym, zachodzacym w zbiornikach
wodnych, glebie jak i w jelicie ludzi i zwierzat. Wzrost poziomu higieny w spoleczenistwach
krajéw wysoko rozwinigtych z jednej strony znaczgco ograniczyt czesto$¢ wystgpowania
zakazef przewodu pokarmowego przez niektore patogeny np. pateczki Shigella, z drugiej
strony spowodowal wieksza wrazliwo$¢ mieszkancow na okresowo pojawiajace si¢ nowe
drobnoustroje  chorobotworcze. Dlatego bardzo wazne jest $ledzenie dla celow
epidemiologicznych jakie cechy wirulencji 1 lekooporno$ci mogg przenosic¢ szczepy na danym
obszarze. Stad tez wybor tematu pracy uwazam za zasadny i aktualny, zarowno w aspekcie

poznawczym jak i aplikacyjnym.



Rozprawa doktorska mgr Marty Ksigzezyk jest bardzo obszerna i liczy 221 stron. Uklad'jest
typowy dla tego rodzaju opracowan. Bardzo cennym dodatkiem jest podany na wstgpie pracy,
szczegblowo opracowany spis tabel, rycin, skrotow oraz spis publikacji naukowych

prezentujacych wyniki zawarte w niniejszej rozprawie doktorskiej.

Obszerny wstep, przedstawiony na 30 stronach, w oparciu o bogate pismiennictwo jest

dobrym wprowadzeniem do czgéci do§wiadczalnej pracy.

W pierwszej czesci wstgpu przedstawiony zostal aktualny stan wiedzy o komensalnych 1
patogennych szczepach E. coli. Autorka omawia czynniki wirulencji patotypow jelitowych E.
coli wystepujacych u ludzi, gadéw i wywolujgcych kolibakteriozy u ptakow. W dalszej
czesci zwraca uwage na czynniki wirulencji pozajelitowych szczepdw E. coli wywotlujacych
zakazenia u ludzi i bydla. Ostatnia czg$¢ po$wigcona jest oporno$ci szczepOw na
bakteriobGjcze dziatanie surowicy i lekoopornosci oraz analizie pokrewienstwa

filogenetycznego szczepoéw E. coli.

Gléwnym celem rozprawy bylo okreslenie czynnikow wirulencji oraz analiza filogenetyczna
pozajelitowych patogennych oraz komensalnych szczepow E. coli izolowanych od réznych
grup kregowcéw. Cel pracy zredagowany jest jasno i konkretnie wypunktowany, wymienione
cele szczegélowe informujg blizej o programowanych badaniach a podjeta tematyka jest

aktualna i uzasadnia celowo$¢ przedstawionych badan.

Materialy i metody to czg$¢ opracowania, ktora definiuje sposoby i warunki
prowadzenia badafh a szczegélowe opisy pozwalajg na obiektywng oceng prawidtowosci

uzytych procedur.

Do badan wykorzystano 87 szczepdéw E.coli przynaleznych do trzech grup: szczepy E.coli
izolowane z katomoczu zdrowych gadéw, uropatogenne szczepy E. coli izolowane od
pacjentéw z infekcjami drég moczowych i szczepy wywolujace infekcje pozajelitowe tzw
kolibakteriozy u ptakéw. Wyizolowane z materiatu biologicznego szczepy poddano analizie
morfologicznej, biochemicznej i genetycznej. W sposéb rzeczowy i konkretny przedstawiono
schematy do$wiadczen, jasno i wyczerpujgco opisano zaréwno stosowane metody
mikrobiologiczne jak i genetyczne. Ponadto patogennos¢ szczepow sprawdzono na modelu
larw barciaka wiekszego a analizg filogenetyczng przeprowadzono z zastosowaniem czulych

metod badawczych RA-PFGE i ERIC-PCR.



Wyniki badan, ktére przeprowadzita doktorantka przedstawione sa w kolejnosci
logicznie zaplanowanych etapéw pracy. Sg opisane oraz zobrazowane, 19 tabelami i 26
rycinami. Prowadzenie badan i ich dokumentacja nie budzg zastrzezen. Bardzo pomocne

w $ledzeniu wynikéw pracy byly wnioski szczegétowe podsumowujace cykl badan .

Nie zgadzam si¢ z 4 wnioskiem podsumowujacym rozdzial 5.1 i 5.2 cyt metody
identyfikacji bakterii opierajace si¢ na cechach filogenetycznych nie powinny by¢
uzywane jako wylaczne metody identyfikacji tylko jako dodatkowe analizy”. W
rutynowej diagnostyce bakteriologicznej sg to wystarczajace metody pod warunkiem, ze
majg bardziej niz wykorzystang w tej pracy rozbudowana diagnostyke biochemiczng
opatig czesto na 20-22 cechach biochemicznych oraz morfologii bakterii. Natomiast do
badan epidemiologicznych czy dla przyspieszenia diagnostyki metody molekularne sg

bardziej precyzyjne w procedurze identyfikacji drobnoustrojow .

W dyskusji doktorantka konfrontuje uzyskane wyniki z doniesieniami z najnowszego
pi$miennictwa co potwierdza cytowanie 85 pozycji z ostatnich pigciu lat. Uzasadnita
celowo$é wiekszosci aspektow prowadzonych badan. W mojej opinii dyskusja, dotyczaca
poruszanych zagadnien zostata przeprowadzono interesujaco Bardzo wazng obserwacja bylo
wykazanie, ze niektére szczepy APEC i UPEC majg bardzo podobne wzory genetyczne czyli
wykazujg bliski stopiefi pokrewiefistwa filogenetycznego chociaz analiza z zastosowaniem
metod RA-PFGE i ERIC-PCR wykazala ogromne zréznicowanie pokrewienstwa
filogenetycznego pomigdzy szczepami E. coli izolowanymi od ludzi, ptakéw i gadow i nie

zidentyfikowano dwoch takich samych profili restrykcyjnych

Nalezy podkreslié, ze innowacyjnym elementem pracy byla analiza szczepow E. coli
izolowanych od zdrowych gadéw, poniewaz niewiele wiadomo o zwierzgtach
zmiennocieplnych jako rezerwuarze paleczek i tak jak podkreslita w podsumowaniu
doktorantka wskazana jest kontynuacja badani mikrobiomu zwierzat nalezacych do r6znych

grup systematycznych.

Doktorantka podsumowuje swoje badania w 8 punktach, ktére sg prostg konsekwencja

uzyskanych w badaniach wynikow 1 odnoszg si¢ do poszczegdlnych celéw pracy.

Podsumowujac uwazam prace za Wwartosciowa, prezentujacg szeroki zakres badan
zmierzajacych do naswietlenia podjgtego tematu. Praca zostala wykonana rzetelnie i dobrze
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udokumentowana. Autorka wykazala dobre przygotowanie merytoryczne, dojrzatosé

naukowg w planowaniu, realizacji i analizie wynikéw badan. Uzyskane wyniki maja

znaczenie zaréwno poznawcze jak i praktyczne.

Przedstawiam kilka uwag ktore nalezy traktowa¢ jako polemike z autorem rozprawy, w

niczym nie umniejszajacej jej niewatpliwej wartosci.

o 2 & N

str 25 Zamiast stwierdzenia szczepy E. coli ,najczescie] posiadaja fimbrie” ...
powinno by¢ ... fimbrie typu I powszechnie wystgpujg u wszystkich szczepow E. coli
co potwierdzono badaniami genetycznymi wykrywajac gen fim C odpowiedzialny za
synteze fimbri typu I ryc. 5.12u wszystkich szczepow.

str 26 Zbyt czesto i w nieodpowiedni sposéb zastosowano stowo prewalencja
Prewalencja, w epidemiologii okresla czgstosci wystepowania danej choroby w $cisle
okreglonym okresie, niezaleznie od czasu wystapienia choroby, w przeliczeniu na 10
000 lub 100 000 0s6b. W sktad mikrobioty jelit wechodzg gtéwnie bakterie beztlenowe
z rodzaju Bacteroides, Bifidobacterium, Lactobacillus i one stanowig okolo 90%
og6tu drobnoustrojéw a nie E.coli.

str 28 bledne nazwy patotypéw E. coli np. enterotokrwotoczne, enterotoinwazyjne
...... enterokrwotoczne, enteroinwazyjne — literdwka

tabela 2.1 Enteroinwazyjne szczepy E. coli (EIEC) sa zdolne do inwazji i niszczenia
komorek nablonka okreznicy, co najczesciej odpowiada za wodniste biegunki. U
niewielu chorych zakazenie przyjmuje postaé czerwonki z obecnoscia krwi i
leukocytéw w prébkach katu dlatego nie mozemy okre$laé objawow chorobowych
wywotanych przez te szczepy jako czerwonka bakteryjna

str 49 .....Szczepy E. coli wykazujg opornos¢ na teracykline..... raczej tetracykling
tabela 4.2 termin nie objawowe infekcje....... Bezobjawowe zakazenia

str 77 tytut tabeli 4.6 liczne literowki i brak fragmentu tytutu

str 80 Jakg gestos¢ szczepdw E. coli (OD) zastosowano do oznaczania wrazliwosci na
antybiotyki, poniewaz gesto$¢ hodowli bakteryjnej ma istotny wplyw na wynik

antybiogramu



9. W podsumowaniu wynikOw pracy zabraklo mi opinii doktorantki, ktora z
zastosowanych metod genetycznych poleca jako najbardziej czulg i swoistg do

okreslenia czynnikéw wirulencji szczepow i analizy filogenetyczne;j.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska pt Okreslenie czynnikéw wirulencji oraz
analiza filogenetyczna pozajelitowych patogennych oraz komensalnych szczepow
Escherichia coli izolowanych z réznych grup kregowcow spelnia wymogi stawiane tego typu

opracowaniom na stopiefi naukowy doktora.

Przekladam Radzie Wydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego wniosek o
dopuszczenie mgr Marty Ksigzezyk do dalszych etapow przewodu doktorskiego oraz o

wyrdznienie 1 nagrodzenie rozprawy doktorskiej.
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