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epidemiologiczna patogennych szczepéw Escherichia coli’
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Recenzowana praca doktorska mgr AB. Kubiak zwigzana jest cisle z tematyka,
rozwijana od lat przez promotora tej rozprawy dr hab. Pawia Parniewskiego,
dotyczaca opracowywania nowych metod typowania genetycznego
mikroorganizméw dla analiz epidemiologicznych. Tematyka ta jest bardzo aktualna i
wazna, gdyz ciagle brakuje idealnej metody do typowania genetycznego organizmow
i stad wiele laboratoriow na $wiecie zajmuje sie poszukiwaniem metody
charakteryzujgcej sie wysokim stopniem powtarzalnosci wynikéw, duzym
potencjatem réznicujgcym, niskimi kosztami i stopniem skomplikowania.

Zastosowanie i interpretacja wynikéw badan epidemiologicznych uzyskanych
przy pomocy narzedzi molekularnych, wymaga znajomosci zaréwno zalet jak i
ograniczenr wybranych metod typowania oraz zrozumienia celu badan
epidemiologicznych, jakie chcemy osiagna¢. Molekularne metody typowania s3 juz
dzisiaj szeroko stosowane w badaniach epidemiologicznych. Rodznice pomiedzy
genomami szczepow nalezacych do tego samego gatunku moga by¢ wynikiem na
przyktad rekombinacji genetycznych, czy tez mutacji zachodzacych podczas
replikacji. W terminologii epidemiologicznej organizmy majace wptyw na zakazenia
(powodujace epidemie, pandemie) sa w klonalnych relacjach, tzn. majg wspolne
zrédto pochodzenia. Stanowig czes$é tego samego gatunku, majg te same czynniki
wirulencji, oraz te same szlaki biochemiczne oraz sg identyczne, badz bardzo blisko
spokrewnione pod wzgledem genetycznym. Na poziome gatunku wystepuje
wystarczajgca zmienno$¢, aby mozna byto identyfikowa¢ rézne klony, czy grupy
klonow (szczepy, ktére wystepujg w Scistych relacjach genetycznych) zebrane z
roznych zrodet i miejsc w roznym czasie. Takie izolaty zwane sg subtypami i moga

postuzyé do rozpoznawania infekcji, wykrywania krzyzowych transmisji patogenami




szpitalnymi, do identyfikacji zrodta infekcji, rozpoznawania wsréd populacji szczepow
wirulentnych, oceny czy maja charakter sporadyczny oraz monitoringu programu
szczepien. ZmiennoS¢ genetyczna moze byé badana za pomocg roéznych technik
biologii molekularnej. Tworzone sg nowe, coraz bardziej doktadne metody analizy
materiatu genetycznego, ale rownoczesnie dazy sie do uproszczenia istniejgcych juz
metod przy jednoczesnym zwiekszaniu ich czuto$ci, wiarygodnosci, powtarzalnosci i
potencjatu réznicujgcego. Oceniana praca miesci sie wilasnie w tym nurcie
badawczym, ktory przyczynit sie do dynamicznego rozwoju epidemiologii
molekularnej, dostarczajgcej narzedzi, ktére mozna wykorzysta¢ np. do wyjasnienia
oddziatywania i wzajemnych relacji pomiedzy drobnoustrojami na poziomie populacji,
zaréwno na zewnatrz, jak i wewnagtrz gospodarza oraz do wyjasnienia, w jaki sposob
ta informacja moze by¢ wykorzystana do rozwigzania problemu kontroli zakazen
okreslonymi patotypami okreslonego mikroorganizmu.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa ma typowy uktad dla tego typu
opracowan. Liczy ona 140 stron maszynopisu tacznie z bibliografig, zawiera 23
tabele i 34 rysunki. Tekst pracy podzielony jest na typowe rozdziaty dla rozpraw
naukowych z zakresu badan eksperymentalnych. Brak jest streszczenia zarbwno w
jezyku polskim jak i angielskim, co jest rozdziatem koniecznym w tego typu pracach.

Omowienie dotychczasowego stanu wiedzy w temacie rozprawy, zatytutowane
jako Wstep, jest ciekawe i stosunkowo zwiezle opracowane. Autorka skoncentrowata
sie na opisie aktualnej wiedzy dotyczgcej filogenetyki gatunku Escherichia coli,
charakterystyki patogennych szczepoéw tego gatunku, w tym omdwieniu wybranych
czynnikow wirulencji patogennych szczepow jelitowych E. coli, charakterystyki
patogennych pozajelitowych szczepow E. coli, ze szczegblnym uwzglednieniem
szczepdw uropatogennych oraz omoéwieniu zagadnien zwigzanych z znaczeniem i
celami badan epidemiologicznych patogennych szczepoéw E. coli. W oddzielnym
rozdziale omowione zostaty metody fenotypowe i molekularne stosowane w
badaniach epidemiologicznych E. coli. Nie mam istotnych uwag do tej czesci
rozprawy, spetnita ona swoje zadanie dostarczajgc niezbednych informacji do
dalszego swobodnego $ledzenia pracy. Jednakze musze wspomnie¢ o pewnych
mankamentach, ktére rzucajg sie w oczy przy czytaniu tekstu tego rozdziatu.
Przedstawione informacje, nie zawsze poparte sg odnosnikami z najbardziej
aktualnego i kluczowego pismiennictwa w omawianej tematyce. Cytowanie czasami
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metody typowania molekularnego mikroorganizméw. Wystepuja btedy stylistyczne,
jezykowe oraz literébwki, co oznacza, ze praca byta niestarannie edytowana. Nazwy
rodzin mikroorganizmow, np. Enterobacteriaceae, piszemy normalng czcionkg, a nie
kursywa. Niektére zdania, szczegolnie w rozdziale ,Metody réznicujgce
wykorzystujace techniki biologii molekularnej” sa wprost ,zapozyczone” ze znanych
recenzentowi tekstow.

Cze$¢ metodyczna, opisujgca materiaty i metody wykorzystane w badaniach
liczy 17 stron. Opis jest wystarczajgco precyzyjny dla ewentualnego powtorzenia
doswiadczen. Dobor metod oceniam jako prawidtowy.

W rozdziale ,Wyniki”, liczacym 50 stron, autorka opisata rezultaty wiasnych
doswiadczen, ktdre stanowig logicznie zaplanowany cigg badan. Prace Pani Kubiak
mozna podzieli¢ na trzy gtdwne czesci. W pierwszej doktorantka przedstawita wyniki
badan dotyczace charakterystyki kolekcji uropatogennych szczepow E. coli oraz
patogennej kolekgji jelitowych szczepow E. coli. Charakterystyka dotyczyta struktury
filogenetycznej, okreslenia serotypéw oraz analizy obecnosci czynnikéw wirulencji
typowych dla danej grupy szczepéw. Druga czes¢ wynikéw dotyczyta pokazania
réznicowania badanych szczepdw z wykorzystaniem nowatorskiej techniki TRS-PCR.
Trzecia czesc, troche niespdjna z poprzednimi, pokazuje opracowanie nowego testu
typowania genetycznego ‘wykorzystujacego obecno$¢ zidentyfikowanego elementu

VNTR-COLI-175 w réznicowaniu patogennych szczepow E. coli.

Badania i analizy przeprowadzone przez Doktorantke jednoznacznie wykazaty
uzytecznos¢ testow TRS-PCR z wykorzystaniem starterow Ng(CGG)s | Ns(GTG)s W
roznicowaniu badanych szczepow E. coli. Przeanalizowano dwa patotypy — jelitowe
patogeny E. coli (IPEC) nalezace do réznych subpatotypéw oraz pozajelitowe E. coli
(ExPEC) reprezentowane przez szczepy uropatogenne UPEC. Wszystkie badane
szczepy zostaly scharakteryzowane takze pod katem ich przynaleznosci do grupy
filogenetycznej oraz posiadanych czynnikow wirulencji zaréwno typowych dla
subpatotypu UPEC jak i typowych dla patotypu IPEC. Dla wszystkich izolatow
wygenerowano swoiste profile prazkowe z wykorzystaniem metody TRS-PCR. Na tej
podstawie wykonano analizy podobienstw profili pragzkowych zaréwno dla szczepow
IPEC jaki i UPEC i IPEC tgcznie. Stwierdzono, ze wsréd badanych szczepéw UPEC
dominowaty te nalezgce do grupy filogenetycznej B2, natomiast w grupie szczepéw
IPEC dominowaty te reprezentujace grupy filogenetyczne A i BI, co byto zgodne z
tym, iz w UPEC dominowaly izolaty z grupy filogenetycznej typowej na patotypu




ExPEC, za$ wsréd szczepdw IPEC typowe dla szczepdw pochodzenia jelitowego.
Analiza wynikéw badania obecnosci czynnikéw wirulencji wérdéd szczepow UPEC
wykazata, ze az 76% tej kolekcji szczepow cechuje sie obecno$cig co najmniej
czterech czynnikow wirulencji typowych dla UPEC oraz ze 14% posiada jakikolwiek
czynnik wirulencji typowy dla szczepéw IPEC. Natomiast w przypadku szczepow
IPEC wykazano, ze 13,86% szczepow posiadato chociaz jeden taki czynnik
charakterystyczny dla UPEC, z wytgczeniem obecnosci czynnika £fimG/AimH,
powszechnie wystepujacego u patogennych szczepdw E. coli. Otrzymane wyniki
potwierdzity istnienie problemu z jednoznacznym klasyfikowaniem i rozréznieniem
izolatow E. coli w oparciu o brak lub obecnos¢ danego czynnika czy grupy czynnikoéw
wirulencji. Wygenerowane profile prgzkowe za pomoca testéw Ng(CGG)4 | Ns(GTG)4-
PCR pozwolity na oszacowanie ich uzytecznosci w réznicowaniu subpatotypéw E.
coli. Oba testy TRS-PCR charakteryzowaly sie prawie identyczng sitg réznicowania
badanych izolatow. Stwierdzono, ze nie mozna rozdzielaé, definiowac¢ lub grupowac
szczepdw IPEC wedtug ich przynaleznosci subpatotypowej oraz ze pomimo silnego
réznicowania miedzyszczepowego testami Ng(CGG)s i Ne(GTG)4-PCR pewna liczba
izolatbw UPEC i IPEC pozostawata niezroznicowana. Dla szczepow IPEC nie
zaobserwowano wiekszych analogii pomiedzy posiadanym profilem wirulencji a
wygenerowanymi w reakcjach TRS-PCR profilami  prgzkowymi.  Wyniki
przeprowadzonych badan jednoznacznie pokazujg skutecznos¢ analiz TRS-PCR dla
poszczegolnych subpatotypow IPEC w réznicowaniu miedzyszczepowym. Ponadto,
grupowanie sie szczepéw UPEC i IPEC we wspoéinej analizie TRS-PCR pokazato
tendencje do odseparowywania sie szczepow pozajelitowych od typowych
patogenéw jelitowych. Stusznie zatem sformutowano wniosek, ze zastosowana
metoda TRS-PCR jest takze uzyteczna w roéznicowaniu szczepdw w zaleznosci od
niszy, jaka kolonizuja, bedac patogenem jelitowym Ilub patogenem uktadu
moczowego. Szczepy uwazane w analizie TRS-PCR za identyczne zréznicowano na
podstawie obecnosci i budowy elementu VNTR-COLI-175. Ta obserwacja pozwala
na stwierdzenie, ze element VNTR-COLI-175 moze by¢ uzyteczny jako dodatkowy
marker rdéznicujgcy w testach TRS-PCR. Otrzymane przez Doktorantke wyniki
wzbogacajg naszg wiedze o patogennych szczepach E. coli w aspekcie swoistych
dla danych subpatotypéw czynnikbw wirulencji oraz réznicowania ich z

wykorzystaniem testow TRS-PCR.




Z reguty w pracach doswiadczalnych, w tym w pracach doktorskich, jednym z
bardzo waznych rozdziatéw jest zwykle Dyskusja. Tresci i sposéb napisania Dyskusiji
czesto decyduje o wartosci pracy i jej naukowym przestaniu. Oceniajgc te bardzo
wazng cze$¢ pracy doktorskiej moge powiedzie¢, ze akapity zawierajgce czesc
dyskusyjng, w moim przekonaniu, w wiekszosci spetniajg wymagania stawiane
dobrze napisanej Dyskusji. Dobrze napisana dyskusja w pracy doswiadczalnej
zawiera podsumowanie wtasnych wynikow, autorska, krytyczng ocene ich wartosci,
dokonang na tle aktualnych i rzetelnych danych literatury przedmiotu oraz znanych
osiggnie¢ innych autorbw — co w petni zostato spetnione w dyskusji wynikow
przedstawionych przez Doktorantke.

Chciatbym takze w ramach dyskusji podczas publicznej obrony dysertaciji
poznac zdanie Doktorantki w kilku kwestiach, ktore przedstawiam ponizej:

- czy nietypowalnos¢ jednego ze szczepow E. coli do okre$lonej grupy
filogenetycznej (Tabela 11) nie $wiadczy moze o tym, ze nie jest to szczep E. coli, jak
potwierdzano przynalezno$¢ gatunkowa badanych szczepéw?

- to samo co wyzej dotyczy 4 szczepow IPEC (Tabela 16), nietypowane, nie
zaliczone do zadnej grupy filogenetycznej;

- czy badany szczep, w ktéorym nie zidentyfikowano Zzadnego z badanych
czynnikdw wirulencji jest szczepem E. coli (Tabela 13), a moze jest to ten sam
szczep bez oznaczonej przynaleznosci do grupy filogenetycznej?

- prosze o wyrazenie opinii nad uzytecznoscia testu TRS-PCR w réznicowaniu
miedzyszczepowym E. coli, na ile metoda ta jest lepsza od dotychczas stosowanych
np. MP PCR, MLST, REA-PFGE, czy innych. Czy moze TRS-PCR by¢ metodg
referencyjng do genotypowania E. coli?

Analiza tresci przedstawionych powyzej uwag wyraznie wskazuje, ze
znakomita wiekszo$¢ z nich ma charakter formalny, a nieliczne uwagi merytoryczne
majg charakter przedstawienia problemu do dyskusji. Nie mam najmniejszych
watpliwosci, ze przedstawiona rozprawa zawiera istotne elementy nowosci naukowe;.
Pani Anna Bogumita Kubiak wykazata sie przy tym wiedzg teoretyczng w zakresie
tematyki prowadzonych badan, a takze umiejetnoscig interpretacji wynikéw
doswiadczen. Uzyskane przez Doktorantke rezultaty stanowig cenny wkiad w
badania nad doskonaleniem molekularnych narzedzi do typowania genetycznego
patogennych mikroorganizméw. Doceniam w catej petni ogrom badan i wysitku,

ktory musiata Doktorantka wiozy¢ w jej wykonanie. Nalezy takze doceni¢ dorobek




naukowy Doktorantki, z bazy PubMed wynika, ze Doktorantka jest wspotautorem
2 publikacji w czasopismach z tzw. listy filadelfijskiej, w ktérej zastosowano
opisang w rozprawie metode genotypowania.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska odpowiada
warunkom okreslonym w art. 11 Ustawy o tytule naukowym i stopniach naukowych
(Dz.U. nr 65/90 poz. 386). Na podstawie powyzszego wnosze do Rady Naukowej
Instytutu Biologii Medycznej PAN w todzi o dopuszczenie mgr Anne Bogumite
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Kubiak do dalszych etapow przewodu doktorskiego.




