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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Anny Bogumily Kubiak
pt. ,.Genetyczna analiza epidemiologiczna patogennych szczepow

Escherichia coli.”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Anny Bogumily Kubiak,
wykonana pod kierunkiem dr hab. Pawla Parniewskiego prof. IBM PAN,
dotyczy wykorzystania testu opartego na amplifikacji fragmentow DNA,
potozonych pomigdzy tréjnukleotydowymi sekwencjami powtarzajacymi si¢
w genomie F. coli, do réznicowania patogennych szczepéw jelitowych
1 uropatogennych tych pateczek. Bakterie te wykazuja duze zrdznicowanie,
oprocz szczepow komensalnych, obecnych w przewodzie pokarmowych
cztowieka, znane sa szczepy wywolujace grozne zakazenia jelitowe, ukladu
moczowego, zapalenie opon mozgowych czy zakazenia ran. Podzial szczepow
tych paleczek w obrgbie gatunku opiera si¢ na réznych kryteriach — profilu
antybiotykowrazliwosci, serotypowaniu oraz molekularnych technikach
typowania. Te ostatnie z wymienionych metod, zwlaszcza te oparte na analizach
DNA szczepow sa w ostatnich latach intensywnie rozwijane, zyskujac coraz
wigcksze zastosowanie. Praca doktorska A.B. Kubiak wpisuje si¢ w ten nurt
badan o znaczeniu nie tylko poznawczym, ale praktycznym.

Doktorantka z Promotorem podjeta si¢ oceny skutecznosci genetycznego
réznicowania  kolekcji  patogennych  szczepow  jelitowych E. coli

z wykorzystaniem techniki TRS-PCR (trinucleotide repeat sequences)
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Metoda ta zostata opracowana w Pracowni Genetyki Molekularnej IBM PAN
w Lodzi i juz wczeséniej zastosowana do roznicowania bakterii z rodzajow
Mycobacterium i Salmonella. Drugim celem badan bylo poréwnanie wynikéw
genotypowania szczepéw IPEC (intestinal pathogenic E. coli) tj. wywolujacych
zakazenia przewodu pokarmowego (jelitowe) oraz UPEC (uropathogenic
E. coli) odpowiedzialnych za infekcje ukladu moczowego, a trzecim
opracowanie testu roznicowania tych paleczek opartego na analizie elementu
VNTR-COLI-175 (variable tandem repeats).

Rozprawa mgr Anny Bogumily Kubiak ma uklad typowy dla
eksperymentalnych prac doktorskich. W obszernym Wstgpie teoretycznym
doktorantka charakteryzuje pateczki E. coli, przedstawiajac klasyfikacj¢ tych
bakterii 1 opisujac cechy chorobotworczosci, zarowno patogenow jelitowych, jak
i uropatogenéw. Druga czeS¢ Wstepu poswigcona jest epidemiologi zakazen
tymi bakteriami. Mgr Anna Bogumita Kubiak zebrala duza liczbe danych
obrazujacych czesto$¢ zakazen patogennymi szczepami tych pateczek w Polsce
i innych, wybranych krajach. Trzecia cz¢s¢ Wstepu teoretycznego poswigcona
jest metodom shuzacym identyfikacji E. coli 1 réznicowaniu szczepow
z wykorzystaniem techniki biologii molekularnej. Doktorantka dokonatla
przegladu tych technik, wskazujac na zalety i trudno$ci w ich praktycznym
stosowaniu. Przeglad literatury zaprezentowany przez doktorantk¢ stanowi
dobre wprowadzenie do czesci eksperymentalnej. Autorka dobrze przedstawila
problematyke chorobotworczos¢ pateczek E. coli, zagadnienia zwiazane z ich
identyfikacja 1 réznicowaniem. Wykazala, 1z jest dobrze przygotowana
teoretycznie do podjetych badan doswiadczalnych. Zabraklo mi na koncu
Wstepu wskazania na potrzeb¢ poszukiwania nowych metod molekularnej
identyfikacji i réznicowania chorobotwoérczych szczepow E. coli w nawigzaniu
do celu pracy.

Cele pracy sformutowano precyzyjnie w trzech punktach W kolejnym

rozdziale pracy mgr Anna Bogumita Kubiak zaprezentowata material
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wykorzystany w badaniach i zastosowane metody 1 techniki stuzace realizacji
celow doktoratu. Badaniami objeto 50 szczepdéw E. coli wyizolowanych
z moczu od pacjentow Szpitala Uniwersyteckiego nr 2 w Lodzi im. WAM oraz
genomowe DNA wyizolowane ze szczepow biegunkogennych tych paleczek,
otrzymane z Center for Molecular Biology of Inflamation, Institute of
Infectiology w Munster w Niemczech. W tym miejscu chcialbym zapyta¢
Doktorantke, czy nie dysponowala szczepami E. coli wywolujacymi zakazenia
jelitowe, wyizolowanymi od pacjentéw z Lodzi czy z Polski ?

Zastosowane metody 1 techniki badawcze, jak réwniez sposoby walidacji
wynikow opisano wlasciwie, szczegétowo 1 wyczerpujaco. Rozdzial Materiat
i Metody wskazuje na dobre przygotowanie praktyczne Doktorantki do podj¢cia
badan doswiadczalnych.

Wyniki badan zostaly starannie opracowane i1 zestawione w dobrze
przygotowanych tabelach oraz zaprezentowane na rycinach w tekscie oraz na
dotaczonej do rozprawy plycie CD. Mgr Anna Bogumila Kubiak
zaklasyfikowala badana kolekcje szczepow uropatogennych do grup
filogenetycznych — wigkszos¢ do grupy B2. Wigkszos$¢ szczepow zaliczyla tez
do serogrup O2 lub 06, ciekawe, iz 12% szczepow (6) to szczepy szorstkie, a
18% szczepoéw (9) nie zostata sklasyfikowania serologicznie. Doktorantka
okreslita je jako nietypowalne. Czy przez to nalezy rozumieé, 1z szczepy te, po
dalszych szczegotowych badaniach, moga by¢ zaliczone do nowoutworzonych
serogrup, schematu klasyfikacji E. coli 7 Mgr Anna Bogumita Kubiak dokonata
tez analizy genoéw kodujacych czynniki wirulencji charakterystyczne dla
szczepow klinicznych UPEC w badanej kolekceji izolatéw z moczu. Sprawdzila
czestos¢ wystepowania 6 genow kodujacych wybrane czynniki patogennosci 1
wykazala, 1z wigkszo$¢ szczepow (76%) ma wigcej niz 3 takie geny, a 98%
szczepow charakteryzuje si¢ obecnoscia genow fimG/fimH. Wsrod 50 szczepow
uropatogennych tylko w 7 wykryto geny kodujace jeden czynnik
chorobotworczosci  typowy dla szczepéw jelitowych. Podobne badania
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Doktorantka przeprowadzita w odniesieniu szczepow biegunkogennych.
Wiekszo$é tych izolatébw zaliczyta do grup filogenetycznych Bl 1 A
(odpowiednio, 48,5% i 19,8%). Ta kolekcja szczepéw byla wezesniej
sklasyfikowana serologicznie i zbadana na obecnos¢ genéw determinujacych
czynniki wirulencji typowe dla patogenéw jelitowych. Mgr Anna Bogumita
Kubiak wzbogacila charakterystyke tych szczepow, ustalajac obecno$¢ w tych
bakteriach genow kodujacych czynniki wirulencji typowe dla UPEC. Wigkszos¢
szczepéw ma geny kodujace fimbrie typu 1, z wigksza czgstoscig odnotowano
tez obecnos¢ genu hlyl determinujacego wytwarzanie zewnatrzkomorkowe)
hemolizyny HIlyA. Gloéwne zadanie badawcze - okreslenie skutecznosci
genetycznego rdznicowania kolekcji jelitowych, patogennych szczepdw E. coli
wykonano, analizujac wybrane subpatotypy tych paleczek, z zastosowaniem
techniki TRS-PCR. Doktorantka poréwnala tez wyniki genotypowania kolekcji
UPEC z IPEC za pomoca tej procedury. Oba zastosowane testy TRS-PCR
Ng(CGG)4-PCR i N¢(GTG)4-PCR cechowaly si¢ podobna sila réznicowania
izolatow jelitowych. Mgr Anna Bogumita Kubiak wykazata, ze metoda ta moze
by¢ uzyteczna w roznicowaniu szczepow E. coli jelitowych i pozajelitowych
patogenow ukladu moczowego. Doktorantka wskazala tez na przydatnos¢
elementu  VNTR-COLI-175 w efektywnym rdéznicowaniu szczepdw tych
pateczek. Szczepy nie dajace si¢ zroznicowaé metoda TRS-PCR zostaly
zroznicowane na podstawie obecnosci tego elementu.

Podsumowujac stwierdzam, iz mgr Anna Bogumita Kubiak zrealizowata
cele pracy doktorskiej. Doktorantka wykazata, iz testy oparte na amplifikacji
fragmentu DNA pomigdzy trojnukleotydowymi sekwencjami powtarzajgcymi
sie tj. analizy Ng(CGG),4-PCR 1 Ng(GTG)4-PCR mogg by¢ skutecznie stosowane
do roéznicowania szczepow UPEC 1 IPEC. Dodatkowo, wskazala tez na

mozliwos$¢ wykorzystanie w tych analizach markera VNTR-COLI-175.




Whioski sformutowane na str. 127 rozprawy po Podsumowaniu wynikow
znajduja potwierdzenie w zgromadzonych danych. Dane te Doktorantka
wnikliwie analizuje w rozdziale Dyskusja.

Zestawienie literatury w liczbie 137 pozycji obejmuje najnowsze
publikacji,  ktore  cytowano  wlasciwie.  Potknigcia  stylistyczne
i sformutowania w moim odczuciu nieprecyzyjne, lub niewlasciwe zaznaczytem
w recenzowanym egzemplarzu pracy. Na str. 126 rozprawy Doktorantka na
koficu Podsumowania napisata ,,Wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie
doktorskiej moga stanowi¢ punkt wyjscia do dalszych badan nad testami TRS-
PCR, jako narzedziami $ledzacymi ewolucyjne zaleznosci wsérdd patogennych
szczepow E. coli”. Bardzo prosze Doktorantk¢ o odniesienie si¢ podczas obrony
rozprawy do poruszonej kwestii. Jakie badania nalezaloby Jej zdaniem podjac¢
1 jakie sa szanse praktycznego wykorzystania wynikéw Jej badan w doktoracie
w diagnostyce molekularnej bakterii ?

Podsumowujac, pragne stwierdzié, 1z rozpraWa doktorska mgr Anna
Bogumita Kubiak zostala dobrze przygotowana i wykonana, uzyskano cenne,
nowe dane dotyczace szczepow chorobotworczych FE. coli, metod ich
roznicowania 1 cech ich patogennosci. Znalaztem w bazie PubMed dwie
publikacje z udzialem mgr Anny Bogumily Kubiak dotyczace wykorzystania
techniki TRS-PCR w odniesieniu do Mycobacterium 1 Salmonella. Mam
nadziej¢, 1z wyniki Jej pracy doktorskiej zostang wkrétce opublikowane.

Stwierdzam, 1z przedstawiona mi do recenzji praca mgr Anny Bogumity
Kubiak pt. ,Genetyczna analiza epidemiologiczna patogennych szczepow
Escherichia coli” spelnia wymogi stawiane rozprawom na stopien naukowy
doktora 1 zwracam si¢ do Komisji ds. Przyymowania i1 Przeprowadzania Obron
Rozpraw Doktorskich Rady Naukowe) Instytutu Biologii Medycznej PAN w
Lodzi z uprzejma prosba o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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