Warszawa, 07.12.2014r.
Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Sylwii Kozuszko

pt. ,, Charakterystyka szczepdw Enterococcus faecium i Enterococcus faecalis opornych na
wankomycyne”.

Enterokoki nalezace do naturalnej mikroflory przewodu pokarmowego ludzi i zwierzat,
jeszcze do niedawna uwazane byly za patogeny o niewielkim potencjale chorobotwodrczym.
Jednak sytuacja zmienita sie w ciggu ostatnich dekad, poniewaz bakterie te charakteryzuje
niezwykta tatwos$¢ nabywania oraz przekazywania genéw opornosci na antybiotyki. Obecnie
enterokoki oporne na glikopeptydy (VRE) oraz wysokie stezenia aminoglikozydéw (HLAR)
sprawiajg ogromne problemy terapeutyczne, a ich odpornos$¢ na czynniki fizyko-chemiczne
utatwia ich rozprzestrzenianie w szpitalach. Enterokoki o fenotypie VRE oraz HLAR uwazane
sg za wazne ,patogeny alarmowe”, stanowigce powazng przyczyne zakazen szpitalnych na
$wiecie. Najwazniejszymi pod wzgledem czestosci wystepowania s enterokoki nalezace do

gatunkow E. faecium i E. faecalis.

W zwigzku z powyzszym wybor tematu rozprawy doktorskiej jest wysoce zasadny
i wpisuje sie w wiodgcg tematyke w tym zakresie na Swiecie.

Przedstawiona do oceny Rozprawa ma uktad typowy i liczy 112 stron. Bardzo przydatne
jest zataczenie, na poczatku Rozprawy, wykazu zastosowanych skrotow. Wstep zawarty jest
na 18 stronach i podzielony na podrozdziaty, co znaczaco utatwia czytanie. W pierwszej
czesci wstepu opisano charakterystyke enterokokow, uwzgledniajgc w niej historie ich
odkrycia, zmiany nazw najwazniejszych gatunkow, cechy wiasciwe dla rodzaju, taksonomig,

wystepowanie oraz warunki hodowli i wtasciwosci wykorzystywane w identyfikacji.

Drugi podrozdziat wstepu, bardzo krotki, skupia sie na opisie zakazern wywotywanych
przez Enterococcus. Podkreslono role enterokokow jako waznego czynnika etiologicznego
zakazen szpitalnych. W ostatnim akapicie podrozdziatu (str. 13) znajduje sie niedokonczone

zdanie.

Kolejny fragment wstepu obejmuje omowienie udzialu w patogenezie zakazen
wybranych czynnikéw wirulencji gatunkow E. faecium i E. faecalis, do ktérych naleza
substancja agregujaca AS, biatko powierzchniowe Esp, zelatynaza, proteinaza serynowa,
cytolizyna, hialuronidaza, biatko wiazace kolagen, adhezyna EfaA i antygen wydzielniczy

SagA.



Ostatnia czes¢ wstepu opisuje oporno$é¢ i wybrane mechanizmy opornosci
enterokokow na antybiotyki. Wspomniano o naturalnej opornosci tych bakterii. Omdwiono
wystepujace nabyte opornosci, poswigcajac osobny podrozdziat opornosci i mechanizmom
opornosci na glikopeptydy iaminoglikozydy. Te ostatnie opisy sg teoretycznym
wprowadzeniem do czesci eksperymentalnej, poniewasz opornos¢ enterokokéw na
wankomycyng i wysokiego stopnia na aminoglikozydy stanowi gtowna czesc¢ Rozprawy.

Cele pracy sg przedstawione przejrzyscie w punktach, wraz z metodami, za pomoca
ktérych bedy realizowane. Obejmuja one oceng skutecznosci identyfikacji gatunkowej
enterokokow z wykorzystaniem konwencjonalnych metod hodowli i automatycznego
systemu VITEK2 COMPACT, ocene przydatnosci techniki multipleks PCR do identyfikacji
genow specyficznych gatunkowo i gendéw opornosci na wankomycyne, ocene
lekowrazliwosci na wybrane antybiotyki oraz oceng czestosci wystepowania gendw
kodujacych wybrane czynniki wirulencji. Nastapit drobny btad przy sktadaniu pracy i cele

znajduja sie przed ostatnig strong wstepu.

Materiat i metody zamieszczono na 9 stronach. Opisy metod hodowlanych,
identyfikacji gatunkowej i przeprowadzanych reakcji PCR sg szczegdétowe i mozliwe do
odtworzenia. Natomiast opis dotyczacy materiatu tzn. izolatéw enterokokowych i sposobu
ich zbierania powinien by¢, w mojej opinii, doktadniejszy. Nie wiadomo w jakim celu byty
pobierane probki, z ktérych wyizolowano VRE i czy byty to wszystkie izolaty VRE zebrane
w Zaktadzie Mikrobiologii w badanym okresie? Warto bytoby zamiesci¢ ogdlne liczby
enterokokow izolowanych w badanym okresie, bo to pozwolitoby okreslic czestosci
wystepowania VRE, np. w konkretnych oddziatach szpitala, co jest czynione w dalszej czesci
pracy (w wynikach i w dyskusji). Nie jest réwniez jasny podziat materiatow klinicznych;
dlaczego osobno umieszczono kat, kat w kierunku nosicielstwa VRE i wymazy z odbytu. Czy to
znaczy, ze kat i wymazy z odbytu pobierano w innym celu niz badanie nosicielstwa VRE?
Konsekwentnie z tym podziatem prowadzone s obliczenia w czesci ,Wyniki”. Brakuje
podkreslenia, ze wiekszo$¢ badanych izolatéw pochodzi z nosicielstwa, a wszystkie obliczenia
sg wspolne dla izolatéw z nosicielstwa i z zakazen. Nalezatoby to wyjasnié. Stosujac skrot
DNA Doktorantka uzywa rodzaju nijakiego.

Wyniki Rozprawy przedstawiono na 22 stronach, w 5 podrozdziatach. Zawieraja one
opisy, szczegotowe tabele, ryciny i zdjecia. Obliczenia statystyczne zamieszczono na korcu

Rozprawy. Przedstawiono wyniki identyfikacji gatunkowej przeprowadzonej réoznymi




metodami: hodowli, biochemicznymi i z wykorzystaniem reakcji PCR. Wykazano
wystepowanie w badanych izolatach genow vanA i vanB. Jak wspomniano powyiej,
obliczenia czestosci wystepowania VRE w konkretnych materiatach klinicznych lub
w oddziatach szpitala, wtgcznie z obliczeniami statystycznymi, nie wydajg sie do konca
uzasadnione (Ryc. 3-6). Na Ryc. 5, zapewne przez przeoczenie, osobno umieszczono dwa
wymazy z pochwy.

Nastepnie przedstawiono wyniki i szczegotowa analize badania lekowrazliwosci
enterokokow metoda jakosciowg i ilosciowa na wybrane antybiotyki. W metodzie
jakosciowej (dyfuzyjno-krgzkowej) stwierdzono niezgodnos¢ fenotypu z genotypem u 17
izolatow; byty to izolaty E.faecium z wykrytym genem vanB. W przypadku metody
ilosciowej, oznaczajac MIC teikoplaniny stwierdzono brak zgodnosci pomiedzy fenotypem
a genotypem u 6 izolatow E. faecium z genem vanB. Ws$réd badanych izolatow
zidentyfikowano trzy fenotypy opornosci na aminoglikozydy, HLAR, HLGR i HLSR. Najczesciej
(>84% badanych izolatow) wystepowat fenotyp HLAR, oznaczajgcy wysoki stopien opornosci
na aminoglikozydy i wykluczajgcy stosowanie terapii skojarzonej z penicylinami
i glikopeptydami. Na Ryc. 7 brakuje legendy.

W dalszej czesci opisano wyniki wykrywania metoda multiplex PCR, pieciu genow
kodujgcych czynniki wirulencji enterokokow oraz doktadng analize zaleznosci pomiedzy
wystepowaniem genow zjadliwosci a genotypem opornosci na glikopeptydy, materiatem,
z ktérego wyhodowano izolat i oddziatem, w ktéorym przebywat pacjent z VRE. W mojej
opinii, Doktorantka powinna ostrozniej pisa¢ o wyjatkach w wystepowaniu wybranych
genow zjadliwosci w badanych izolatach, ktére izolowano zaledwie z jednego lub dwodch
materiatow klinicznych. Sg pewne niescistosci na rycinach 12 i 13, na ktorych przedstawiono
odpowiednio wystepowanie genow esp i hyl. Tytuty rycin odnoszg sie tylko do E. faecium,
ana rycinie pokazano wyniki rowniez dla E. faecalis (w sumie dla 104 izolatéw). Bardziej

czytelne bytoby rowniez zastosowanie tej samej skali na obu rycinach.

Dyskusje Rozprawy zamieszczono na 14 stronach. Rozpoczyna sie ona ciekawym
opisem hipotez, mowigcych o pojawieniu sie¢ opornych na glikopeptydy enterokokow.
Nastepnie Doktorantka przedstawia czestos¢ wystepowania izolatéow VRE w réinych
regionach $wiata, uwzgledniajagc wczesniejsze polskie dane i odnosi je do wynikow swojej
Rozprawy. Podkresla wage wtasciwej i szybkiej identyfikacji gatunkowej oraz oznaczania

wrazliwoéci na leki u enterokokow, bedacego podstawa podjecia celowanej



antybiotykoterapii. W dyskusji na str 63 zamieszczono zdanie: »W niniejszej pracy wsrod
szczepow E. faecalis u czterech wykryto gen vanA , u jednego gen vanB, podczas gdy wsrod
100 szczepow E. faecium u 17 (17%) wykazano obecnos¢ genu vanA, a u 20 (20%) genu
vanB”. Zdanie to jest niejasne poniewa:z sugeruje omawianie wynikow Rozprawy

Doktorantki, ktére sg inne.

Jak wspomniano przy okazji materiatu i metod, nie do korica upowaznione wydaje sie
wykazywanie tendencji wystepowania szczepéw VRE w okreslonych oddziatach, na
podstawie wynikow Rozprawy. Mozna tylko mowi¢, ze w badanej grupie najwiecej izolatéow
VRE pochodzito zdanego oddziatu. Nalezy réwniez podkreéli¢, ze mowiac o czestosci
wystgpowania w oddziale szpitalnym/szpitalu enterokokdw, ktdre czesto odpowiadajg za
ogniska zakazen szpitalnych, nalezatoby oceni¢ pokrewierstwo badanych izolatow.

W przypadku braku takiej oceny, nalezatoby to skomentowac.

Nastgpnie Doktorantka szeroko i ciekawie dyskutuje wyniki opornosci badanych
izolatow na antybiotyki stosowane w terapii zakazen enterokokowych i czynniki wirulencji,
ktére zestawia z wynikami badan opublikowanymi w literaturze Swiatowej. Niepotrzebne

wydaje sig powtorzenie wynikéw lekowrazliwosci na str 67-68.

Rozprawa konczy sig siedmioma trafnymi i dobrze sformutowanymi wnioskami. Jeden
znich wydaje sie zbyt ogélny: ,Wystepowanie opornosci na wysokie stezenia
aminoglikozydéw wsréd badanych szczepéw (99,0%) wyklucza te antybiotyki z mozliwosci
ich stosowania w leczeniu skojarzonym zakazer o etiologii VRE”. Jednak wéréd badanych
izolatow byly takie o fenotypie HLGR i HLSR, oporne na wybrane antybiotyki
aminoglikozydowe, co nie wyklucza automatycznie innych aminoglikozydow z terapii
skojarzonej. Przedstawione wnioski wskazujg, ze postawione cele Rozprawy zostaty
zrealizowane. Na zakoriczenie przedstawiono streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz
bogaty spis pismiennictwa, obejmujacy 246 pozycji, uwzgledniajgcy rowniez najnowsze
publikacje.

Niektore sformutowania Rozprawy s3 nieprecyzyjne i wynikaja zapewne z przejezyczenia lub
checi uogdlnienia:
Na str. 19 zamieszczono zdanie, ze ,Bakterie z rodzaju Enterococcus wykazujg naturalng
opornosc na beta-laktamy (penicyliny, cefalosporyny)...”. Stwierdzenie to jest whasciwe

dla cefalosporyn, ale nie mozna go uogdlnia¢ dla penicylin i wszystkich enterokokdéw.




\

Wprawdzie izolaty E. faecium majg naturalnie obnizong wrazliwos¢ na penicyliny, ale
E. faecalis poza nielicznymi izolatami, ktore nabyty opornos¢, sg na nie wrazliwe.

Na str. 21 napisano, ze ,Podstawg mechanizmu VRE u enterokokéw jest modyfikacja
punktu uchwytu w peptydoglikanie, ktéra obniza powinowactwo do glikopeptydow
i zmniejsza zdolno$¢ wigzania leku, co wplywa na hamowanie syntezy Sciany
komérkowej”. To glikopeptydy wptywaja na hamowanie syntezy $ciany komdrkowej, ale
po modyfikacji punktu uchwytu, nie ma to juz miejsca.

Na str. 68 zamieszczono niezrozumiate zdanie: ,Szczegdlnie zastanawiajacy jest fakt
niezgodnosci genotypu vanB z fenotypem vanA.”

Na str. 69 ,Wczesniejsze badania dowiodly, ze szczepy wytwarzajace cytolizyng
wywotywaty zakazenia o ciezszym i diuzszym przebiegu, o mniejszych sukcesach
terapeutycznych...”

W podsumowaniu pragne podkresli¢ aktualnos¢ i wage podjetego w Rozprawie
tematu, ktéry posiada ogromne znaczenie kliniczne oraz jasne przedstawienie celow
badawczych. Doktorantka wykazata sie znajomoscia tematu i metod, ktére pozwolity Jej na
realizacje postawionych celéw. Uzyskane wyniki zostaty czytelnie przedstawione
i przedyskutowane. Uchybienia jezykowe, literowki, skroty myslowe i zbyt odwazne
uogdlnienia wymagajg poprawy, ale nie umniejszajg jakosci merytorycznej Rozprawy.

Rozprawa doktorska Mgr Sylwii Kozuszko pt. , Charakterystyka szczepow Enterococcus
faecium i Enterococcus faecalis opornych na wankomycyne”, spetnia wymogi stawiane tego
typu rozprawom i dlatego wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu Farmaceutycznego Collegium
Medicum im. Ludiwka Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu,

o dopuszczenie Mgr Sylwii Kozuszko do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Dr hab. n. med. Anna Skoczyniska
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