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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Aldony Binkowskiej z Katedry i Zaktadu Mikrobiologii
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu
pt. ,Profil opornosci szczepéw Helicobacter pylori”

Promotor: prof. dr hab. Grazyna Gosciniak

Wsréd pateczek nalezacych do rodzaju Helicobacter gatunek Helicobacter pylori ma najwieksze
znaczenie kliniczne. Gatunek ten jest czynnikiem etiologicznym przewlektych niezytow zotadka,
choroby wrzodowej zotadka i dwunastnicy, a przewlekte zakazenie tg bakteria moze by¢ przyczyna raka
zotadka czy chtoniaka typu MALT. Czynniki wirulencji H. pylori nie sga nadal do konca poznane i
scharakteryzowane, a notowane w Polsce i na $wiecie zjawisko opornosci tych drobnoustrojéw na rézne
grupy antybiotykéw potwierdza, iz podjeta przez Doktorantke tematyka rozprawy doktorskiej jest
trafna i bardzo aktualna. Aktualnymi, w tym konteksécie zagadnieniami, sq podjete w rozprawie
doktorskiej badania nad opornosciq szczepéw na lewofloksacyne oraz metronidazol. Pomimo duzej
wiedzy jaka obecnie posiadamy w zakresie opornosci bakterii na antybiotyki, wiele aspektéw
molekularnych nadal pozostaje nierozwigzanych, a wiedza w tym zakresie ma ogromny wplyw na

mozliwosci leczenia zakazen.

Rozprawa doktorska mgr Aldony Binkowskiej liczy 122 strony. Praca ma ukfad typowy dla prac
eksperymentalnych. W pracy wyrézniono takie rozdzialy jak: wstep pracy, cel pracy, materiaty, metody
badan; wyniki, dyskusja, wnioski, streszczenie, streszczenie w jezyku angielskim oraz pi$miennictwo i

aneks.

Wstep wprowadza w eksperymentalng czes¢ pracy. Autorka omawia charakterystyke bakterii z
gatunku H. pylori szczegélng wage przyktadajac do przedstawienia czynnikdéw wirulencji tej bakterii,
oraz czestosci jej wystepowania na $wiecie. W kolejnych cze$ciach wstepu omoéwione zostaty opcje
terapeutyczne zakazen wywotanych przez H. pylori, a takze mechanizmy opornos$ci pateczek H. pylori
na metronidazol, makrolidy, fluorochinolony, amoksycyling, tetracykliny, rifabutine. Autorka

przedstawia takze diagnostyke zakazen wywotanych przez H. pylori. Ta cze$é pracy zostata bardzo
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dobrze opracowana, mogtaby zosta¢ jedynie wzbogacona o przedstawienie zjawiska mimikry
molekularnej antygenéw H. pylori w kontekscie omawianej wirulencji tej bakterii. Bardzo prosze o

omoéwienie tego zagadnienia podczas publicznej obrony pracy.

Poprawnos¢ formutowania hipotez i probleméw badawczych stawianych przez mgr Aldone
Binkowska oceniam bardzo dobrze. Trzy cele pracy przedstawiono bardzo zwiezle. Gtdéwnym celem
pracy byta proba wyjasnienia mechanizméw odpowiedzialnych za powstawanie opornoéci szczepéw H.
pylori na klarytromycyne, lewofloksacyne, metronidazol, tetracykling i amoksycyline. Waznymi celami
pracy byta takze identyfikacja genetycznych podstaw warunkujacych opornos¢ na badane antybiotyki i
okreslenie zaleznosci pomiedzy czestoscia wystepowania genéw cagA i vacA warunkujacych wirulencje
szczepow H. pylori, a profilem lekowrazliwosci. Nalezy stwierdzié, iz cele pracy jakie postawita sobie

Doktorantka zostatly zrealizowane.

W rozprawie doktorskiej Doktorantka wykorzystata podstawowe metody mikrobiologiczne,
dotyczace hodowli szczepdw i oznaczania lekowrazliwosci na antybiotyki metoda E-test® oraz metody z
..'o'bszaru biologii molekularnej tj. izolacji DNA bakterii, metode PCR do wykrywania fragmentdow
genomowego DNA bakterii, elektroforeze produktéw PCR, oraz metode sekwencjonowania klasycznego
fragmentow DNA. Autorka rozprawy dla petnej analizy wynikéw zastosowata takze oznaczenia
statystyczne. Metody do badan zostaly wybrane trafnie i umiejetnie zastosowane. Materialy i metody
zostaty precyzyjnie i dobrze przygotowane. Pytania do tej czesci pracy: jakie bylo kryterium wyboru
106 szczepow H. pylori do badan nad dystrybucjq gendéw wirulencji oraz analiz mutacji w genie 23s
rRNA sposréd 170 szczepow badanych w rozprawie doktorskiej?

W rozdziale omawiajacym wyniki Autorka bardzo doktadnie przedstawia uzyskane dane i
szczegotowo wizualizuje ja na wykresach i w tabelach. W zdecydowanej wigkszosci wykresy i tabele sa
bardzo czytelne. W opinii Recenzenta wykresy od 1 do 9 powinny zosta¢ wzbogacone w legende, co
utatwitoby ich analize. Analizujac wyniki nalezy podkreslié¢, iz wyniki w ktérych Autorka poréwnuje
lekowrazliwos¢ szczepdw pomiedzy grupa dzieci a grupa dorostych sa niezwykle cenne i pozwalajg na
wycigganie wnioskéw dotyczacych wirulencji H. pylori w korelacji do wieku pacjentéw. Wyniki
pozwalajg takze na uzyskanie ciekawych wnioskéw takich jak te, iz od chorych z przewleklym
zapaleniem zotadka lub/i dwunastnicy najczesciej izoluje sie szczepy wielooporne. Analiza dystrybucji
genéw wirulencji w badanych komérkach szczepdéw pokazaty m.in. kombinacje alleli s oraz m genu
cytotoksyny wakuolizujacej vacA w obrebie grupy dzieci i dorostych, gdzie szczepy H. pylori s1/m1
czesciej izolowano od oséb dorostych niz od dzieci, natomiast szczepy H. pylori s1/m2 odwrotnie,
czesciej izolowane byly od chorych dzieci.

Nalezy podkresli¢ wage zastosowanych obliczen statystycznych, dzieki ktérym udato sie wskazac
na cenne dane, ze szczepy z wyzszg opornoscig na klarytromycyne czesciej maja mutacje A2143G.

Interesujacym jest takze wniosek wskazujacy, iz obecnos¢ izoleucyny w pozycji 191 genu gyrA



zmniejsza ryzyko opornosci na fluorochinolony az o 87%. Uwagi do tej czesci pracy dotycza tego, iz na
rycinie 3 dokumentujacej rozktad elektroforetyczny produktu PCR genu vacA omytkowo opisano dwie
kontrole ujemne. Watpliwosci budzi takze opis wykresow 17, 18, 19 i 20, ktére Autorka podpisuje jako:
~Wystepowanie mutacji (...) w genie (...) u szczepow (...)”. W opinii Recenzenta wykresy przedstawiajg
wartosci dotyczace odsetka szczepéw, u ktérych stwierdzono brak mutacji lub obecnos$¢ mutaciji.
Catosciowa analiza wynikéw pozwala stwierdzi¢, iz wykorzystujqc standardowe metody
mikrobiologiczne dotyczace badania lekowrazliwosci szczepdw oraz zaawansowane metody
molekularne Doktorantce udalo sie zrealizowaé zatozone cele pracy doktorskiej oraz wnie$é¢ nowe dane

i obserwacje do badan nad lekowrazliwoécig pateczek H. pylori.

W dyskusji Doktorantka precyzyjnie omawia uzyskane wyniki na tle badafd innych autoréw.
Niezwykle cenne, iz Autorka cytuje prace przedstawiajace wyniki epidemiologiczne odnoszace sie do
naszego kraju, Europy, ale takze przedstawia dane dotyczace innych czesci $wiata, co swiadczy o duzej
znajomosci tematu przez Doktorantke. Wnioski sq trafne i syntetycznie ujete.
Prosze o szersze skomentowanie jednego z wnioskéw pracy méwigcego o tym iz, nie stwierdzono
zwigzku miedzy opornoscia szczepéw H. pylori, a obecnosciq gendéw cagA oraz vacA w korelacji do
danych umieszczonych w tabeli numer 15.
Autorka rozprawy cytuje 110 prac naukowych, w zdecydowanej wiekszosci sq to prace
anglojezyczne. Zacytowane pi$miennictwo jest bardzo aktualne. Praca napisana jest poprawnie pod
wzgledem formalno-jezykowym.
Powracajac do tego, co jest w mojej opinii najwazniejszym aspektem ocenianej rozprawy, nalezy
stwierdzi¢, iz mgr Aldona Binkowska w swojej pracy doktorskiej pt. ,Profil opornosci szczepow
Helicobacter pylori” dokonata ciekawych obserwacji oraz uzyskata wazne naukowo wyniki. Do
najwazniejszych wynikéw zaliczyé nalezy:
1.ryzyko wystapienia opornosci na klarytromycyne jest istotnie wigksze wsrdd szczepdw H. pylori z
mutacja A2143G niz wsréd szczepdw dzikich;

2.0pornos¢ szczepdw na lewofloksacyne wigze sie z mutacjami w genach gyrA i gyrB, ale nie mozna
wykluczy¢ innych mechanizméw opornosci;

3. mutacje punktowe w genie rdxA wystepowaty wsréd szczepdw opornych i wrazliwych na
metrodnidazol, co sugeruje istnienie innych mechanizméw odpowiedzialnych za fenotypowg

opornos¢ szczepow.

We wnioskach korcowych warto nadmienié, iz praca wykonana zostata w Katedrze i Zaktadzie
Mikrobiologii Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu po opieka naukowa prof. dr hab. Grazyny
Gosciniak, bedacej autorytetem naukowym w badaniach dotyczacych bakterii z gatunku Helicobacter
pylori. Przedstawiona mi do recenzji praca pt. ,Profil opornosci szczepdw Helicobacter pylori” zostata



prawidiowo zaplanowana, wykonana i wpasowuje sie w aktualnie prowadzone na S$wiecie badania

dotyczace Helicobacter pylori.

Przedstawione w niniejszej recenzji uwagi krytyczne i pytania w zadnym stopniu nie umniejszajq
wartosci naukowej przedstawionej pracy i sq elementem dyskusji z Doktorantkq. Warto podkresli¢, iz

wyniki badan byty prezentowane na 5 konferencjach naukowych.

Podsumowujac pragne stwierdzi¢, iz: "Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 ust.
1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm.)".
Zwracam sie do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu z
uprzejma prosbg o dopuszczenie mgr Aldony Binkowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego

oraz wyrdznienie i nagrodzenie rozprawy doktorskiej.
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