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Recenzja rozprawy doktorskiej ppor. mgr Aldony Birkkowskiej pt.:
" Profil opornosci szczepdéw Helicobacter pylori”

Rozprawa doktorska ppor. mgr Aldony Binkowskiej dotyczy problemu opornosci bakterii
Helicobacter pylori na antybiotyki. H. pylori jest bakteria chorobotwdrcza, zasiedlajaca
przewdd pokarmowy znaczgcej czesci populacji ludzi na swiecie. Jest istotnym czynnikiem
ryzyka w rozwoju takich choréb jak przewlekte zapalenie btony sluzowej zotadka, wrzody
zofadka lub dwunastnicy czy rak zotadka. Wiele izolowanych szczepow H. pylori jest
opornych na stosowane powszechnie antybiotyki, a profil lekoopornosci jest czesto
zréznicowany geograficznie. Lekoopornos¢ bakterii, szczegdinie w ujeciu molekularnym
i fizjologicznym, jest bardzo ciekawym tematem badawczym, ale przede wszystkim stanowi
powazny problem medyczny utrudniajacy skuteczne leczenie ludzi i zwierzat. W zwigzku
z powszechnym uzywaniem antybiotykéw, lekoopornos¢ bakterii staje sie coraz
powszechniejszym zjawiskiem. Co wiecej, zmianie ulega zaréwno profil lekoopornosci
poszczegdlnych gatunkéw jak i poznawane sg nowe podstawy molekularne opornosci badz
wrazliwosci bakterii na antybiotyki. W tym swietle badania Pani ppor. mgr Bitkowskiej nad
lekoopornoscig bakterii H. pylori wpisujg sie w nurt aktualnie prowadzonych prac

naukowych.

Rozprawa ppor. Mgr Aldony Birtkowskiej ma forme klasyczna. Jest napisana poprawnym
jezykiem naukowym, rzeczowo przedstawione sg zagadnienia teoretyczne jak i wyniki badan.
We ,Wstepie” Doktorantka wyczerpujgco wprowadza w tematyke zwigzang
z chorobotworczoscia, lekoopornoscia szczepdéw oraz molekularnymi podstawami opornosci
H. pylori na antybiotyki stosowane w leczeniu zakazen tg bakterig. W rozdziale ,,Cel Pracy”
jasno przedstawia zatozenia badawcze. Rozdziaty ,Materiaty” i ,Metody” precyzyjnie opisuj3
wykorzystywany materiat badawczy i stosowane techniki. Rozdziat ,Wyniki” a nastepnie
»Dyskusja” stanowig gtéwna cze$¢ pracy, omébwiong ponizej. W rozdziale ,Wnioski”
doktorantka w punktach wymienia najwazniejsze osiggniecia badan. Cato$¢ dopetniajg
streszczenia rozprawy w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrétow, tabel, rycin i wykreséow
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oraz spis literatury. W tym miejscu podkresli¢ nalezy starannos¢ przygotowania rozprawy, a takze

czytelng i dopracowang szate graficzna.

Celem pracy podjetej przez Doktorantke bylo okreslenie profilu lekoopornosci szczepéw
H. pylori, zaréwno w aspekcie fenotypu jak i genotypu, oraz zbadanie zaleznosci migdzy
lekoopornoscia/wrazliwoécia na antybiotyki a wirulencja szczepdw H. pylori charakteryzowang
przez geny cagA i vacA. Wszystkie badania prowadzone byty z uwzglednieniem obrazu klinicznego
chorby pacjentéw, od ktdrych izolowano poszczegdlne szczepy; niektore uwzglednialy tez wiek
pacjentéw (dorosli, dzieci). W sumie analizie poddano 170 szczepdw wyizolowanych od pacjentow
leczonych w klinikach Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. Badania fenotypowe wykonano
przez okreélenie wzrostu bakterii w obecnosci antybiotykéw: metronidazolu, klarytromycyny,
lewofloksacyny, amoksycyliny i tetracykliny; dla wszystkich szczepéw wyznaczono warto$¢ MIC.
Nastepnie szczepy poddano analizie genotypowej z uwzglednieniem specyfiki molekularnej
okreslonej lekoopornoéci. Badano mutacje w genie 23S rRNA w szczepach opornych na
klarytromycyne, mutacje w genach gyrA i gyrB w szczepach opornych na lewofloksacyng, mutacje
w genie rdxA w szczepach opornych na metronidazol. We wszystkich szczepach, wykorzystujac
reakcje PCR, przeprowadzono genotypowanie genu vacA oraz weryfikowano obecnos¢ genu cagA.
Doktorantka wszystkie wyniki przedstawita w formie opiséw, tabel, wykresow; opisata zaleznosci
miedzy opornoscia na antybiotyki a obrazem klinicznym choroby i wirulencja szczepéw H. pylori.
Przywotanie wszystkich wynikéw w recenzji nie jest mozliwe, gdyz s one bardzo obszerne

i wielowymiarowe. Wymienie tylko najistotniejsze osiggnigcia:

e Okreélenie profilu wrazliwosci i opornosci badanych szczepéw H. pylori. Wykazano wysoki
odsetek szczepéw opornych na metronidazol (24%) i klarytromycyne (17%). Stwierdzono
rownoczesnie, ze 32% szczepdw byto wielolekoopornych. Wykazano brak opornosci szczepéw
na amoksycyline itetracykline w badanych szczepach. Jak przedstawiono we ,Wstepie” i w
,Dyskusji” opornos¢ bakterii nie jest jednakowa (ani ilosciowo, ani jakosciowo) i zalezy
zaréwno od regionu geograficznego jak i zmienia sie¢ w czasie (zwykle narasta), stad
koniecznoé¢ prowadzenia badan uwzgledniajacych te dwa czynniki. Wyniki uzyskane przez
Doktorantke potwierdzajg wczesniejsze doniesienia, aktualizujg dane dotyczace profilu
lekoopornosci H. pylori i sg istotne ze wzgleddw praktycznych, poniewaz moga pomoc
w doborze antybiotykdw stosowanych w leczeniu zakazen H. pylori.

e Okreélenie genotypow badanych szczepdw zwigzanych z opornoscia na okreslony antybiotyk,
przy czym badano typowe loci zwigzane z opornoscia na dany antybiotyk. W niektérych
przypadkach nie udato sie okresli¢ molekularnych podstaw obserwowanej opornosci, co
$wiadczy o innym mechanizmie niz typowy, zaktadany przez Doktorantke na podstawie
danych literaturowych. Swiadczy to o ztozonosci problemu lekoopornosci bakterii (w tym
wypadku H. pylori) na antybiotyki oraz koniecznosci poszukiwania nietypowych, nieznanych

dotad mechanizméw opornosci na antybiotyki.



Wykazano powigzanie niektdrych czynnikdéw np. wystepowania okreslonej mutacji z obrazem

klinicznym choroby czy wartoscig MIC

Wykazano brak zwigzku miedzy obecnoscig genu cagA i obecnoscig oraz typem genu vacA

a lekoopornoscia szczepow H. pylori.

Wyniki zaprezentowane w pracy sg przekonujgce, wyczerpujaco opisane i Swiadczg o rzetelnym

i doktadnym przeprowadzeniu zaplanowanych badan, ktére umozliwity osiggniecie postawionego

w pracy celu. Nasunety mi sie jednak nastepujace spostrzezenia i pytania:

1.

Doktorantka w swoich badaniach okreslata molekularne podstawy opornosci bakterii
w typowych loci podawanych w literaturze. Jak sama podkresla, z powodu ograniczen, gtdwnie
finansowych, niemozliwe bylo zbadanie wszystkich mozliwych wariantow mutacji tak, aby
wykryé nowe, niezalezne od typowych gendw, mutacje. Jest to zadanie trudne z racji
zmiennosci genetycznej H. pylori, co Doktorantka wykazata w analizach sekwencji genu rdxA,
jednak takie podejscie - sekwencjonowanie catego genomu - umozliwitoby odkrycie nowych
mechanizmow opornosci. Co wiecej, pozwolitoby tez wyjasnic¢ sytuacje odwrotng — wrazliwos¢
H. pylori na antybiotyk pomimo posiadania mutacji warunkujgcej opornos¢ jak np. w przypadku
mutacji A2143G zapewniajacej opornos¢ na klarytromycyne (10% badanych szczepow
wrazliwych na klarytromycyne posiadato ta mutacje). Czy Doktorantka spotkata sie w literaturze
czy doniesieniach zjazdowych z takim podejsciem?

. Mutacje zidentyfikowane z genie rdxA mozna poréwnac z opublikownymi danymi, np. Mirzaei

i wsp., Adv Biomed Res 2014, 3:90. Wtedy uzyskuje sie wieksza baze danych umozliwiajaca
wytypowanie mutacji istotnych dla opornosci na metronidazol.

Dlaczego Doktorantka, podejmujac badania, zaktadata, ze istnieje zwigzek miedzy wirulencja
szczepdw H. pylori, ocenianej na podstawie obecnosci i typow gendw cagA i vacA,

a lekoopornoscig?

Z czego moze wynika¢ wykazana w badaniach (rodziat 5.2.3 i 5.2.4) wysoka opornos¢ na
klarytromycyne szczepdw izolowanych od dzieci (24%) i brak opornosci szczepow izolowanych
od dorostych?

Czym mozna wyttumaczy¢ pojawienie sie opornosci na antybiotyk w przypadku wystapienia
mutacji niemej w genie (np. GCG w pozycji 122 gyrA) lub ogdlnie wiekszej liczby mutacji w genie
gyrA (Rozdziat 6, str. 100)?

Czym mozna ttumaczy¢ réinice w wystepowaniu mutacji warunkujacych dpornos'c' na
antybiotyk zalezing od rozpoznania klinicznego choroby (np. mutacje w 23s rRNA, Wykres 16,
str. 82)?

Na stronie 23 Doktorantka pisze, ze mutacje punktowe sg przekazywane bez posrednictwa
plazmidéw, wertykalnie. Mutacje punktowe moga by¢ przekazywane réwniez horyzontalnie bez

posrednictwa plazmidow.



8. Dyskutujac wyniki dotyczace czynnikéw wirulencji cagA i vacA w badanych szczepach,
Doktorantka uzywa skrotowego opisu np. ,szczepy H. pylori cagA(+) s1/m2” (str. 93 i 4). To jest
nieprawidtowy opis genotypu, sugerujacy, ze s1/m2 odnosi sie do genu cagA, podczas gdy
w rzeczywistosci charakteryzuje gen vacA.

9. Praca zawiera bardzo wiele danych. Czy istniejg bazy danych umozliwiajgce zdeponowanie tego
typu informaciji, ktére z jednej strony stuzg nauce, z drugiej moga stanowi¢ podstawy

racjonalnego planowania terapii przeciwbakteryjnych?

Podsumowujac recenzje merytoryczng rozprawy doktorskiej Pani ppor. mgr Aldony Birtkowskiej
moge stwierdzié, ze zawiera wazne wyniki naukowe. Podkresli¢ tez nalezy ogrom pracy wtozony w
wykonanie badan, starannos¢ ich wykonania i opisania. Wyniki dotychczas byly prezentowane
zjazdach ikonferencjach. Powinny zosta¢ opublikowane, poniewaz tylko wtedy mogg byc
wykorzystane zaréwno do dalszych badan naukowych jak tez do racjonalnego planowania terapii

skierowanej przeciwko H. pylori.

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska ppor. Mgr Aldony Birkowskiej
spefnia wszystkie wymogi formalne stawiane rozprawom doktorskim i wnosze do Rady Wydziatu
Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie Pani ppor. Mgr Aldony

Binkowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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