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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Edyty Waker

pt. ,Analiza zmiennosci genetycznej toksynotworczych szczepow Clostridioides difficile

w Klinice Nowotworéw Ukladu Chlonnego na przestrzeni 10 lat”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska na stopien doktora nauk medvcznyvch 1 nauk o
zdrowiu Pani mgr Edyty Waker pt. .,Analiza zmienno$ci genetycznej toksynotwoérczych szczepow
Clostridioides difficile w Klinice Nowotworow Ukladu Chlonnego na przestrzeni 10 lat”™ powstala
w Zakladzie Mikrobiologii Klinicznej 1 Zakladzie Genetyki. Narodowego Instvtutu Onkologii im. Marti
Sklodowskicj-Curic, Panstwowy Instytut Badawczy w Warszawic, pod kicrunkicm Pana Profcsora
dr hab. n. med. Jerzego Ostrowskiego.

Rozprawa doktorska dotyvezy zmicnnosci genetyeznej beztlenowej laseczki (lostridioides difficile

(C. difficile) ktora odkryto 85 lat temu. Ten niczwyvkly patogen w ciggu kilkudziesigeiu lat cwoluowal
z poziomu bakterii o niskim potencjale patogennosci do superbakterii. ktora w dobie pandemiit COVID-
19 stala si¢ jeszeze wigkszym obcigzeniem szpitali 1 wyzwanicm dla klinicystow 1 diagnostow
laboratorvjnvch.

0d 2003 roku wzrost przypadkow CDI wigzany jest z pojawieniem si¢ nowej odmiany genetyezne)
szezepdw tzw. NAP1/BI/027. okreslanveh jako . hiperwirulentne™ Szezepy te  posiadaja znacznic
podwvzszony potencjal toksvnotworczoset 1 wvkazuja wielolekoopornos¢é. w tym opornos¢ na
fluorochinolony, makrolidy i karbapenemy oraz mogg mic¢ obnizong wrazliwos¢ na mctronidazol.
Wvyniki ostatnich badan (projckt COMBACTE-CDI) na obszarze Unii Europejskicj potwicrdzaja. zc
Polska nadal nalezy do krajow (obok Rumunii 1 Slowacji) o najwvzszym wskazniku zapadalnosci z
powodu CDI. Jednoczesnic stosunkowo rzadko podcjmowana jest diagnostyka mikrobiologiczna, w
porownaniu do innvch krajow curopejskich. co prawdopodobnic wplywa na rozprzestrzenianic si¢ 1

wvsoki odsctek szezepdw . hiperwirulentnveh™ wystepujacveh w naszym kraju.
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Celem recenzowanej rozprawy doktorskiej byla ocena zmiennosci genetycznej toksynotworczych
szezepow C. difficile izolowanych od pacjentéw hospitalizowanych w Klinice Nowotworow Ukladu
Chlonnego, Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sklodowskiej-Curie, Panstwowego
Instytutu Badawczego w Warszawie, na przestrzeni 10 lat z uzyciem calogenomowego
sekwencjonowania. Klinika ta miala najwyzszy odsctck zakazen (. difficile w badanym okresic. co

uzasadnia jej wybor przez Doktorantke.

Praca doktorska napisana zostala w j¢zvku polskim i obejmuje 70 stron tckstu komputcrowego, w tym
zawiera 5 rvein i 7 tabel. w tym dwie tabele (ponumerowane jako tab. 1i tab. 2) Doktorantka zamicscila
w czgsci stanowiacej .. Suplement”.
Uwaga: Tabela 4 jest wg kolejnosci w pracy Tabelg 3 a Tabela 7 jest Tabelg 5.
Praca w swojej konstrukcji posiada typowy uklad. Rozprawa sklada si¢ z nastgpujacych rozdzialow:
Wstep. Cel pracy. Metodvka, Wyniki. Dyskusja. Whioski oraz Suplement. Praca ponadto zawicra
Streszezenia w jezyku polskim i angiclskim. Natomiast brakuje Wykazu stosowanych skrotow. Spisu
rvein i Spisu tabel. co zazwyezaj wehodzi w zakres tego typu publikacji. Prace poprzedza Spis fresci.
Caloé¢ zakonczona jest Spisem pismiennictwa w liczbic 229 pozycji litcraturowych. Natomiast praca
nic zawiera kopii zgody Komisji Bioetyezney.

Wstep rozprawy doktorskicj obejmujc 10 stron i podziclono go na osiem podrozdzialow
zatytulowanych: .Ogolna charakterystyka szczepow C. difficile”. .Budowa genetyczna szezepow
(' difficile™. . Toksynotvpy (" difficile”. .Elementy mobilne (. difficile”. ..Epidemiologia (. difficile™.
..Glowne czynniki odpowicdzialne za wystapicnic zakazenia (. difficile. nicpowodzenia terapeutyczne
i nawroty”. ..Leczenic zakazen powodowanych przez C. difficile” oraz ..Analizy pokrewicnstwa
filogenetycznego miedzy badanymi szczepami (. difficile”. W moim przekonaniu dodatkowy
podrozdzial po$wigcony opisaniu lckowrazliwosci populacji szczepow C. difficile wystepujacych na
$wiecic oraz podstaw genetveznyveh wzbogacilby Wsiep. Tym bardziej. ze Doktorantka przeprowadzila
badanic Ickowrazliwosci szczepow (. difficile. w tym ustalila podstawy genctycznej opornosci.
W oparciu o wlasciwg litcrature. cytowang we Wisiepie. Doktorantka przedstawila charaktervstyke
gatunku (' difficile. problem nosicielstwa (' difficile u ludzi 1 zwierzat oraz wystepowanie
drobnoustroju w $rodowisku szpitalnym. Podala odsctck skolonizowanych zdrowych doroslych 1
rezvdentow domoéw  opicki dlugoterminowej. Natomiast nic uwzglednila w tym podrozdziale
nosicielstwa u dzieci. W moim przekonaniu czesé dotvezaca epidemiologii powinna by¢ zamieszezona

w czeéei zatvtulowangj .. Epidemiologia C. difficile”.
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W kolejnym podrozdziale Doktorantka opisala budowe genctyczna szczepow (. difficile. wskazujac na
duza zmicnnos¢ i plastycznos$¢ genomu, co zapewne ma wplyw na zdolnosci adaptacyjne gatunku i
zwicksza wirulencje. Omowila budowe genetvezna locus patogennosci (Paloc) oraz region kodowania
toksvny binarnej. Doktorantka przcanalizowala zjawisko zmicnnosci w regionic PaLoc (' difficile i
wynikajace z tego konsckwencje w postaci zréznicowanc) toksynotworczosci szczepow. Stalo si¢ to
podstawg do podzialu szczepow na 34 toksynotvpy.

Pani mgr Edyta Waker podkreslila znaczenic zjawiska transferu migdzygatunkowego rcgionu PaLoc,
W dalszej czesei zwrocila uwage na mobilne clementy C. difficile. ktdre stanowia az 1% pangenomu
O difficile. W szczegolnosci obecnose transpozondw jest zjawiskiem niczwyklym i ma prawdopodobnie
wplvw na sukees C. difficile jako patogenu oportunistycznego. W przeciwiciistwic do innych lascezek
beztlenowvch. (' difficile posiada nicliczne plazmidy. w tvm nowo odkryty plazmid warunkujacy
opomo$¢ na metronidazol, o czvm pisze Doktorantka w dalszej czgsci pracy. Waznym clementem
genetyeznvm C. difficile sy bakteriofagi, ktore moga posredniczy¢ w przenoszeniu np. transpozonu
Tn6213 (geny opornosci na makrolidy. linkozamidy) migdzy szczepami ' difficile.

W kolcjnosci Doktorantka w ograniczony sposéb opisala cpidemiologi¢c CDI. odnoszac si¢ glownic do
wystepowania szczepow .hiperwirulentnych™. a takze wymienila inne zrodla pochodzenia C. difficile
(zwierzeta i produkty zvwnosciowe pochodzenia zwierzecego). Zabraklo tutaj istotnych informacji na
temat zapadalnosci z powodu CDL

W dalszej czesci Wstepu Doktorantka opisala czvnniki rvzyvka rozwoju CDI oraz przyczyny
nicpowodzen terapcutveznych i zjawisko nawrotowosci. W podrozdziale dotyczacym postgpowania
terapeutycznego u chorveh z rozpoznanicm CDI, Doktorantka wymicnila Icki stosowane w zwalczaniu
CDI. zgodnie z rekomendacjami amervkanskich towarzystw Infectious Diseases Society of America
(IDSA) i Socicty for Hcalthcarc Epidemiology of Amecrica (SHEA). Omowila ponadto mctody
nickonwencjonalne stosowance do leczenia pacjentow z CDL jak transfer mikroflory jelitowey od
zdrowego dawcy oraz preparaty majace zastosowanie u chorych z grup ryvzyka nawrotowosci. Waznym
aspcktem, o ktorym pisze Doktorantka, jest opracowanic szezepionki przeeiw CDL

W podrozdziale pt. .. Analizy pokrewienstwa filogenetycznego miedzy badanymi szezepami C. difficile”
Doktorantka poswiccila duzo uwagi technice PFGE. ktéra to technika ma ograniczone zastosowanie do
typowania szczepdw C. difficile, zc wzgledu na problemy techniczne polegajace na szybko zachodzacey
degradacji DNA i kosztownej procedurze. Opisala metode szeroko stosowana w Europie czyvli PCR-

rvbotypowanic i inn¢ jak sckwencjonowanic calogecnomowec.
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Uwagi do Wsrepii:

1. podrozdzialy . Toksvnotyvpyv (" difficile” 1 ..Elementy mobilne C. difficile” powinny znalez¢ si¢
w czescel pt. ..Budowa genetvezna szezepow (. difficile”
2. czesc dotvezaca nicpowodzen terapeutyeznyveh powinna znaleze sic w podrozdziale .. Leczenice

zakazen powodowanvch przez (. difficile”. co logicznie konczvloby te czesc wstepu.

(9]

Strona 10 - wiclkos¢ skladowych bialck toksyny binamej to odpowicdnio: cz¢$¢ cnzymatyezna
CDTa- 33 kDa 1 cz¢s$¢ wigzaca CDTb - 98.8 kDa (zgodnic z danymi Gerding 1 wsp. poz
litcraturowa 39).

4. strona 13: Doktorantka pisze. z¢ ..wsrod szezepow NAP1/BI027/STI czgsciej zdarzajg sic

przvpadki opornosci na cvprotloksacvne 1 moksyfloksacvne.

Komentarz: szczepy izolowane w Polsce bez wzgledu na PCR-ryvbotyp charakteryzuje zazwyczaj wysoka opornosé na
cyprotloksacvne (nawet 100% szezepow). natomiast do tej porv wszystkie zbadane s7zezepy RT027 pochodzace 7 ré7nyveh
szpitali w Polsce cechowala réwniez opornos¢ wysokiego stopnia na moksytloksacvne (Lachowicz 2020) a zatem
opomos¢ na moksytloksacyne moze stanowi¢ wskaznik wystapienia szczepu hiperwirulentnego. o c¢zym Doktorantka

pisze w dalszej czeset pracy.

5. Strona 13: dotvezy cvtowania [89] w aspekcie wvykrveia nowego plazmidu pCD-METRO.
Powinna by¢ pozyvcja litcraturowa [72]

6. Strona 16: dotyvezy zdania ..z powodu mniejszej skutecznosct od wankomvevny. fidaksomveyvna

itd. .....a nawct mctronidazolu (kwas fusyvdowy) - co Doktorantka miala na mysh piszac w

nawiasic obok mctronidazolu (kwas fusvdowy)?

W czgsei .. Metodvka™, Doktorantka wymicnila metody stosowanc w diagnostyee bicgunek wywolanych
przcz C. difficile. w tym testy immunocnzymatyvezne, testy molckulame jak GeneXpert oraz FilmArray.
Od 2000 roku. jak podala Doktorantka. w laboratorium mikrobiologicznym Narodowego Instvtutu
Onkologii, stosowana jest hodowla C. difficile. Wyhodowanc szczepy identyfikowano na przestrzeni
lat. réznymi metodami. migdzy innvmi z zastosowanicm spektrometrit mas. Doktorantka opisala sposob
kolckcjonowania szezepow uzytyeh do badan. podala ich liczbe a takze uwzglednila szczepy wzorcowe.
ktore zastosowala do kontroli oznaczania Ickowrazliwoset.
Mam uwage odnosnie podanvch kryteriow ustalania opornosct na cyprofloksacvne i ervtromycyne.
gdzic Doktorantka powinna powolac¢ si¢ na kryteria osrodkow referencyjnveh (w tym przypadku
kryteria CLSI).
Godne podkreslenia jest to. ze Doktorantka bardzo szczegolowo opisala metodvke dotvezaca badan
molckulamych, w tym mctod¢ izolacji genomowego DNA. przygotowanic bibliotcki DNA do
sckwencjonowania, metode analiz sckwencji genomow badanych izolatow.
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Tak szczegdtowy opis metod umoilivia badaczowi powtorzenie doswiadczenia, co jest zgodne z
zaleceniami dotyczgcymi pisania publikacji naukowych i $wiadcezy o bardzo dobrym przygotowaniu

metodycznym Doktorantki.

Wyniki uzyskane w trakcie prowadzonvch badan zostalv opisane na [0 stronach. w 3
podrozdzialach. Jak podajc Doktorantka w latach 2008-2018 w laboratorium mikrobiologicznym NIO-
PIB. zbadano w kicrunku C difficile lacznic 2077 probek kalu. a odsctek dodatnich wyvnikow wyniosl
w okreslonym przedziale czasowsym 48.8% (2008-2010), 30.3% (2011-2014) 1 10.5% (2015-2018). co
wskazuje na spadek liczby zakazen. Uwaga: tabela 1, zamicszezona w cz¢sci zatytulowanc) . Metodvka™
powinna znalez¢ si¢ wynikach.

W picrwszym podrozdziale doktorantka zamicscila czesciowe danc demograficzne. jak zakres oraz
sredni wick chorveh. ple¢ oraz odsctek chorveh z poszezegolnymi tyvpami chloniakow. Na uwage
zasluguje analiza dotvczaca zakazen nawrotowvch. ktore to zakazenia zdefiniowane zostaly zgodnie z
rckomendacjami. U 46 chorvch wystgpily wiclokrotne nawroty. z czego u 14 obscrwowano wigecj niz
dwa cpizody zakazenia. U 38 z 46 chorvch z wiclokrotnymi cpizodami CDI. ponowna infekeja
wystapila ponizej 8 tvgodnia. co zgodnic z definicjg. nalezy traktowac jako nawrot. Natomiast u 3
pacjentow  stwicrdzono zardwno zakazenic nawrotowe jak i nowce zakazenic. Podczas jedncj
hospitalizacji trwajacej od 21 dni do 263 dni. nawroty obserwowano nawet kilkukrotnie. co wskazuje
na wysokic rvzvko zakazen nawrotowvch w grupie chorvch z nowotworami ukladu chionnego.

W ciagu 10 lat wyhodowano 2835 szczepow. Do dalszyvch badan Doktorantka wybrala losowo tylko 140
szezepow pochodzacyeh z Kliniki Nowotwordéw Ukladu Chlonnego. co jak wyvjasnila. podvktowane
byvlo wysokimi kosztami badan. Wsrdd tych szczepow byly szezepy wyhodowane z probek kalu
pacjentow z wiclokrotnvmi zakazeniami oraz szezepy pochodzace od pacjentow z pojedynczym
epizodem CDI. Wszystkie te zakazenia zakwalifikowano jako zakazenia szpitalne. ze wzgledu na to. ze
do rozwoju bicgunki dochodzilo w okresic powyvzej 3 doby pobytu w szpitalu.

Zdefiniowanie na wstepie zakazen jako ..zakazenia szpitalne ™ jest tulaj niezwykle istotne poniewaz
celem Doktorantki bvla analiza zmiennosci szczepow w konkretnej klinice tj. Klinice Nowotworow
Ukladu Chlonnego. Zgodnie z definicjq .. zakazenia szpitalnego ™ mozemy zatem przyjac. ze do zakazenia
dochodzilo podczas hospitalizacji. Jednoczesnie hadania w kierunku . difficile. w tym hodowla.
prowadzone byly w ramach rutynowcej diagnostyki i nie prowadzono badan na obecno$¢ szezepow
toksynotworezveh u przyimowanyeh chorveh, co mogloby doprowadzic do ustalenia innego zZrodla
(pozaszpitalnego) pochodzenia szczepow. Bvé moze miatoby to wplhw na interpretacie wynikow badan

i ustalen jesli chodzi o zmiennosc szezepow pacjentow kliniki na przestrzeni 10 lat. Podkreslenie tego
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faktu ma znaczenie poniewaz sugerowane jest pochodzenie szczepow w {vtule pracy oraz Celu pracy.
Ten problem zostal przedyskutowany w koncowej cz¢sci pracy (.. Dyskusja ™).
Trzeba podkreslic. ze badania przesiewowe w kierunku C. difficile u nowoprzyjetveh chorych nie sq

zalecane w ramach rutynowyeh dzialan (rekomendacje amervkanskic i curopejskic).

Do badania genetveznego szezepow Doktorantka wybrala metode MLST (ang. Multilocus sequence
typing), ktéra polega na badaniu zmian sckwencji w zestawic wybranych genow 1 przypisanic typu
allelicznego dla kazdego genu. co pozwala ustali¢ profil alleliczny. Technika MLST bazuje na analizie
wysoce konserwowanyvch sekwencji gendw metabolizmu podstawowego 1 odgrywa istotng role w
szerszych analizach populacji.

Doktorantka dokonala analizv sckwencji badanvch izolatdw 1 ustalila. z¢ mediana dlugosci
calogenomowyvch sckwencji powstalvch ze zlozenia poszczegodlnych odezytow sckwencjonowania
wyniosla 4.34 Mb. Zcstawicnic wynikow sckwencjonowania szezepow pochodzacych od pacjentow
hospitalizowanvch w Klinice Nowotworow Ukladu Chlonnego. NIO-PIB przedstawila w tabeli |
suplementu.

Doktorantka w swoj¢j pracy zidentyfikowala 23 wezesnicj opisance tvpy sckwencyine (ST) oraz dwa
nowe tvpy. Najczesciej wystepowal tvp sckwencviny ST . 31.4% oraz ST42 ) 30.1% szczepow
spos$rod 140 badanych. Interesujgee jest to. ze szezepy ST42 wykryto tylko w latach 2009-2011.
Zidentvfikowane typy sckwencyjne przypisano do 3 galezi filogencetveznyeh. z ktorveh pierwsza
zawierala ST42 i mnicj liczne STI13. ST2. ST49, ST36. ST325. ST6. ST 1 ST17. Druga linia zawicrala
STL. ST417. ST5. ST37. STI1 i STI5 a trzecia ST46. ST3. ST45 1 ST9. Analiza filogenctycezna
wvkazala zwiazki miedzy STI 1 ST417. co wskazuje na ich wspolne pochodzenie. Doktorantka
przcdstawila drzewo filogenctyezne analizowanych szezepow, opracowanc na podstawic macicrzy
liczby polimorfizméw pojedynczych nukleotvdow (SNP) oraz liczbe roznicujacych alleli migdzy
typami sekwencyjnymi (rve. 3) a takze tyvpy sekwencyjne szczepow. wywolujace wiclokrotne nawroty
oraz czas jaki uplvngl micdzy kolcjnymi przypadkami zakazen. Jest to niezwykle interesujgca analiza,
z ktorej miedzy innymi wynika, Ze nowe przypadki po dlugim czasie (60 dni, 99 dni, 165 dni) mogg
powodowac te same typy ST, co moze wskazywa¢ na duze prawdopodobienstwo zakazenia tym
samym szczepem, wystepujacym w srodowisku szpitalnym.

W kolejnvm podrozdziale Doktorantka przedstawila wyniki badania profilu toksynotworczosci w
wyniku calogcnomowcego  sckwencjonowania 1 ustalila. ze  dominujacym  typem byl tvp
tcdA+tcdB+cdtA+/cdtB+. czvli szezepy posiadajace geny trzech toksvn (122 izolatyv). a pozostale
toksvnotworcze nalezaly do tvpu: tcdA+tcdB+cdtA-/cdtB-. Co cickawe 9 izolatow bylo szczepami
nictoksynotwoérczymi. co moze wskazywacé na micszang infekeje C. difficile  (szezepy tox+ 1 tox-)

poniewaz w probkach kalu od chorvch z biegunka wykrvto toksvny C. difficile. Natomiast intercsujace
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jest to. ze Doktorantka nie wykrvla tvpu toksynotworczosci tedA-tcdB+cdtA-/cdtB- czvli szczepow
wytwarzajaeych tyvlko toksyne B. Sg to szczepy zaliczane do tvpu sckwenevinego ST37, ktodry zostal
wvkrvty na terenie Khiniki. Ustalenie PCR-rvbotvpu tvch szezepow bvloby niczwvkle cickawe. bo jak
do tcj pory tvp ST37 zawicral szczepy wytwarzajace tvlko toksyng B a nic wytwarzajace toksyny A (ale
posiadajacc zredukowanv gen toksvav A). Ten tvp sckweneviny koresponduje glownic z PCR-
rvbotvpem RTO17 (tcdA-tcdB-+cdtA-/cdtB-).

W podrozdziale dotvezacym badania Ickowrazliwosci. z zastosowanicm metody  gradicntowo-
dvfuzvinej (E-test). Doktorantka stwicrdzila. zc zaden z izolatdéw nic wykazal opornosci na metronidazol
1 wankomycyne. natomiast wszystkic szczepy byvlv oporne na cyprofloksacyne. co potwicrdza wyniki
wezesniejszveh badan przeprowadzonveh w Polsce przez Lachowicz 1 wsp. (2020). gdzic 100%
szczepow polskich bvlo opomvch na cvprotloksacyne. Opomose na ervtromvevne, klindamveyne 1
moksyfloksacyng Doktorantka wykazala u odpowiednio: 72.9%. 42.9% 1 72.9% izolatow.

Badanic genctyveznyveh  determinant opornosct wykonano. porownujac  sckwencje izolatdw  z
sekwencjami zdeponowanymi w dwoch bazach danvch (ARG-ANNOT. wersja 3 1 The Comprehensive
Antibiotic Resistance Databasc (CARD). Wszystkic badanc szczepy o wysokic) opornosci fenotypowc;
(MIC>256 mg/L) na ervtromvevng 1 klindamvevng posiadaly gen erm (31 szezepow nioslo gen ermB a
3 szczepy erm(s)). Sposrod szczepow posiadajacveh gen ermB 19 nalezalo do typu STI. 4 do tvpu
ST37.3 do tyvpu ST15. 2 do tyvpu ST26. 1 do typu ST13 1 1 do typu ST36 i jeden szezep o nicustalonym
tvpie sckwencyinvm. Gen erm(G wyvkrvto tvlko w trzech izolatach tvpu ST3. ST27 1 ST45. Najczeseiej
wystepujgca mutacja. powodujaca opomosc na fluorochinolony (FQ) byvla mutacja powodujgca zamiang
trconiny w izoleucyng, jak podaje Doktorantka (Thr8 na Il¢) w podjednostee gvrd. 1 wystapila ona u
68.1% szezepow (Uwaga: prawdopodobnie chodzilo o mutacje powodujaeq zamiane Thrs82 na lle. co
Jjest zgodne z literaturg).

Takg mutacj¢ posiadalo 100% szczepow tvpu ST ST37. ST42 1 ST417 oraz cz¢sc szezepow tvpu ST29
1 ST36. opornvch na FQ. Dodatkowo wvkrvto dodatkowo 3 mutacje w genach gvrB. pochodzacych z
roznych szczepow.

Na koniec tej analizv Doktorantka przedsiawia whnioski. z kiorveh ten dotvezaey obnizenia rvzvka
nawrotu w obecnosci opornosci MLSg jest nieuprawiony. Trudno taki wniosek wyciqgngc. nie hiorqe
pod uwage innyeh czynnikow ryzvka rozwoju nawrotu.

W rozdziale pt. ..Analiza polimorfizmu pojedvnczego nukleotvdu (SNP) oraz pokrewienstwa badanvch
gcnotypow (ST) Doktorantka wykazala, bardzo duze zroznicowanic w obrgbic SNP, nawct do 28 dla
tvpu sckwencvinego STI 1do 34 dla tvpu ST42. W przypadku zakazen nawrotowvch te roznice wahaly
sic od 0 do 22 (mediana 10) dla STI 1 od 00 do 26 (mediana 12) w przyvpadku ST42. Jak podaje
Doktorantka liczby réznicujacych SNP dla wszystkich izolatow wyniosly od 3 do 5369 co potwicrdza

wysoka zmiennos¢ sckwencyi genomow C. difficile.
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Dyskusja zawarta na 8 stronach rozprawy. zostala bardzo dobrze przeprowadzona 1 $wiadczy o
duze) dojrzalosct naukowej Doktorantki. Jak podkresla Pani mgr Edvta Waker u 14% pacjentow
leczonvch z powodu choroby nowotworowej ukladu knwiotwoérczego wystapt zakazenic C. difficile. co
wskazujc na wagg problemu.

W prezentowanej pracy zastosowano mi¢dzy innyvmi metod¢ MLST znana od 2004 roku kiedy Lemee 1
wsp. przeprowadzili picrwszg analiz¢ izolatow . difficile i zidentyvfikowali trzy réznc linic
filogenctyvezne. W 2006 roku Stabler 1 wspolpracownicy. przy uzveiu mikromacicrzy DNA. wyvkazali.
ze populacja (" difficile. jest bardziej zroznicowana niz sadzono. ponicwaz zidentvtikowano cztery
filogenetyezne tzw. klady. Wigkszos¢ typow sckwenevinveh ST skupila si¢ w jednej heterogeniczng)
linii. ale pozostale trzy reprezentowalyv wylaniajace si¢ wirulentne linie: RTO17 (ST37). RTO27 (ST1)1
bardzicj odlegle tj. RTO78 (ST11). Pdéznicj ¢i sami autorzy przeprowadzili analizg filogenctyvezng
danych za pomoca WGS 1 potwicrdzili znang wowczas topologig linit (cztery klady). Obecnic wyroznia
si¢c 6 kladow.

Jak wskazujc Doktorantka. nic ma bezposrednicgo przelozenia rvbotypow na genotypy (ST) 1 nicktore
genotypy odpowiadaja pojedvnezemu rvbotyvpowt. inne zas przyvpisywane sa do wiclu rybotvpow.
Natomiast calogenomowe sckwengjonowanic pozwala na bardziej szczegdlowe genotyvpowanie bakterii
i umozliwia Iepsze réznicowanic w svtuacji nawrotow. Na podkreslenic zasluguje fakt, ze Doktorantka
wvkryla dwa nowe. nicopisane dotad tvpy ST. Zgodnic z analiza GoeBURST tvlko 4 genotvpy ST
roznily sic od innych wiceej niz 2 allelami, co sugeruje Scisle pokrewienstwo micdzy wickszoscig
badanvch izolatdw.

Doktorantka zauwazyla. ze metoda MLST oferuje raczej niski poziom rozdzielczosct w poréwnaniu do
mctody cgMLST. Jednak ze wzgledu na niskic pokryveie sckwencjonowania i mozliwe bledy zwigzanc
z technologia Torrent. analiza z wvkorzystaniem programu MentaLiST nic mogla bv¢ uzyvta w tym
badaniu. W  dvskusji  Doktorantka omowila szeroko aspekt wystepowania  szczepow
.hiperwirulentnyeh™ na $wiccie wykazujac sic duzg znajomoscig tematu, cho¢ nic ustrzegla si¢ pomyviki
(ponize)).

Mdj  komentarz:  Doktorantka  stwierdzila, Ze  przed  rokiem 2008 nie  observwowano wystgpowania
hiperwirulentnego szczepu RT027 w Polsce. Dla przvpomnienia pierwszyv opisany szezep w Polsce pochodzil z
2005 roku (praca jest cvtowana w Spisie pismiennicthwa (Pol J Microbiol. 2008: 57(3):267-8). (pozvcja
literaturowa 194).

Doktorantka ni¢ wyvkrvla szczepow opornyveh na metronidazol 1 wankomyeyvng. poza jednym szezepem
o obnizonvm MIC metronidazolu (1.5 mg/L). Problem opornosci na leki stosowane w leczeniu

pacjentow z CDI zostal bardzo dobrze przedyskutowany przez Doktorantke.
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Pani mgr Edvta Waker zwrécila uwage na zjawisko spadku wartosci mimnimalnego stezenia hamujgcego
w wyniku pasazowania szczepodw C. difficile. ich zamrazania 1 rozmrazania, w stosunku do wartosci
ustalonej bezposrednio po wvhodowaniu szczepu. co jest zgodne z obserwacjami innvch badaczv.
Fenotypowa opornos¢ lub obnizona wrazliwose (. difficile na mctronidazol jest waznym
spostrzezeniem. ponicwaz szezepy wyhodowane od chorveh mogg fenotypowo wykazvwaé obnizong
wrazliwos¢ na metronidazol 1 podwyzszonv MIC. ktérego wartos¢ po pasazu czy mrozeniu spada 1 nie
jest to powigzanc z opornoscig uwarunkowang genctyeznic. Innym problemem opisanym przez
Doktorantk¢ jest problem opornosct na fluorochinolony (FQ). Doktorantka dvskutuje zjawisko
opornosci w odniesicniu do literatury 1 zauwaza. ze jest to zwigzane z naduzyvwaniem FQ. Taki zwigzek
jest prawdopodobny rownicz w analizowancj Klinice, z ktorej pochodzily szezepy. Jednak jak zauwaza
Doktorantka nie mozna tego stwicrdzi¢ jednoznacznic ze wzgledu na brak informacji na ten temat w
dokumentacji klinicznej.

Intcresujaca jest analiza nawrotowosci. Sposrod 41 pacjentow. od ktorveh wyhodowano szczepy

(" difficile z kazdego epizodu CDI w przypadku 12 pacjentow izolatv z pierwszego 1 kolejnych
cpizodow byly genetyveznie niczwiazanc , co wskazywaé moze na reinfekeje.

W badaniu zaprezentowanym w recenzowanc) rozprawic doktorskiej wickszose szezepow wykazyvwala
wvsoki poziom pokrewienstwa genetveznego. co wskazyvwaé moze na szpitalne zakazenie. ale brak
probek srodowiskowych z Kliniki nic pozwala na potwicrdzenic zrodla zakazenia.

Godne podkreslenia jest to. ze Doktorantka wskazuje w dvskusji na pewne ograniczenia pracy. co
swiadezy o krytveznym spojrzeniu na uzyskane wyniki 1 $wiadomosci pewnych nicdostatkow. ktore
moga zdarzac si¢ w svtuacjt badan retrospektvwnych. a takic badanic przeprowadzila Doktorantka. Do
tvch ograniczen zaliczvla: wykonvwanie badan w kierunku CDI w ramach rutvnowej diagnostyki. brak
kompletnveh danveh klinicznych w odnicsicniu do danvch epidemiologicznych 1 klinicznyvch, co moglo
mic¢ wplvw na powstanic bledow jak chociazby we wlasciwym doborze chorveh. Rownicz ograniczenic
w postaci zbadania tvlko 140 izolatdow moze mie¢ wplyw na rvzvko powstalego bledu jak tez

ograniczenic w postaci jednosrodkowcego badania ponicwaz dotyvezy jednej kliniki.

Pismicnnictwo cvtowanc przez Doktorantke zarowno we Wstepie jaki 1 Dyskusji jest odpowiednic i
aktualne 1 ogolnic nic budzi zastrzezen.

Na koniec Doktorantka sformulowala 4 wnioski. ktore wynikaja wprawdzie z przeprowadzonvch badan.
alc zabraklo mi glowncgo wniosku wynikajacego z zasadniczego badania, a mianowicic dotvezgccgo
zmicnnoscl szezepow . difficile na przestrzeni 10 lat. Taki wniosck korespondowalby z podanym

tvtulem pracy jak 1 celem pracy.
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Uwagi koncowe:

Praca doktorska p. mgr Edyty Waker stanowi oryginalne opracowanic problemu i wnosi nowe aspekty
w zakresie roznorodnosci genetvezne) szezepow zasiedlajacveh przewod pokarmowy pacjentow z
nowotworami krwi. Badania przeprowadzone przez Doktorantke sa bardzo waznym elementem
toczacej sie dyskusji w srodowisku miedzynarodowym nad zmiennoscig gatunku C. difficile i
problemem nawrotowosci. Na koniec cheg podkreslic. ze Doktorantka zrealizowala swoj cel badawczy
i przesledzila genotypy szezepow w okresic 10 lat. Natomiast uwagi poczynione przez Recenzenta, nic
obnizaja wartosci naukowej rozprawy doktorskicj i nalezy je uwzglednic w przygotowywang. jak

przypuszczam publikacii.

Jestem przekonana. ze oceniana rozprawa doktorska p. mgr Edvty Waker pt..Analiza
zmiennos$ci genetycznej toksynotworczych szczepow Clostridioides difficile w Klinice Nowotworow
Ukladu Chlonnego na przestrzeni 10 lat” spclnia warunki okreslone wart. 13 Ustawy z dnia 14 marca
2003. o stopniach naukowvch i tytule naukowym oraz o stopniach 1 tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr
65, poz. 595 z pézn. zm.). w zwiazku z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 roku. Przcpisy
wprowadzajgce ustawg — Prawo o szkolnictwic wyzszym 1 nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669 z pozn.
zm.) 1 uzasadnia nadanic stopnia naukowego doktora nauk medveznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie
nauki medyezne.

Wnosze zatem do Radv Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sklodowskicj-Curie.
Panstwowcgo Instvtutu Badawczego w Warszawie. o dopuszczenie Pani mgr Edyty Waker do dalszych
ctapow przewodu doktorskicgo na stopicit dr nauk medycznych i1 nauk o zdrowiu.

Jednoczesnie pomimo pewnvch niedoskonalosci w pisaniu pracy wnioskuj¢ 0 wyroznienie rozprawy

doktorskicj zc wzgledu na bardzo istotny problem podnicsiony 1 doglcbnic zbadany przez Doktorantkg.
jak analiza zmicnnosci szczepow C. difficile u cigzko chorych pacjentow z nowotworami krwi 1 ctiologig
zakazen nawrotowvch (tvpv ST). Jednoczesmie  cheg podkreslic wysoki potencjal  badawcezy

Doktorantki.

> Prof drhab. n. med. Hanna Pr:tuch
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