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»Analiza zmiennosci genetycznej toksynotwérczych szczepéw
Clostridoides difficile w Klinice Nowotworéw Uktadu Chtonnego
na przestrzeni 10 lat”

W medycynie XXI wieku bardzo wyraznie zaznacza si¢ zmiana charakterystyki
demograficznej chorych. Pacjenci zyja diuzej, lecz nie zawsze z dobra jakoscia zycia, co
spowodowane jest wystgpowaniem chorob przewleklych, niekiedy kilku wspotistniejacych,
zwigkszona jest liczba pacjentow z grup ryzyka: w podeszlym wieku, leczonych terapig
immunosupresyjna lub antybiotykami, z koniecznoscig przewleklej hospitalizacji lub
pozostawania w zakladach opieki zamknigtej. Zwigksza to znacznie ryzyko zakazen
Clostridoides difficile, ich liczba wzrasta, przebieg jest réznie nasilony, czesto cigzki , a
takze niestety rosnie liczba nawrotow infekcji, bardziej opornych na leczenie i
pogarszajacych dalsze rokowanie u tych pacjentow. Aktualnie C. difficile uwazana jest za
najwazniejszy czynnik etiologiczny biegunek szpitalnych. Wzrost czestosci zakazen
szpitalnych w ostatnich dekadach mozna wigzac z pojawieniem si¢ szczepu 027 (BI/NAP-1)
w Europie Zachodniej i Ameryce Pétnocnej. bardziej wirulentnego, wywolujacego zakazenia
glownie 0sob starszych, produkujacego toksyng binarng i obdarzonego wigksza zdolnoscia do
sporulacji. Jednakze obserwujemy takze w mlodszej grupie pacjentow wzrost czestosci

infekcji, a odpowiedzialne za ich wystapienie okazaly si¢ szczepy nalezace do rybotypu 078



(ST 11) coraz czgsciej izolowane w europejskich srodowiskach szpitalnych. Zakazenia z
udzialem tych szczepdw (zwlaszcza 027) maja cigzszy przebieg, wieksza $miertelnosc i
wigcej nawrotow. Narasta tez opornosé bakterii na stosowane antybiotyki (metronidazol !) co
odpowiada za brak sukcesu terapeutycznego.

W ostatnich dekadach znacznie zwigkszyla si¢ takze wiedza na temat mikrobioty
zasiedlajaeej organizm cziowieka, tak licznej i o tak istotnym znaczeniu, ze okresla si¢ ja
mianem ,.organu bakteryjnego”, a dwukierunkows stala komunikacje migdzy osrodkowym
ukladem nerwowym i przewodem pokarmowym z jej udzialem okreslono mianem ,.0$ mézg-
Jelito-mikrobiota™. Zaburzenia funkcji tej osi skutkuja wystgpowaniem chorob
czynnosciowych - udowodniono ze zespol jelita nadwrazliwego (ang. IBS-irritable bowel
syndrome) wyst¢puje siedmiokrotnie cz¢sciej u 0sob po przebytej infekeji przewodu
pokarmowego, w tym po zakazeniu C. difficile, co ma istotne nastgpstwa kliniczne i

ekonomiczne.

Dlatego podjgcie przez Panig mgr Edyt¢ Waker tematu zmierzajgcego do oceny zmiennosci
genetycznej toksynotworczych szczepow C. difficile izolowanych od pacjentow z
nowotworami ukiadu chlonnego na przestrzeni dziesigciu lat jest dazeniem nie tylko
uzasadnionym, ale wrgcz wkomponowuije si¢ w nurt najnowszych badan dazacych do strategii
zapobiegania tym infekcjom i identyfikacji 0sob o zwigkszonym ryzyku wystapienia
zakazenia.

Pani mgr Edyta Waker sformulowata glowny cel swojej pracy jako oceng zmiennosci
genetycznej toksynotworczych szczepow C. difficile izolowanych od pacjentow
hospitalizowanych w Klinice Nowotworow Uktadu Chionnego Narodowego Instytutu
Onkologii im. Marii Sklodowskiej-Curie Panstwowego Instytutu Badawczego w Warszawie
na przestrzeni 10 lat z uzyciem calogenomowego sekwencjonowania, techniki umozliwiajacej
migdzy innymi rozréznienia reinfekcji od nawrotu czy calkowicie nowego nowego zakazenia,

Jak tez mapowanie transmisji zakazenia.

Autorka przeprowadzita pracochlonne, bardzo interesujace, retrospektywne lecz z uzyciem
nowoczesnej metody calogenomowego sekwencjonowania, obejmujace dziesigcioletni okres
(2008-2018) badanie, ktorego rezultatem jest oceniana dzis przeze mnie rozprawa doktorska.
Praca zawarta na 70 stronach wydruku komputerowego posiada typowy uktad: sklada si¢ z
10 rozdziatow i ich podrozdzialéw obejmujacych: streszczenia polskie i angielskie, wstgp,

cel pracy, metodyke badan, ich wyniki oraz dyskusj¢, wnioski, suplement i pisSmiennictwo



obejmujace 229 pozycji Swiatowej i rodzimej literatury w wiekszosci z ostatnich lat,
prawidlowo w tekscie przytoczonych. Suplement obejmuje dwie tabele: z zestawieniem
wynikow sekwencjonowania analizowanych szczepéw oraz z wykazem obecnosci genow
warunkujgcych opornos¢ typu MSLb oraz genéw powodujacych opornosé na chinolony
wsrdd badanych szczepow wyizolowanych w przebiegu pierwszego zakazenia. W tekst
wkomponowane sg tabele w liczbie 7 i ryciny w liczbie 5 .

We wstepie Autorka daje dowdd doskonatego przygotowania teoretycznego i glebokiego
zainteresowania graniczacego z pasja wobec podjetej tematyki badawczej. Najnowsze
informacje w nim zawarte dotycza charakterystyki i budowy genetycznej szczepow C.
difficile, ich toksynotypow, epidemiologii, rozpatrywane sa glowne czynniki odpowiedzialne
za wystapienie zakazenia, braku sukcesu terapeutycznego i nawroty — informacje bardzo
cenne z klinicznego punktu widzenia, jak tez dotychczasowe metody leczenia tej infekcji.

. Wstgp moze stanowi¢ nawet osobng monografi¢ takze dla klinicystow z racji wartosciowych
i nowych doniesien w nim zawartych.

Rozdzialy dalszej czgsci pracy zawieraja informacje na temat materiatu do badan i
zastosowane] metodyki. W dziesigcioletnim okresie 2008-2018 wsrod pacjentow Kliniki
Nowotworéw Ukladu Chlonnego NIO-POB w Warszawie przebadano 2077 probek katu pod
katem zakazenia CD z obecnoscig toksyn A i B, uzyskujac wynik dodatni w 618

przypadkach. Zwraca uwage malejgca z czasem wartos¢ sredniego odsetka wynikow
dodatnich: z prawie 50% w latach 2008-2010 do 10,5% w latach 2015-2018. W tym miejscu
cheg do Doktorantki skierowaé pytanie czym mozna tlumaczy¢ to zjawisko przy narastajacej
czestosci zakazen w skali globalnej i weigz tej samej charakterystyce pacjentow Kliniki?
Sposrod 285 izolatow z hodowli C. difficile 140 Autorka wybrala do sekwencjonowania
calogenomowego, sposrod nich 104 izolaty pochodzily od pacjentow z przynajmniej jednym
nawrotem 1 36 od chorych z pojedynczym zakazeniem. Przeprowadzajac genotypowanie
metoda MLST (Multilocus Sequence Typing) oparta na porownywaniu sekwencji 7 genow
metaolizmu podstawowego, Doktorantka zidentyfikowata 23 typy sekwencyjne (ST) oraz
dwa wczesniej nieopisane szczepy. Najczestszymi typami sekwencyjnymi byly ST1 i ST42,
ale co ciekawe, podczas gdy czgstotliwosé pierwszego byla wzglednie stata w okresie
obserwacji. typ ST42 wyst¢powal tylko w latach 2009-2011 i byl on wéwezas identyfikowany
Jako najczegstszy.

W omawianym badaniu wykazano, ze z wyjatkiem czterech nietoksynotworczych szczepow

(STI135, 26, 27 1 29) oraz pojedynczego szczepu ST3, wszystkie izolaty byly toksynotworcze, a



87% sposrod 140 szczepdw mialo typ toksynotworczy obejmujacy toksyny A/B i toksyng
binarng.

Wykazano rowniez, ze wigkszos¢ izolatow posiadala wysoki poziom pokrewienstwa
genetycznego, co wskazuje raczej na zakazenie szpitalne oraz ze wigkszos¢ zakazen
powtornych powodowana byta przez ten sam szczep ktory wywolal poprzednia infekcje.
Bardzo waznym jest, ze jak stwierdzono, obecnos$¢ mutacji w podjednostce gyrA C. difficile
zwigksza ryzyko ponownej infekcji.

Dokonano oceny wrazliwosci badanych izolatow C. difficile na wybrane leki. Analiza
wykazala, ze 100% przebadanych szczepow posiadalo wysoki stopien opornosci na
ciprofloksacyng¢ i  73% na moksifloksacyn¢ (zgodnie z innymi doniesieniami
epidemiologicznymi w Polsce i Europie) , a u 68% szczepoéw z ta opornoscia wystepowala
wlasnie mutacja w podjednostce gyrA. Jest to wazne w $wietle danych literaturowych, iz
dlugotrwale podawanie fluorochinolondw uwazane jest za czynnik ryzyka zakazenia
hiperwirulentnym szczepem NAP1/BI/027/ST1. Wszystkie przebadane szczepy ST1 i ST42
byly takze oporne na erytromycyng, zas opornosé na klindamycyng dotyczyla 57% szczepow
STI oraz 30% ST42. Nie wykryto zadnego szczepu opornego na wankomycyng, co jest
pozytywne ale takze na metronidazol, ktory tak dalece stracit swoje miejsce w wytycznych
dotyczacych postgpowania w zakazeniu C. difficile.

Autorka omawia szeroko uzyskane wyniki we wnikliwej, rzeczowej i bardzo dojrzalej
dyskusji, zestawiajac je z licznymi doniesieniami innych badaczy, nie waha sie takze na
koniec z rezerwg omowi¢ ograniczen pracy (jednoosrodkowa kohorta, retrospektywny dostep
do danych klinicznych i epidemiologicznych), ktére w niczym nie ujmuja jej wartosci.
Whnioski podsumowujace wyniki i realizacj¢ celow przedstawione na koncu dysertacji w
petni wynikaja z przeprowadzonych badan.

W swietle tych wszystkich informacji omawiana dysertacja przedstawia si¢ jako bardzo
cenne praktycznie opracowanie, gdzie z uzyciem najczg¢sciej stosowane] w genetycznej
charakterystyce izolatow bakteryjnych (z sekwencjonowaniem) metody oceniono zmiennos$é

genetyczng toksynotworczych szezepow C. difficile.

Uwazam, ze Pani mgr Edyta Waker w swojej pracy na stopien doktora nauk medycznych
zrealizowata wyznaczone sobie cele badawcze uzyskujac odpowiedzi na postawione pytania
i potwierdzajac umieje¢tnos¢ samodzielnego kreowania i wykorzystania warsztatu badawczego

dla potrzeb naukowych i ich mozliwej implikacji klinicznej. Doskonaly osrodek naukowy w



ktérym praca powstala i perfekcyjnos¢ Promotora o szerokich i wielostronnych horyzontach

naukowej wyobrazni niewatpliwie do tego zobowigzywaly.

Podsumowanie

Przedstawiona mi do recenzji, bardzo wartosciowa poznawczo i cenng z punktu widzenia
praktycznego prace mgr Edyty Waker oceniam bardzo wysoko. Budzi ona nawet poczucie
wdzigeznosci ze strony klinicysty gastroenterologa. Rozprawa ta spetnia warunki okreslone w
art. 13 ust. | ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65, poz. 595, z pdzn.zm.), wnosze wigc do
Wysokiej Rady Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sklodowskiej-Curie —
Panstwowego Instytutu Badawczego o dopuszczenie jej Autorki do dalszych etapow

przewodu doktorskiego 1 nadania stopnia doktora nauk.
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