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Warszawa

Od wystapienia epidemii w 2011 roku w Niemczech, wywotanej przez serotyp
Escherichia coli zdolny do wytwarzania toksyny Shiga, podczas ktorej zachorowato ponad 4
tysiace 0s6b i zmarto okoto 50 chorych, prowadzone s3 intensywne badania srodowiskowe,
genetyczne i kliniczne. Enterokrwotoczne, schigatoksyczne szczepy E. coli  wywotuja u
cztowieka chorobe o réinym przebiegu, od tagodnych objawéw biegunkowych do
krwotocznych biegunek z towarzyszacym niekiedy zespotem hemolityczno-mocznicowym o
ciezkim przebiegu. Szczepy serotypu E.coli 0157:H7 oceniane jako najwazniejsze klinicznie,
powoduja notowane w réznych regionach epidemie zaréwno u zwierzat i ludzi, co uzasadnia
szeroki zakres prowadzonych badar.

Podjete przez Doktorantke badania obejmujace fenotypowy i genotypowa charakterystyke
szczepdw E. coli 0157 izolowanych z wod powierzchniowych wpisujg si¢ w aktualnie
prowadzone aspekty poznawcze.

Praca przygotowana zgodnie z przyjetym schematem dla tego rodzaju prac, zawiera 91
stron, wyniki przedstawiono w 10 tabelach oraz na 5 rycinach i w postaci 7 zdje¢. Gtéwne
czesci pracy to wstep, cel pracy, materialy i metody, wyniki, dyskusja, oraz wnioski z
dotaczonym piémiennictwem i streszczeniami. Pi¢miennictwo obejmuje 118 pozycji, w duzej

czesci z ostatnich dziesigeiu lat, istotne w znaczeniu merytorycznym oraz witasciwie

cytowane.



Wstep  zawarty na 12 stronach jest wyczerpujgcy, logicznie skonstruowany jako

wprowadzenie do zaplanowanych badan.

Zgodnie z tematem pracy ,Fenotypowa i molekularna charakterystyka szczepéw
Escherichia coli 0157 izolowanych z wéd powierzchniowych” przedstawiono
niezbedny wiedze, obejmujaca charakterystyke Escherichia coli z uwzglednieniem
genetycznych podstaw zrdznicowania serotypow.

Wyrdzniono szczepy wywotujace biegunki, zakazenia pozajelitowe oraz wywotujgce
martwicg. Nastepnie przedstawiono wystepowanie w $rodowisku oraz nosicielstwo
serotypu 0157 Eschelichia coli. W zakresie chorobotwérczosci E.coli 0157, cennym
aspektem jest przedstawienie genetycznych uwarunkowan czynnikdéw wirulencji w
zakresie produkcji toksyny Stx, obecnosci adhezyn do nabtonka jelitowego, biatek
systemu sekrecji T3SS oraz enterohemolizyn. Kolejne oméwione aspekty
charakteryzujgce E.coli 0157 dotycza metod diagnostycznych, odnotowane epidemie
w USA i Europie oraz Zrédet zakazenia, nastepnie fragmentaryczne informacje
dotyczace leczenia. Zakazenia z udziatem E.coli 0157 oraz ryzyko wystgpienia zespotu
hemolityczno-mocznicowego wiazg sig z powaznymi komplikacjami i duzym ryzykiem
Smiertelnosci. Brakuje informacji, czy s opracowane rekomendacje/wytyczne
dotyczace postepowania diagnostyczno terapeutycznego w Polsce, w Europie. W
ogolnej ocenie wstep obejmuje aktualng wiedze, potwierdzona wiasciwym cytowaniem
pismiennictwa w pewnej czesci pochodzacego z ostatnich 10 lat, jest napisany w sposob
zrozumiaty, zachowujac poprawny styl i prezentuje wiedze zgodnie z wytyczonym celem
pracy.

Cel pracy skonstruowany prawidtowo i uzasadniony informacjami umieszczonymi we
wstepie, obejmuje badania charakteryzujagce wyizolowane ze zbiornikéw o réinej
charakterystyce szczepy E.coli 0157, w aspekcie wtasciwosci biochemicznych posiadajgcych
znaczenie w diagnostyce oraz genetycznych determinacji czynnikéw wirulencji waznych w
chorobotwdrczosci

Materiat i metody — przedstawiono charakterystyke badanych szczepéw E,coli 0157, ich

pochodzenie, sposob przechowywania i warunki hodowli oraz identyfikacji. We wtasciwy



sposob przedstawiono zasade przeprowadzonych doswiadczen, poddane badaniom szczepy
E.coli 0157, uzyte odczynniki i zastosowana aparatura.

Czgs$¢ badawcza pracy doktorskiej zostata prawidtowo zaplanowana, obejmuje szeroki zakres
badan i licznych zaleznoéci w zakresie biochemicznych wtasciwosci szczepéw 0156
izolowanych ze zbiornikéw wodnych w stosunku do szczepéw wzorcowych jak i
wyizolowanych z materiatéw klinicznych.  Kolejnym aspektem byto badanie wptywu
srodowiska wodnego  z uwzglednieniem wptywu zréznicowanych temperatur na wzrost,
zachowanie zywotnosci i cechy fenotypowe w aspekcie zréznicowania cech zwigzanych z
diagnostyka jak i wirulencja. oraz zdolnoscig tworzenia biofilmu

Wyniki badan

Jako zgodne z celem pracy przedstawiono szczegotowo wyniki badari 150 prébek wody
powierzchniowej w ktérych stwierdzono w 6 przypadkach izolaty E.coli 0157. Wyniki zostaty
uzupetnione istotnymi  charakterystykami  zbiornikéw = w aspekcie  pochodzenia
wyizolowanych szczepéw: pastwiska, ludzie kapiacy sie, bakterie dostajace sie wraz ze
sptywajacymi z pdl wodami deszczowymi. Nastgpnie przeprowadzono badania biochemiczne
i serologiczne identyfikujace wyizolowane szczepy. Stwierdzono, ze w przeciwienstwie do
szczepow  wirulentnych  wyizolowane szczepy fermentuja  sorbitol, wytwarzajg -
glukoronidaze, przeprowadzaja reakcje dekarboksylacji lizyny, fermentuja arabinoze i nie
fermentuja tréjsacharydu rafinozy. Nastepnie przeprowadzono identyfikacje serologiczng i
genotypowq w zakresie analizy gendw determinujacych produkty majace znaczenie w
wirulencji i poréwnano wyniki z wynikami szczepu klinicznego. Pod wzgledem gendw
determinujacych czynniki  wirulencji stwierdzono istotne réznice w postaci braku
odpowiednich genéw.

Jako nastepne zadanie badawcze przeprowadzono badania okreslajagce wptyw dwéch
wartosci temperatury wody na przezywalnoéé izolatéw SW4 i D oraz zachowanie cech
fenotypowych jak i genetycznych w izolatach i szczepach pochodnych. Uzyskane wyniki
wskazuja na dtuzszg przezywalno$¢ bakterii w wodzie o temperaturze 5 °C. a pochodne klony
majq nie tylko zmienione wtasciwosci fenotypowe ale i genotypowe, co moze pozostawacé w
zwiazku z utratg genomu profaga.

Interesujace i zréznicowane wyniki uzyskano w badaniach réznic sktadowych LPS wérod
badanych szczepéw i ich pochodnych w odniesieniu do szczepu klinicznego i szczepu

referencyjnego.



Ciekawym aspektem badan byto poréwnanie intensywnosci tworzenia biofilmu przez badane
szczepy jako efekt zmienionych wiasciwosci LPS. Wyniki jakkolwiek zréznicowane nie
wykazaty korelacji miedzy zdoInoscia adhezji do powierzchni a forma LPS. W mojej ocenie
czgs¢ badawcza zostata prawidtowo zaplanowana, badania przeprowadzono stosujgc
wtasciwe metody, oraz przeprowadzono wtasciwg interpretacje wynikéw i logicznego

zwigzku miedzy parametrami.

Dyskusja

Uzyskane wyniki Doktorantka szczegétowo oméwita, zinterpretowata i poddata krytycznej i
wieloaspektowej dyskusji w odniesieniu do wynikéw wiasnych oraz uzyskanych przez innych
autorow. W dyskusji ktéra jest czesto najtrudniejsza czescia dla miodych badaczy
Doktorantka wykazat szeroky wiedzge w zakresie prowadzonych badan oraz umiejetnosé
obiektywnej oceny wartoéci badan, wykazata swobodne poruszanie sie w prezentowanej
tematyce.

Dyskusja jak i cato$¢ pracy ktéra jest systematycznie zaplanowana i zrealizowana oraz
wiasciwie  przedstawiona stanowi oryginalng prace naukowg o wysokiej wartosci
poznawczej i merytorycznej. Na podkreslenie zastuguje prawidtowos¢ analizy uzyskanych
wynikéw. Na podstawie przeprowadzonej analizy badari sprecyzowano pie¢ wnioskéw.
Merytorycznie wnioski zostaty prawidtowo sprecyzowane. Watpliwosci budzi forma
edytorska wnioskéw, zbyt szeroka, opisowa forma wynikéw a nastepnie wiasciwe wnioski.
W pracy wystapity pewne niezrecznosci edytorskie, w tym brak wykazu skrétéw, Spis tabel i
rycin powinien stanowi¢ wydzielony element zaczynajacy sie od nowej strony. Niewtasciwie
sformutowane zdania (np.str 8. 7 wiersz od dotu ) ..moze by¢ wywotywac...

Str. 15 .." uZyZnianie podfozy bakteriologicznych przez dodatek antybiotykéw” i tym

podobne.

Podsumowujac, merytorycznie prace oceniam bardzo wysoko jako oryginalne dzieto
badawcze, dotyczace obecnosci szczepéw E.coli 0157 w zbiornikach wodnych w dwéch
potudniowych wojewddztwach w Polsce, spéjne z aktualnie prowadzonymi badaniami w
innych krajach. Waznym aspektem jest szeroka analiza wyizolowanych szczepéw w
odniesieniu do szczepu wirulentnego wyizolowanego z materiatéw klinicznych oraz szczepu

referencyjnego.  Badania wprowadzajg nowe informacje w zakresie epidemiologii, cech

4



wirulencji i zmiennoéci szczepéw E. coli 0157 pod wptywem warunkéw $rodowiska
wodnego.

Praca ,Fenotypowa i molekularna charakterystyka szczepéw Escherichia coli 0157
izolowanych z wéd powierzchniowych” spetnia wszystkie wymagania stawiane tego typu
pracom. Whnioskuje do Wysokiej Rady Naukowej, Narodowego Instytutu Zdrowia
Publicznego — Paristwowego Zaktadu Higieny o dopuszczenie mgr Matgorzaty Michalskiej-

Szymaszek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Zwracam sig réwniez do Wysokiej Rady Naukowe;j, Narodowego Instytutu Zdrowia
Publicznego — Paristwowego Zaktadu Higieny o wyrdznienie przedstawionej mi do oceny
pracy co uzasadniam, wysoka wartosci naukowa przeprowadzonych badan ich
oryginalnodcia, szeroka wiedza przedstawiong w sposéb usystematyzowany pod wzgledem

merytorycznym.

Z powazaniem.
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