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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Lucyny Jalonskiej
pt. , Wplyw preparatow przeciwbakteryjnych w stezeniach subinhibicyjnych na

antybiotykooporno$¢ i wirulencj¢ Aeromonas spp., Enterobacter hormaechei i Eschericha coli”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Lucyny Jablonskiej, zostala wykonana pod
kierunkiem prof. dr hab. Adama Kaznowskiego w Zakladzie Mikrobiologii, Instytutu Biologii
Eksperymentalnej, Wydziatu Biologii, Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Praca po$wigcona jest badaniom dotyczacym wptywu antybiotykéw, w stezeniach subinhibicyjnych,
na indukcje opornosci bakterii na te preparaty oraz na zmiany w wirulencji szczepow.

Lekooporno$¢ bakterii na powszechnie stosowane w lecznictwie i produkcji zywnosci, antybiotyki i
preparaty przeciwbakteryjne, to narastajacy weigz globalny problem. Bakterie patogenne i
srodowiskowe sa pod stata presja selekeyjng inhibicyjnych i subinhibicyjnych stezen antybiotykow z
réznych przyczyn, ktérych zrodiem moze by¢ nieprawidlowo leczony pacjent, masowa hodowla
zwierzat, produkcja zywnosei i intensywnie prowadzone rolnictwo. Presja antybiotykowa w
konsekwencji moze prowadzi¢ do zmian fenotypowych wywotanych modyfikacja w ekspresji
niektérych genéw oraz, jako efekt wtorny generowania silnie toksycznych reaktywnych form tlenu,
powodowa¢ zmiany genotypowe i uruchamianie gendéw stresu RpoS. Podsumowujac, obecnosé
antybiotykéw w stezeniach subinhibicyjnych powadzi¢ moze do zmian w wirulencji szczepow
bakteryjnych. Literatura podaje, ze zmiany mogg by¢ zaréwno korzystne z punktu widzenia terapii
(zmiany w strukturze LPS, czy utrata otoczek), jak i niepozadane, w tym zwiekszenie produkeji
niektérych toksyn i czynnikéw odpowiedzialnych za inwazyjnos¢ bakterii, czy intensywnie

tworzony biofilm.



Doktorantka postawiata sobie kilka gléwnych zadan do zrealizowania w celu wyjasnienia
powyzszych kwestii, w tym oceny korelacji pomigdzy presja antybiotykowg a generowang
opornoscia u bakterii, jak tez wplywu lekow na zmiany w wirulencji, w tym na adhezj¢ i
inwazyjno$¢ do komoérek nabtonkowych, czy indukcje apoptozy i poziom ekspresji genow
kodujacych wybrane cytotoksyny.

Wybrata trzy preparaty: ciprofloksacyng, ampicyling oraz kanamycyne, jako reprezentantow
gtéwnych i najezedciej stosowanych grup antybiotykow: fluorochinolonéw, betalaktaméw oraz
aminoglikozydéw. Bakterie poddawane presji to przedstawiciele deromonas, Enterobacter i E.coli,
pateczek Gram-ujemnych powszechnie wystgpujacych w érodowisku i florze jelitowej ludzi i
zwierzat. Materiat do badan stanowito ogotem 31 szezepow, w tym 11 Aeromonas hydrophila 1 A.
veronii biotyp sorbia, izolowane migdzy innymi z katu pacjentow w Polsce i Hong Kongu. Drugg
grupa badawczg bylo 12 izolatow Enterobacter hormaechei subsp. oharae i subsp. steigerwaltii
wyhodowanych z roznych materialow klinicznych, w tym z moczu, krwi, rany, czy odbytu. Trzecia
grupa szczepdw to E.coli serotyp O157:H7 w ilodci 8 izolatéw, z czego czes¢ posiadata geny Shiga-
toksyny, udostgpnionych przez Zaklad Higieny Weterynaryjnej w Bydgoszezy Oddzialu
Terenowego w Toruniu. I od razu moje pierwsze pytanie, czym kierowala si¢ Doktorantka w takim
doborze szczepow? Dlaczego akurat te gatunki oraz szezegblnie serotyp O157:H7 E.coli zostaty
wybrane do badan?

W pierwszym etapie pracy Doktorantka uzyskiwala mutanty bakteryjne poprzez hodowle
kilkudniowg w podiozu zawierajagcym wybranych antybiotyk w stgzeniu 0,5 i 0,25 MIC
minimalnego stezenia hamujacego i ocenita poziom MIC dla poszczeg6lnych antybiotykéw u
uzyskanych izolatéw. Szczepy zostaly zakwalifikowane do trzech grup: (1) u ktérych doszlo do
zwickszenia wartosci MIC; (2) u ktérych doszto do spadku MIC, oraz (3) u ktérych nie
zaobserwowano zmian MIC. W tym miejscu pojawia si¢ pytanie jaka wartos¢ zmian w MIC byla wg
Doktorantki znaczaca i stanowita podstawe do kwalifikacji poszczegdlnych izolatow. Po drugie, czy
zmiana we wrazliwosci byta cecha stala? Czy weryfikowano izolaty na przyklad po kilkukrotnych
pasazach w podtozu wolnym od antybiotykéw? Ciekawe byloby tez sprawdzenie konsekwencji
zmiany wrazliwo$ci na wybrany antybiotyk w stosunku do wrazliwoséci na pozostate dwa lub wigcej
preparatow.

Kolejne etapy badan Doktorantki dotyczyly oceny zmian w wirulencji uzyskanych izolatow w
stosunku do bakterii wyjsciowych. Najpierw oceniana byta zdolnos¢ do adhezji i inwazyjnosci do
komorek HeLa (ludzkiego raka szyjki macicy). Badania te wykonano na szczepach Enterobacter
hormaechei i E.coli. Wykazano, ze presja antybiotykowa przyczynita si¢ do spadku adhezyjnosci, a

do wzrostu inwazyjnosci bakterii, niezaleznie od stosowanego leku. Powstaje jednak pytanie, jakie



kryteria zostaly przyjete do uznania, ze zmiany w odczytach wartosci adhezji, czy inwazyjnosci sg
znaczace? Na rycinie 11 i 12 oraz w tabeli 16 umieszczono skomasowane wyniki dla obu gatunkow
razem, co wydaje si¢ niezbyt fortunne, ze wzgledu na duze roznice w biologii tych bakterii.
Generalnie, analiza statystyczna nie wykazata istotnych roznic w adhezji i inwazji pomigdzy
szczepami wyjsciowymi a bakteriami uzyskanymi podczas presji antybiotykowe;.

Nastepnie przetestowano efekt cytotoksyczny przesaczy pohodowlanych oraz cytotoksycznosé typu
cell contact” na linii komorkowej HeLa. Podobnie jak w poprzednich eksperymentach
pogrupowano szczepy wzgledem spadku, wzrostu i braku zmian danej cechy. I ponownie nasuwa si¢
pytanie o kryteria znaczacych zmian, w celu przypisania do danej grupy. Analiza wynikow, cho¢
przedstawiona skrétowo, zalgczona na koficu rozdzialu przedstawia faktyczne wnioski z
przeprowadzonych badan dotyczacych cytotoksycznosci ogdtem.

Kolejnym zadaniem w projekcie bylo okreélenie zdolnosci bakterii do indukcji procesu apoptozy
linii HEp-2 komérek nablonkowych raka krtani. Testy te zostaty wykonane dla bakterii Enterobacter
hormaechei uzyskanych przy presji ciprofloksacyny. Niestety Doktorantka nie wyjasnia, dlaczego
wybrala inng niz poprzednia lini¢ do analiz oraz tylko ta grupg bakterii.

Pod koniec rozdziatu ,, Wyniki”, Doktorantka zamiescita eksperyment dotyczacy identyfikacji genow
wirulencji, w tym genu act kodujacego aerolizyng Aeromonas oraz genow six] i stx2 toksyny Shiga
1i2 u szezepdéw E.coli. W analizie PCR wykazana zostala obecnos¢ six! i stx2 tylko u dwoch
szezepow z kolekeji ATCC, z ktérych ATCC 43888 jest opisany w kolekcji jako pozbawiony genow
toksycznosci. Ostatni element pracy to weryfikacja zmian w ekspresji genéw kodujacych aerolizyng
i rpoS u 18 wybranych izolatow Aeromonas pochodzacych od trzech szczepéw wyjsciowych oraz
zmian w ekspresji genéw stx1, stx2 i rpoS u szesciu mutantéw jednego szczepu E.coli. Rezultaty
tych analiz byly trudne do interpretacji ze wzgledu na duzy rozrzut wynikow i mala liczbe
powtorzen. Moje generalna uwaga do sposobu przedstawiania wynikow w tej pracy, to, ze nie
powinna by¢ przedstawiana jako procentowy udziat w poszcezegdlnych grupach bakterii, poniewaz
liczebno$é szczepéw wynosita od 8 do 12 sztuk.

Na pochwate pracy zastuguje dobor metodologii, ktéry uwazam za bardzo dobrze uzasadniony, nie
tylko merytorycznie w/w potrzebami, ale takze godnym uznania przygotowaniem merytorycznym i
praktycznym Doktorantki. W pracy wykorzystano szereg analiz z wykorzystaniem procedur
EUCAST, hodowli komérkowych oraz metod genetycznych, w tym PCR w czasie rzeczywistym.

W doktoracie, Pani mgr Lucyna Jablonska, zastosowata uklad oraz sposob prezentacji typowy i
powszechnie przyjety dla prac doswiadczalnych w naukach biologicznych. Dysertacja zawiera
ogélem 150 stron, w tym 28 rycin, 27 tabel oraz 217 pozycji bibliograficznych, gléwnie

anglojezycznych. Praca jest prawidlowo zorganizowana w rozdzialy i podrozdziaty adekwatnie do



prezentowanych tresci. Tekst pracy jest napisany starannie, jezykiem poprawnym, przejrzystym i
zrozumialym unikajacym zargonu naukowego lub zapozyczen jgzykowych. Zabrakto mi jednak
plynnej narracji i wprowadzenia czytelnika w kolejne podrozdzialy, zwlaszcza wynikowe, oraz
podsumowania kazdego etapu z wyjasnieniem: co dalej i dlaczego.

Postawione cele omawianej pracy zostaty osiagnigte i podsumowane w 10 punktach w rozdziale
whnioski, z tym ze ostatni punkt méwiacy o koniecznosci udoskonalenia strategii efektywnego uzycia
terapeutykow przeciwbakteryjnych przy réwnoczesnym zapobieganiu rozwojowi szerzenia sig
antybiotykoopornosci to raczej ogélne stwierdzenie, nie wynikajace bezposrednio z pracy. Poniewaz
efekty badan Doktorantki zostaty podsumowane dos¢ ogdlnikowo, cheiatbym zapytaé, jaki element
nowosci charakteryzuje Pani prace i czym si¢ réznia wyniki tu uzyskane od dotychczasowych
doniesien literaturowych Krzeminskiej i wspotautoréw, Wojnicz i wspotautorow, czy Jayaraman i
wspotpracownikow.

Po dokladnym zapoznaniu si¢ z przedstawiong mi do oceny praca, jestem przekonana, ze zakres
wykonanych badan i uzyskanych wynikéw, spelnia wymagania stawiane pracom doktorskim.
Przeprowadzone badania dowodza duzych umiejgtnosci Doktorantki w poprawnym postugiwaniu sig
nowoczesnymi metodami badawczymi oraz interpretacji uzyskiwanych rezultatow. Nie wnosze¢
istotnych zastrzezen do merytorycznej strony pracy i jednocze$nie mam nadziejg, ze zasugerowane

przez mnie poprawki/uwagi beda pomocne Doktorantce w przygotowaniu przysztej publikacji.

Podsumowanie.

Stwierdzam, ze Doktorantka wykonata dobra prace badawcza. Zamierzenia badawcze zostaly
osiggnig¢te. Wyniki badan i wysnute z nich wnioski przedstawione w rozprawie, maja duza wartos$¢
naukowa. Rozprawa zostala napisana poprawnie i przejrzyscie pod wzgledem jezykowym i
edytorskim. Pani mgr Lucyna Jablonska wykazata si¢ bardzo szeroka wiedza podstawowa, jak i
wiedza specjalistyczng w tematyce dysertacji oraz umiejgtnosciami stosowania badawczych metod i
technik w zakresie wspolczesnej mikrobiologii i biologii molekularnej. Przedstawiona do oceny
rozprawa, w moim przekonaniu, spelnia wymagania stawiane ustawowo rozprawom doktorskim,
dlatego przedstawiam Radzie Wydzialu Biologii, Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu, wniosek o dopuszczenie mgr Lucyny Jablonskiej do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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