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Wydzial Lekarski i Nauk o Zdrowiu
UJK Kielce

Recenzja rozprawy doktorskiej lek. Tomasza Matyjasa

,»Obecnos¢ bakterii w zolci 1 ztogach zélciowych z pecherzyka zotciowego i drog
z6lciowych”

Rozprawa doktorska na stopien doktora nauk medycznych ,,Obecno$é bakterii
w z0lci i zlogach zoélciowych z pecherzyka zoélciowego i drog zolciowych” zajmuje
95 numerowanych stron maszynopisu, ktéry obejmuje spis tresci, spis skrotow, wlasciwy
tekst rozprawy (64 strony), streszczenie w jezyku polskim i angielskim, spis pismiennictwa
(99 pozycji), spis rycin i tabel oraz aneks z zalgcznikami (Uchwalg Komisji Bioetyki UM
w Lodzi nr RNN/339/KB z dnia 21.05.2013 r oraz o$wiadczenie Doktoranta.

Wstep zajmuje 23 strony maszynopisu. Poczatek Wstepu traktuje krétko,
ale wystarczajaco, o rozwoju chirurgii pecherzyka, klasycznej i laparoskopowej, podkreslajac
korzysci chirurgii maloinwazyjnej dla chorego. W Polsce, pierwsza cholecystektomia
laparoskopowa miala miejsce 15.05.1991 r. w Poznaniu z udziatem chirurgéw francuskich
(prof. Jacques Domerque wspdlnie z dr hab. Przemystawem Pyda), a samodzielna -
20.06.1991 r. w Warszawie (prof. Marek Krawczyk). W podrozdziale 1.2. Epidemiologia,
Doktorant podkreslil, ze w Polsce problem kamicy dotyczy ponad 20% populacji, wymienit
czynniki ryzyka: pte¢ zeniska, BMI> 30kg/m? oraz wiek >50 r.z.. W wieku powyzej 60 r.z.
ponad 30% kobiet ma ztogi w pgcherzyku zotciowym. Z danych epidemiologicznych wynika
wige, ze problem kamicy pecherzyka i drog zolciowych stanowi znaczacy problem
zdrowotny, stad tez jest uzasadnienie do podjgcia projektu badan dla potrzeb recenzowanej

rozprawy doktorskiej. W dalszej czesci Wstepu Doktorant przedstawil podziat kliniczny,
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objawy 1 powiklania kamicy zolciowej, zgodnie ze wspélczesng wiedza kliniczng.
Przejrzyscie opisal problem ostrego zapalenia drég zolciowych, ukazujac przyczyny
pierwotne zastoju zolci oraz charakteryzujgc patogenng flore bakteryjna, ktora jest
odpowiedzialna za obraz kliniczny (triada Charcota, pentada Reynoldsa). W podrozdziale 1.4.
Doktorant scharakteryzowatl leczenie operacyjne kamicy pecherzyka zolciowego metods
otwarta 1 laparoskopowa, uwzgl¢dniajac wskazania do cholangiografii $rédoperacyjnej.
Opisal takze znaczenie endoskopowej wstecznej cholangiopankreatografii. Nalezy jednak
skomentowac, ze wspolczesnie rzadko istnieje potrzeba cholangiografii sSrodoperacyjnej,
gdyz przedoperacyjne badania obrazowe (USG, MRCP, CT) okreslaja stan drog
zolciowych, a w przypadku obecno$ci kamicy - problem przedoperacyjnie rozwigzuje si¢
przy pomocy diagnostyki i terapii endoskopowej - sfinkterotomia, ewakuacja
i kruszenie zlogéw, protezowanie (EPCW). W dalszej czeéci pracy Doktorant,
wykorzystujac trafnie cytowane pismiennictwo, przedstawil patogeneze kamicy zolciowe]
podkreslajac znaczenie sktadu zotci i wptywu réznych czynnikéw, rowniez modyfikowalnych
na jej sklad, takich jak dieta bogatotluszczowa i nadmierna masa ciala. Dotychczasowe
badania nie dowiodly ostatecznego zwiazku przyczynowego pomiedzy zakazeniem
bakteryjnym a powstawaniem zlogdw zolciowych. Stad tez zasadny jest wywod Autora,
ze oprocz samego zakazenia, w powstawaniu zlogow, biorg czynniki bakteryjne oraz inne,
ktore utatwiajg kolonizacj¢ - zaburzenia motoryki drég zolciowych, zmiany blony sluzowe;j
i skladu zolci. Z6té i ztogi w pecherzyku zélciowym moga byé jalowe w bezobjawowej
kamicy pecherzykowej, natomiast kamicy przewodowej prawie zawsze towarzyszy
zakazenie. W koncowej czesSci pierwszego rozdzialu Doktorant omodwil problematyke
identyfikacji materialu genetycznego bakterii. Szkoda, Ze nie powiazal tej czeSci
z przeslanka, czyli uzasadnieniem podjecia badan, czytelnik bylby wowczas przekonany
o celowosci zaplanowanych i przeprowadzonych badan. Ta cze$é¢ rozprawy jest
przygotowana starannie. Autor wykorzystal wlasciwie piSmiennictwo, ale w mojej
ocenie jest zbyt wiele pozycji podrecznikowych w spisie piSmiennictwa i cytowanych
we wstepie. Warto i nalezy oczekiwaé, ze Doktorant dotrze do materialéw zrodlowych.
Celem pracy byla identyfikacja bakterii w zlogach zolciowych oraz w zolci

u pacjentow operowanych z powodu objawowej kamicy zotciowe;.
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Z danych epidemiologicznych wynika, ze problem kamicy pegcherzyka i drog
zolciowych oraz powiklania w przebiegu tej choroby stanowia znaczgcy problem zdrowotny.
Dlatego tez podjety projekt badan uwazam za wazny i przydatny z punktu widzenia
klinicysty.

W rozdziale 3. Material i metody Autor scharakteryzowal nastgpujaco grupe badana.
Badaniem objeto 52 pacjentéw, operowanych w trybie planowym i pilnym w Klinice
Chirurgii Ogodlnej i Onkologicznej (Centralnego Szpitala Klinicznego Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi), w okresie od wrzesnia 2014 do marca 2017 roku. W badanej grupie
byly 34 (65,4 %) kobiety oraz 18 (34,6 %) mezczyzn w wieku 20 — 87 lat, srednio 57,4 lata.
Wsrod badanej populacji 39 (75 %) pacjentéw przyjeto w trybie planowym z powodu
objawowej kamicy pecherzyka zolciowego, a 13 (25 %) w trybie dyzurowym z objawami
ostrego zapalenia pegcherzyka zolciowego na tle kamiczym. Chorzy poddani zostali
operacjom: cholecystektomii metoda laparoskopowg — 42 osoby (81 %) oraz metoda
laparotomii — 9 oséb (17 %). U jednego pacjenta (2 %) wykonano endoskopowsg
cholangiopankreatografie wsteczng z ewakuacjg ztogu (ECPW). Na przeprowadzenie badan
uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej UM w Lodzi (RNN/339/13/KB z dn. 21.05.2013r.).
W opisie metod: metoda badania morfologii krwi, analizowano stezenie leukocytow w probce
krwi, badanie histopatologiczne materialu pooperacyjnego, w badaniu bakteriologicznym
identyfikowano flore bakteryjng i jej wrazliwos¢ na antybiotyki zgodnie z zaleceniami
EUCAST (Europejskiego Komitetu ds. Oznaczania Lekowrazliwosci - ang. The European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing). Badania wykonywane byly metoda
automatyczng oraz manualng. W metodzie automatycznej identyfikacje oraz okreslenie
lekowrazliwosci drobnoustrojow wykonano za pomocg aparatu Vitek2 firmy Biomerieux.
Kolejnym etapem bylo zastosowanie metod genetycznych, izolacji DNA z zachowaniem
odpowiednich zasad, startery i amplifikacja fragmentéw 16S rRNA. Wyizolowany DNA
namnazany z wykorzystaniem pary starteréw zdefiniowanych protokotem, firmy Illumina 16S
(0k.550 pz). Badane w tym przypadku sg dwa regiony zmienne genu 16sV3 oraz V4. W 2.
metodzie wykorzystano procedur¢ sekwencjonowania poszczegdlnych fragmentéw genomu
bakterii V3, V5 oraz V6 uprzednio projektujgc specyficzne pary starteréw ktorych

przygotowanie zlecono firmie Sigma Aldrich. Cel pracy i metodyka badan, w tym
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genetycznych, przedstawione s3 w mojej ocenie wihasciwie. W koncowej fazie badan
dokonano niezbg¢dnej analizy bioinformatycznej.

Wyniki badan

W grupie badanej 52 chorych (wiek od 20-87 r.z) wykonano pelng morfologi¢ krwi.
Parametrem, ktéry analizowano bylo st¢zenie leukocytéw w pierwszej dobie hospitalizacji.
U 11 (21 %) chorych stwierdzono leukocytoze, definiowana jako liczbg leukocytéw powyzej
10x103/pl. Rozklad liczby leukocytow przedstawiono w tabeli 4. Wérdéd operowanych
pacjentdw postawiono rozpoznanie srodoperacyjne, ktore w odniesieniu do plci
przedstawiono na rycinie 10. Na rycinie 11 umieszczono rozpoznanie $roédoperacyjne
w porownaniu do sredniej liczby leukocytow. Na kolejnych rycinach przedstawiono
rozpoznanie histopatologiczne w odniesieniu do plei 1 $redniej liczby leukocytow.
W obszernej tabeli 5. przedstawione zostaly szczegélowe dane epidemiologiczne
oraz kliniczne grupy badanej ( wiek, ple¢, rozpoznanie kliniczne, tryb przyjecia, leukocytoza,
rozpoznanie histopatologiczne).

W podrozdziale 4.2. Wyniki bakteriologiczne Doktorant stwierdzil, ze z zdlci
pobranej srodoperacyjnie w 15 (29%) przypadkach wyhodowano bakterie. Wyhodowane
z posiewu zo6lci drobnoustroje stanowila mieszana flora bakteryjna: bakterie tlenowe
1 beztlenowe. W 10 przypadkach identyfikowano jeden gatunek bakterii, natomiast w 5 wigce;j
niz 1 gatunek (tab. 6). Obecnos¢ bakteryjnego materialu genetycznego zidentyfikowano
w 7 ztogach zo6lciowych z grupy 52 (13,5 %) stosujac metode 1. oraz w 20 z grupy 20 (100%)
stosujac metode 2. Dla czytelnika nie jest jasne dlaczego 2. metoda badano zlogi tylko 20
chorych, w grupie badanej o liczebnosci 52. Zatem metoda 1. w tym badaniu bylaby
w znaczico mniej wydolna ? Czy tak nalezy to interpretowac?

Metodg 2. biologii molekularnej zidentyfikowano bakterie do rodzaju i gatunku we
wszystkich ztogach Zolciowych izolowanych od 20 pacjentéw, u ktérych tgcznie
zidentyfikowano 28 szczepdéw bakterii. W tym miejscu Doktorant przedstawil nastepujace
zestawienie szczepow bakterii i odsetki ich wystepowania. Dominowaly szczepy bakterii
Gram-dodatnich nalezace do rzedu Lactobacillales, rodziny Streptococcaceae, rodzaju:
Streptococcus - 9 (32%) 1 Lactococcus - 4 (14%), dodatkowo - rodzaj Staphylococcus — 2
(7%) nalezacy do rodziny Staphylococcaceae, rzgdu Bacillales oraz rzad Clostridiales,

rodzina Clostridiaceae, reprezentowana przez rodzaj Clostridium - 2 (7%). Przedstawicielami
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paleczek Gram-ujemnych wystepujacymi najliczniej byly bakterie z rodzaju Acinetobacter
nalezacego do rodziny Moraxellaceae, rzgdu Pseudomonadales — 7 (25%), réwniez dwa
rodzaje nalezace do rzedu Enterobacterales, rodziny Enterobacteriaceae: Buchnera — 2 (7%)
1 Klebsiella — 1 (4%) oraz Salmonella - 1 (4%). Z grupy bakterii Gram-dodatnich najczesciej
izolowano gatunki: laseczka zgorzeli gazowej - Clostridium perfringens — 2 (7%),
Streptococcus salivarius — 4 (14%), Lactococcus garvieae — 2 (7%) oraz Lactococcus lactis —
2 (7%), Streptococcus anginosus — 4 (14%), Streptococcus constellatus - 1 (4%) jak i dwa
gatunki gronkowcow - Staphylococcus aureus — 1 (4%) 1 Staphylococcus epidermidis —
1 (4%). Flore Gram — ujemna reprezentowaly gatunki — Acinetobacter baumanii - 7 (25%),
Buchnera aphidicola — 2 (7%), Salmonella bongori — 1 (4%) oraz Klebsiella pneumoniae -
1 (4%). Wyniki badan zostaly tez zilustrowane na rycinie 14. i 15. Posiew bakteriologiczny
zolci u 20 chorych, u ktérych zidentyfikowano w zlogach zolciowych bakteryjny materiat
genetyczny, byt jalowy u 12 (60%) pacjentow i dodatni u 8 (40%) pacjentdéw, u ktorych
wyhodowano w sumie 15 szczepdéw bakterii: 8 (53,3%) izolatow bakterii Gram—ujemnych
oraz 7 (46,7%) izolatow bakterii Gram-dodatnich. Szczegétlowe dane tej podgrupy chorych
zostaly przedstawione w tabeli 7.

Dyskusja

W dyskusji Doktorant podsumowujac wyniki wilasnych badan stwierdza,
ze w wykonanych u wszystkich chorych posiewach zélci wzrost hodowli bakteryjnych
obserwowano w 29% przypadkow. Nalezy podkresli¢, ze bakterie hodowano u chorych bez
klinicznych, morfologicznych 1 histopatologicznych objawéw zakazenia operowanych
w trybie planowym. Pomimo stwierdzenia ropniaka pecherzyka zdiciowego, towarzyszacej
leukocytozy oraz histopatologicznego rozpoznania ostrego zapalenia pecherzyka zotciowego,
w niektorych przypadkach posiewy byly jalowe. A zatem nalezy zgodzié sie
ze stwierdzeniem Autora - trudno jednoznacznie z zebranego materialu wyloni¢
konstruktywne wnioski. Konieczna jest analiza na wigkszej grupie badanej. Doktorant,
analizujac czynniki bakteryjne w zotci i zlogach, probuje wyjasni¢ mechanizm wplywu na
powstawanie ztogow.

Dla mnie jako Recenzenta brakuje w dyskusji krytycznego poréwnania wynikéw
badan bakteriologicznych zélci i zlogow, w konfrontacji z piSmiennictwem. Ponadto

wartosciowe  byloby  bardziej wnikliwe nadwietlenia tego zrdéznicowania
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oraz wyciagniecia stad wnioskéw do dalszych badan, ale tez wyjasnienia takiego stanu
rzeczy. Autor napisal o skapym piSmiennictwie dotyczacym tego tematu, gdyz nie bylo
wykonywanych wiele takich badan !?. Wpisalem do wyszukiwarki Pubmed (18.05.2019
r) slowa ,bacteria in bile”, woéwczas ukazala si¢ informacja o 9699 pozycjach
pismiennictwa. Zapewne duza cz¢S¢ nie dotyczy tego projektu, ale mozna znalezé szereg
prac oceniajacych bakteriologie i genetyke bakteriologiczna zélci i zlogéow w kamicy
Zolciowej.

Niemniej za wartoSciowe osiggniecie Doktoranta nalezy uznaé cz¢Sciowe
potwierdzenie, Zze bakterie s3 obecne w procesie tworzenia ztogéw zétciowych. Zdobyta
wiedza na temat etiologii i patogenezy kamicy zolciowej, wyjasnienie roli bakterii w procesie
tworzenia zlogdw mogloby w przyszio$ci pozwoli¢ na wdrozenie bardziej skutecznego
postgpowania terapeutycznego.

W ocenie Doktoranta — pozwolitoby to réwniez okresli¢ dziatania o charakterze
prewencyjnym w zastosowaniu antybiotykoterapii jako srodka profilaktycznego. Nalezy mieé
nadzieje, ze metody badawcze oparte o techniki biologii molekularnej postuzg
do optymalizacji standardow postepowania terapeutycznego w kamicy zotciowej. Doktorant
w koncowe] czesci Dyskusji stwierdzil, ze przeprowadzona analiza wihasna dowiodla
mozliwosci wykorzystania nowoczesnych metod biologii molekularnej (sekwencjonowania)
do identyfikacji materiatu genetycznego w zlogach zotciowych. W swietle przeprowadzonych
badan i konkluzji konieczne jest zweryfikowanie wynikéw i1 kontynuowanie analiz majacych
na celu wykazanie roli bakterii w tak powszechnym schorzeniu jakim jest kamica zélciowa.

Whioski
1. We wszystkich zlogach z grupy 20 chorych (badanych z uzyciem metody 2)
identyfikowano material genetyczny bakterii.

2. Najczegscie] izolowane rodzaje bakterii to Streptococcus, Acinetobacter oraz Lactococcus.
3. Zarowno w przypadku dodatnich posiewow bakteriologicznych zélei, jak 1 zlogow,
w ktérych stwierdzono material genetyczny bakterii w wigkszosci identyfikowano wigcej niz

jeden rodzaj/gatunek drobnoustroju.



U<

Uniwersytet

Jona Hochanoushlego w Hislooch

4. Skiad flory bakteryjnej wnetrza zlogu oraz zolci byl w wielu przypadkach rézny,
Co sugeruje, Zze W samym procesie tworzenia si¢ zlogu mogly bra¢ udzial inne rodzaje

drobnoustrojow niz obecne w z6lci podczas operacji.

Na zakonczenie rozprawy Doktorant sformutowal 4 wnioski. Sg one wlasciwie
podsumowaniem wynikow badan. a nie wladciwymi wnioskami. W rozumieniu
metodologicznym wnioski pracy siggaja dalej niz podsumowanie wynikéw badan,
a od realizujacego projekt badawczy nalezy oczekiwaé okreslenia mysli, przestanek, ustalen,
ktorych podstawg i punktem wyjscia bylo podsumowanie badan. Ostatnie 2 akapity mojej
recenzji, ktore przytaczaja osiggnigcie Doktoranta jako wynik przeprowadzonych
badan, odpowiednio sformulowane, bylyby bardziej trafnymi wnioskami wynikajgcymi
z podsumowania badan.

Spis piSmiennictwa jest do$¢ ograniczony, liczy tylko 99 pozycji, znaczgca czesé
stanowig pozycje ksigzkowe z zakresu historii medycyny, chirurgii i genetyki, biotechnologii,
Istotna czes¢ pozycji pisSmiennictwa jest z ostatnich lat, z prestizowych czasopism

mikrobiologicznych i chirurgicznych.

Podsumowujac - stwierdzam, ze rozprawa doktorska lekarza Tomasza Matyjasa jest
wartosciowym, samodzielnym, oryginalnym opracowaniem. W mojej ocenie rozprawa
spelnia dostatecznie kryteria ustawowe dla prac na stopien doktora nauk medycznych.
Wnosz¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Nauk Biomedycznych i Ksztalcenia Podyplomowego
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszczenie lekarza Tomasza Matyjasa do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.

béh. n. med. Stanistaw Gluszek



