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Bakterie z rodzaju Staphylococcus od wielu lat plasuja sie na czele statystyk wsréd drobnoustrojow
powodujgcych zakazenia szpitalne. Jest to wynikiem szerokiego ich rozprzestrzenienia w populacji
ludzkiej i powszechnej kolonizacji skéry czy $luzdwek. Dodatkowym waznym problemem
epidemiologicznym jest tatwe i szybkie nabywanie przez te bakterie opornosci na wiele antybiotykow,
co skutkuje selekcjg szczepéw opornych w $rodowisku szpitalnym.

Podjecie tematyki udziatu gronkowcéw koagulazoujemnych w zakazeniach zwigzanych ze stosowaniem
biomateriatow jest trafny, aktualny i bardzo potrzebny z praktycznego punktu widzenia. Réwnie
istotnym, bardzo aktualnym aspektem badawczym w mikrobiologii sq badania nad biofilmami
bakteryjnymi, ktére réwniez podjeto w przedstawionej do recenzji pracy. Pomimo duzej wiedzy jaka
obecnie posiadamy w tym zakresie, wiele aspektéw szczegdlnie dotyczacych interakcji pomiedzy
bakteriami tworzacymi te struktury nadal pozostaje nierozwigzanych, a wiedza w tym zakresie ma
ogromny wptyw na mozliwosci leczenia zakazen. W tym aspekcie podjecie badan przez Doktorantke w
zakresie tematyki dotyczacej tworzenia biofilmu na implantach ortopedycznych jest trafny i oryginalny.
Do innowacyjnych  elementéw  badahn  niewatpliwie nalezy  zaliczyé uzycie peptydu

przeciwdrobnoustrojowego Camel w eradykacji biofilmu tworzonego przez gronkowce.

Praca ma uktad typowy dla prac eksperymentalnych. W pracy wyrdzniono: wprowadzenie, wstep,

cel pracy, materiat, metody, wyniki, dyskusje, wnioski, streszczenie oraz pismiennictwo.

Wstep w sposob bardzo wyczerpujacy wprowadza w eksperymentalng czes¢ pracy. Autorka
szczegétowo omawia zardwno zagadnienia wazne z typowo medycznego punktu widzenia tj.

biomateriaty i implanty stosowane w ortopedii czy ograniczenia tworzenia biofilmu na powierzchni
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implantéw, ale takze zagadnienia typowo mikrobiologiczne. Doktadnie przedstawiona jest
charakterystyka gronkowcéw koagulazoujemnych, drobiazgowo oméwione zostalty zagadnienia
dotyczace powstawia biofilmu bakteryjnego oraz charakterystyka zastosowanych w pracy zwigzkéw
przeciwdrobnoustrojowych. Na wyrdznienie zastuguje bardzo dobrze opracowany rozdziat omawiajacy
ograniczenia tworzenia biofilmu na powierzchni implantéw. Rozdziat ten w spos6b wyczerpujacy bardzo
ciekawy i szczegotowy omawia literature dostepng w tym zakresie. Ta cze$¢ pracy zostata bardzo

dobrze opracowana.

Poprawnosc formutowania hipotez i probleméw badawczych stawianych przez Doktorantke oceniam
bardzo dobrze. Cele przedstawiono poprawnie i bardzo zwiezle. Gtdwnym celem pracy byta analiza
wplywu wybranych zwigzkéw przeciwdrobnoustrojowych na proces tworzenia oraz eradykacji struktur
biofilmu, utworzonych na stalowych, tytanowych i pokrytych warstwg nanokrystalicznego diamentu
wkretach do kosci korowej. Giéwny cel pracy zostat zrealizowany, a otrzymane wyniki pozwolity na

sformutowanie waznych wnioskéw.

W swojej pracy Doktorantka wykorzystata metody mikrobiologiczne, metody z obszaru biologii
molekularnej oraz mikroskopii. Zastosowata podstawowe metody zwigzane z przechowywaniem
szczepow, hodowlg i identyfikacja bakterii oraz oceng zdolnosci do wytwarzania $luzu czy wytwarzania
biofilmu przez bakterie. Oznaczyta takze wrazliwo$¢ analizowanych szczepéw na wybrane antybiotyki
oraz badata wptyw antybiotykéw na biofilm gronkowcéw, a takze dokonata oceny wptywu antyseptykéw
na biofilm. Interesujagcym punktem badani byto poszukiwanie gendw majacych wplyw na tworzenie
biofilmu. Ciekawym i waznym elementem w badaniach prowadzonych przez Doktorantke bylo
zastosowanie mikroskopii elektronowej, mikroskopii laserowej 3D oraz mikroskopii konfokalnej.
Doktorantka dla petnej analizy wynikéw zastosowata takze oznaczenia statystyczne. Metody do badan
zostaty wybrane trafnie i umiejetnie zastosowane. Opracowanie rozdziatéw Materiaty i Metody oceniam
pozytywnie, niemniej pragne wskazaé na kilka kwestii.

W czesci metodycznej zabrakto informacji (schematu), ktére z eksperymentéw wykonywane bedg na
jakiej liczbie szczepéw oraz z wykorzystaniem ktérych biomateriatow. Taki schemat znaczaco
usprawnitby dalszg analize wynikéw pracy. W rozdziale omawiajacym wyniki Autorka czesto pokazuje
wyniki dla wybranych szczepéw bakterii, istotnym bytoby wskazanie w rozdziale dotyczacym metodyki
badan, dlaczego te, a nie inne szczepy zostalty wybrane. W zaproponowanych metodach mozna by
takze uwzgledni¢ dodatkowo identyfikacje bakterii z zastosowaniem metody MALDI-TOFF oraz badania

nad opornoscig bakterii na antybiotyki z wykorzystaniem metod PCR.

Rozdziat przedstawiajacy wyniki stanowi sporg czes$é pracy i jest bogaty w dokumentacje zdjeciowa,
wykresy i tabele. Przeprowadzone badania i uzyskane wyniki wnosza wiele praktycznej wiedzy mogacej

z powodzeniem zosta¢ wykorzystanej w ortopedii, ale jednoczesnie uzupetniajq naszg wiedze w



zakresie badan podstawowych dotyczacych wirulencji S. epidermidis oraz S. haemolyticus. Zasadniczo
ta czes¢ pracy jest poprawnie opracowana, aczkolwiek w kilku aspektach brakuje informacji
pozwalajacych na prawidlowq ocene prezentowanych danych, dlatego prosze Doktorantke o odpowiedz

na kilka pytan.

W omawianych wynikach Autorka czesto analizuje uzyskane dane w odniesieniu do dwéch
analizowanych gatunkéw bakterii tj. S. epidermidis oraz S. haemolyticus, natomiast nie ma w wynikach
(poza kilkoma fragmentami) odniesien do konkretnych numeréw badanych szczepéw. Taka informacja
winna by¢ umieszczona m.in. w opisie zdje¢ produktéw amplifikacji genéw, wzordw genotypowych czy
ilosciowej oceny zdolnosci tworzenia biofilmu, gdyz np. na wykresach 11-16 numeracja szczepéw nie
jest zgodna z numeracja podang w rozdziale Materiaty w tabelach 5-9. Jako, ze do kolejnych etapéw
badafn Doktorantka wybrata szczepy oznaczone jako tworzace biofilm, na stronie 119 nalezato
wymieni¢ jakie Doktorantka bierze pod uwage, tym bardziej ze na wykresach 17-20 pokazano wyniki

tylko dla 4 szczepow.

W zwigzku z tym prosze Doktorantke o odpowiedz czy dla szczepéw pozyskiwanych z krwi, rany czy

biomateriatéw charakterystyczny jest ktérys z wyznaczonych wzoréw genotypowych?

W opinii Recenzenta tak pogtebiona analiza jest bardzo potrzebna, gdyz koreluje ona z rodzajem
materiatu z jakiego izolat zostat pozyskany, a wiec daje odpowiedz dotyczaca konkretnych czynnikéw
wirulencji w zaleznosci od miejsca bytowania bakterii. Takie zestawienie catosciowe bytoby cennym
materiatem do analiz i powinno by¢ dofaczone w przysztosci do publikacji. Interesujacym bytoby
zestawienie zbiorcze wszystkich cech fenotypowych i genotypowych uzyskanych dla poszczegdlnych
szczepéw. Na tej podstawie mozna by bylo wyciggna¢ dodatkowe wnioski dotyczace wirulencji

badanych szczepéw w korelacji do miejsca ich bytowania w organizmie cztowieka.

W czesci wynikéw dotyczacych wptywu chlorheksydyny na tworzenie biofilmu Autorka pisze na
stronie 132: ,Wsréd szczepdw S. epidermidis 100% redukcje liczby komoérek zaadherowanych do
biomateriatu zaobserwowano u 21%, u kolejnych 52% redukcje w zakresie 75%-99%". Moje pytanie

dotyczy sposobu uzyskania tych danych, jak byly one wyliczane?

W odniesieniu do prezentowanych wynikow prosze o wyttumaczenie jak Doktorantka rozumie
uzywane przez siebie stwierdzenie: ,redukcja biomasy pod wptywem zastosowanego antybiotyku

przyjmuje wartos¢ ujemna”.



Na stronie 147 Doktorantka pisze: ,Redukcja utworzonego biofilmu pod wpltywem peptydu zalezna
jest od stezenia antybiotyku”. Jak nalezy to rozumiec¢? Takich danych nie przedstawiono w rozdziale

6.3.16.

Na wykresach 27, 28, 33, 34, 38 i 39 zabrakto peinego opisu obu osi, znaczgco poprawitoby to

mozliwos¢ analizy uzyskanych przez Doktorantke wynikow.

Calosciowe spojrzenie na wyniki umieszczone w rozprawie doktorskiej pozwala mi stwierdzié, iz
przeprowadzone eksperymenty byly niezwykle pracochtonne i wymagaty duzego zaangazowania
Autorki rozprawy. Zdaje sobie sprawe, iz przy analizie tak duzej ilosci danych, w oparciu o badania na
tak duzej populacyjnie grupie szczepéw, niezwykle trudnym jest takie ich przedstawienie, aby
wszystkie aspekty zostaty w réownym stopniu uwypuklone. W zdecydowanej wiekszosci Doktorantka

podotata temu trudnemu zadaniu.

Dyskusja napisana jest w sposdb wyczerpujacy i bardzo ciekawy, swiadczy o duzej znajomosci

tematu przez Doktorantke. Whnioski sg trafne i syntetycznie ujete.

Autorka rozprawy cytuje 193 prace zaréwno anglojezyczne jak i polskojezyczne. Wsrod cytowanych
prac ponad piecdziesiat jest z lat 2013-2015, co $wiadczy o bardzo aktualnym piSmiennictwie. Czasami
w pracy Autorka pomija cytowania, szczegélnie jest to wazne we fragmentach, w ktérych méwi o tym,
iz ,wielu autoréw uwaza” czy ,opisywana jest w literaturze” (strona 21), a nie podaje tej literatury w

tym miejscu, czy nie podaje wspomnianych autoréow (strona 53).

Praca napisana jest poprawnie pod wzgledem formalno-jezykowym. W pracy Autorka nie ustrzegta
sie jednak drobnych bteddw stylistycznych oraz interpunkcyjnych, a takze czasami tzw. Zzargonu
naukowego. Niezbyt trafne sformutowanie odnajdujemy na stronie 38: , Czyli tym samym biofilm aby
nie zging¢ z powodu braku pokarmu lub samozatrucia metabolitami wydala zwigzki $wiecace
informujace o koniecznos$ci zaprzestania rozmnazania”. W mojej opinii szczegodlnie sformutowanie:
Wwydala zwigzki swiecqce” jest nieprawidlowe. W pracy nie zostata takze ujednolicona nomenklatura
dotyczaca nazewnictwa grup bakterii, tj. bakterie Gram-ujemne oraz Gram-dodatnie pisane sq w rézny

sposob: jako Gram+, gram dodatnie czy Gram-dodatnie, a takze G+ oraz G-.

Powracajac do tego, co jest w mojej opinii najwazniejszym aspektem ocenianej rozprawy, nalezy
stwierdzi¢, iz mgr Joanna Nowicka w swojej pracy doktorskiej uzyskata bardzo ciekawe i wazne
naukowo wyniki. Do najwazniejszych wynikéow rozprawy doktorskiej mgr Joanny Nowickiej zaliczy¢

nalezy:



1. stwierdzenie, iz najbardziej podatnym materiatem na tworzenie biofilmu okazujg sie implanty
stalowe, a najbardziej opornym implanty pokryte warstwa nanokrystalicznego diamentu;

2. wskazanie, iz szczepy S. haemolyticus wykazuja wiekszg anizeli S. epidermidis wrazliwosé na
antyseptyki i peptyd Camel i jednoczesnie wiekszg niz S. epidermidis opornos¢ na antybiotyki;

3. wykazanie, iz peptyd Camel zmniejsza zdolnosci adhezyjne gronkowcow i tworzenie biofilmu;

Bardzo interesujacym wnioskiem o zastosowaniu praktycznym jest ten mowiacy o tym, Zze materiatem

na ktérym gronkowce tworzyty biofilm w najmniejszym stopniu, byt nanokrystaliczny diament.

Przedstawiona mi do recenzji praca pt. ,Wplyw wybranych zwigzkéw przeciwdrobnoustrojowych na
tworzenie biofilmu przez szczepy gronkowcéw na implantach ortopedycznych” wymagata duzej
pracowitosci i doktadnosci, aby uzyskac¢ wyniki mozliwe do interpretacji. Przedstawione w niniejszej
recenzji uwagi krytyczne i pytania w Zzadnym stopniu nie umniejszaja wartosci naukowej
przedstawionej pracy i sg elementem dyskusji z Doktorantkg. Warto podkresli¢, iz wyniki badan byty

opublikowane w jednej pracy, a takze prezentowane na 3 konferencjach naukowych.

Podsumowujgc pragne stwierdzié¢, iz rozprawa doktorska mgr Joanny Nowickiej zostata dobrze
przygotowana i wykonana, uzyskano cenne wyniki. Stwierdzam iz: "Rozprawa doktorska spetnia
warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pézn. zm.)".

Zwracam sie do wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu z
uprzejma prosba o dopuszczenie mgr Joanny Nowickiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego

oraz wyréznienie i nagrodzenie rozprawy doktorskiej.
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