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Zakazenia wystepujace u pacjentéw z wprowadzonym wszczepem sg istotnym problemem w
chirurgii implantacyjnej. Wszczepy moga by¢ naturalne (wlasne tkanki) lub sztuczne,
wykonane z biomateriatow. Dlatego w przypadku tych drugich zakazenia okolowszczepowe
nosza nazwe zakazen zwigzanych z biomaterialem (BAls — Biomaterial Associated
Infections). Wszczepy maja szerokie zastosowanie W zabiegach ortopedycznych (endoprotezy
stawow), w traumatologii narzadu ruchu (ptytki i Sruby/wkrety do stabilizacji osteosyntezy
plytkowej, gwozdzie $rodszpikowe i stabilizatory zewnetrzne), w chirurgii stomatologicznej i
szczekowo-twarzowej (implanty stomatologiczne i uzupetnienia ubytkéw w chorobach
nowotworowych), w kardiochirurgii (sztuczne zastawki, wszczepy naczyniowe) oraz w
neurochirurgii (zastawki).

Zakazenia okolowszczepowe moga doprowadzi¢ do nieprawidiowego zrostu lub braku zrostu
odtaméw kostnych, do zapalenia skéry i blon Sluzowych, réwniez do zakazen
ogblnoustrojowych, zwlaszcza u pacjentow poddanych leczeniu immunosupresyjnemu.
Powiklania te przedtuzaja hospitalizacje, zwigkszaja koszty leczenia, a czesto obnizaja,

jakos¢, w tym funkcjonalnos$¢ zycia pacjentow.

Wiasnie tym zagadnieniom jest po$§wigcona oceniana praca, gdzie nadrz¢dnym celem jest
scharakteryzowanie pod wzglgdem fenotypowym i genotypowym szczepow gronkowcow
koagulazoujemnych, przede wszystkim S. epidermidis 1 S. haemolyticus, czynnikow

etiologicznych zakazen zwiazanych ze stosowaniem biomaterialéow w implantach

ortopedycznych.



Autorka niniejszej pracy podijeta si¢ ambitnego zadania — proby odpowiedzi na pytanie, jaka
jest wrazliwos¢ tych drobnoustrojow na wybrane przeciwgronkowcowe antyseptyki i
endogenny antybiotyk peptydowy, i jaki te zwiazki przeciwdrobnoustrojowe maja wplyw na

adhezje, tworzenie biofilmu oraz dojrzaty biofilm utworzony na implantach ortopedycznych.

Calo$¢ pracy, bardzo obszerna stanowi: 207 stron tekstu o typowym ukladzie dla rozpraw
doktorskich, tj. wprowadzenie, wstep, cel pracy, materiat i metody, wyniki, dyskusja, wnioski i
streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Ponadto na poczatku pracy umieszczono wykaz
skrotéw uzytych w tekscie, spis tabel, rycin i wykreséw. Dodatkowo jest takze zamieszczony
skan dokumentu wydanego przez Komisje Bioetyczna przy AM we Wroctawiu wyrazajacego
zgode przeprowadzenie badania bedacego podstawa do ocenianej rozprawy doktorskiej. Wykaz
pi$miennictwa (193 pozycji) zawiera wiele pozycji prac polskich i zagranicznych. Niestety,
wykaz alfabetyczny (dopuszczalny i czgsto praktykowany w pracach doktorskich), a nie
kolejnosé cytowania, bardzo utrudnia czytajacemu celowos¢ oraz prawidlowose cytowania. Na
poczatku pracy zamieszczono liste zawierajaca tytuly: pracy oraz wystapien na zjazdach i

konferencjach, w ktorych byly wykorzystane czgéciowe wyniki badan ocenianej rozprawy.

W bardzo ciekawym wstepie Autorka opisuje biomateriaty i implanty stosowane w ortopedii.
Nastepnie bardzo szczeg6étowo charakteryzuje szczepy gronkowcow koagulazoujemnych, w
tym omawia morfologie, wyznaczniki chorobotworczosci, znaczenie kliniczne, opornos¢ na
antybiotyki, ich wptyw na ukfad immunologiczny dla dwoch gatunkow S. epidermidis S.
haemolyticus. Dalej Doktorantka podaje najwazniejsze informacje dotyczace biofilmu, opisujac
poszczegblne etapy formowania si¢ biofilmu, oraz charakteryzuje szczepy gronkowcowe
tworzace ta strukture. Takze bardzo ciekawe sa podrozdzialy omawiajace zakazenia na
oddziatach ortopedycznych zwigzane ze stosowaniem biomateriatéw i mozliwosci ograniczenia
tworzenia biofilmu na powierzchniach implantéw. W ostatniej czgsci wsigpu zawarte sg
informacje dotyczace zwiazkéw przeciwdrobnoustrojowych zastosowanych w pracy, w tym
antybiotykow (cefazoling - stosowana w profilaktyce okolozabiegowej i gentamycyne —
najczesciej stosowana w miejscowej aplikacji), antyseptykow jak chlorheksydyna czy

dichlorowodorek oktenidyny i maty peptyd przeciwdrobnoustrojowy o nazwie Camel.



Nadrzednym celem pracy jest jej aspekt praktyczny. Mianowicie Pani magister Joanna
Nowicka w swej pracy przeprowadzita analizg wplywu wybranych zwiazkow
przeciwdrobnoustrojowych na proces tworzenia a takze eradykacje struktur biofilmu
tworzacego si¢ na stalowych, tytanowych i pokrytych nanokrystalicznym diamentem
wkretach do kosci korowej. Cel pracy zrealizowata poprzez scharakteryzowanie wlasciwosci
feno- i genotypowych szczepéw CNS izolowanych, jako czynniki etiologiczne zakazen u
pacjentéw ortopedycznych, nastgpnie okreglita ich wrazliwo$¢ na wybrane Srodki
przeciwgronkowcowe, na koniec przeprowadzila analiz¢ wptywu tych $rodkéw na adhezjg i

tworzenie sie oraz na dojrzaty biofilm utworzony na implantach ortopedycznych.

Material i metody przedstawiono bardzo doktadnie, az na 30 stronach maszynopisu, opisujac
szczegbtowo pochodzenie szczepow CNS (kliniczne, z biomateriatow i referencyjne), a na
zdjeciach zademonstrowano biomateriaty wykorzystane do badan -trzy wkrety — implanty do
osteosyntezy. Omoéwiono takze wszystkie metody zastosowane W ocenianej rozprawie.
Szczegdlowo opisano metodg oceny zdolnosci wytwarzania §luzu przez gronkowce — test
CRA, metode ptytkowa Christensena — ocena zdolnosci wytwarzania biofilmu, takze metody
oceniajace whasciwosci hydrofobowe badanych szczepow gronkowcowych. W drugiej czgsci
oméwiono metody okreslajace wrazliwos¢ analizowanych szczepéw na wybrane antybiotyki
(jakosciowe i ilosciowe), nastgpnie metody genetyczne umozliwiajace okreslenie czestoscei
wystgpowania genéw majacych wptyw na tworzenie biofilmu. Opisano takze metody
(jako$ciowa i ilosciowa) oceniajace tworzenie sie biofilmu gronkowcowego na wkretach, oraz
metody oceniajace wplyw wybranych $rodkéw przeciwgronkowcowych na rézne formy
biofilmu. Na koniec oméwiono zastosowane metody mikroskopowe tj. mikroskopii
elektronowej, laserowej 3D oraz konfokalne;j.

W oznaczeniach statystycznych wykorzystano odpowiednie testy (test T- Studenta, Manna-

Whitneya, test Chi?, test Fishera czy test trendu Cochrana- Armitagea.).
Wyniki przedstawiono na 55 stronach maszynopisu, dane- wyniki zebrano w 14 tabelach, a
tekst zilustrowano 42 wykresami i 28 zdjgciami, w tym zdj eciami z mikroskopu laserowego

3D, mikroskopu skaningowego oraz konfokalnego.

Wyniki podzielono na 3 czgsci.



Pierwsza z nich to charakterystyka feno- i genotypowa analizowanych szczepéw. Nie
wykazano réznic istotnych statystycznie w ocenie zdolnosci produkcji $luzu u analizowanych
gatunkach CNS, chociaz szczepy S. haemolyticus produkujace $luz czesciej izolowano z krwi
i wymazo6w z ran, natomiast z biomateriatéw szczepy S. epidermidis.

Co do mozliwosci tworzenia biofilmu, szczepy z gatunku S. haemolyticus wykazaly istotnie
statystycznie, wigksza zdolno$¢ do tworzenia biofilmu, Co cickawe, na biomateriatach byty to
szczepy S. epidermidis i ani jeden szczep z gatunku S. haemolyticus.

Dalej nie wykazano réznic istotnych statystycznie, W ocenie hydrofobowosci pomigdzy
gatunkami, traktujac poszczegdlne kategorie hydrofobowosci, jako zmienng porzadkowa.

U szczepow S. haemolyticus wykazano wyZsza oporno$¢ na zastosowane antybiotyki. W
zakresie charakterystyki genotypowej istotnie statystycznie czgéciej wykazano u szczepow S.
epidermidis wystgpowanie genow operonu, icaADBC (odpowiedzialne za wytwarzanie PIA).
Geny embp (odpowiedzialne za adhezje specyficzna), bhp (istotne w fazie akumulacji
biofilmu), aap (istotne w fazie akumulacji biofilmu), aflE (odpowiedzialne za adhezjg

specyficzng) istotnie statystycznie czedciej wystgpowaly u szczepy S. epidermidis.

W drugiej czesci wynikoéw Doktorantka ocenila tworzenie biofilmu przez szczepy
gronkowcowe na implantach (wkretach) do osteosyntezy.

Analiza jakosciowa zdolnoéci tworzenia biofilmu na wkretach do kosci korowej wykazata, ze
biomateriatem najbardziej podatnym do tworzenia biofilmu okazaly si¢ wkrety stalowe,
najbardziej opornym implanty pokryte warstwa nanokrystalicznego diamentu. W ocenie
ilogciowej stwierdzono, ze szczepy S. epidermidis czedciej tworzyly biofilm. Ilosciowa ocena
z oznaczeniem, CFU/ml, mikroskopia skaningowa 1 konfokalna wykazaly korelacje z metoda
jakosciowa. W efekcie tych badan mozna stwierdzié, ze biomateriatem, na ktorym biofilm
tworzyl si¢ najwolniej byt nanokrystaliczny diament, a dominujacym gatunkiem tworzacym

biofilm byt gatunek S. epidermidis.

Trzecia  czg§¢  wynikéw  dotyczy  oceny wplywu  wybranych zwigzkow
przeciwdrobnoustrojowych na proces adhezji i formowania biofilmu na wkretach do kosci
korowej oraz skutecznosci preparatow w redukeji dojrzalej struktury biofilmu. Po okresleniu
MIC w hodowli planktonowej i biofilmie wszystkich stosowanych do oceny Zwigzkow

ustalono, ze: dichlorowodorek oktenidyny nie wykazat istotnej roznicy na tworzenie biofilmu



pomiedzy analizowanymi gatunkami, natomiast wplyw tego antyseptyku na redukcje
utworzonego biofilmu byl wigkszy w przypadku szczepéw S. haemolyticus.

Chlorheksydyna w ocenie wykazata wplyw zar6wno na tworzenie (biomasa biofilmowa), ale
tez na eradykacje, biofilmu tworzonego przez szczepy S. haemolyticus.

Wplyw cefazoliny i gentamycyny na formowanie jak i eradykacj¢ biofilmu byl zalezny od
zastosowanego stezenia zwigzku, (co jest oczywiste).

Natomiast peptyd Camel wplywal hamujaco na zdolnosci adhezyjne gronkowcow ito

proporcjonalnie do stezenia odpowiadajacego wielokrotnosei, MIC.

Dyskusja zostata przedstawiona na 28 stronach rozprawy. Jest to moim zdaniem
najcenniejsza cz¢$é pracy. Dyskusja nad wynikami zostala przeprowadzona przez Autorke w
staranny oraz rzeczowy sposéb i w oparciu o wlasciwie zebrang literaturg. Doktorantka z
duza swoboda i doskonata znajomoscia tematu poréwnuje kolejno swoje wyniki badan z
danymi z pi$miennictwa $wiatowego (w tym polskiego) dotyczacego patomechanizmu
zakazeti zwigzanych z implantacja biomateriatu z zabiegach ortopedycznych. Czgsto wyniki

autorki pracy potwierdzajg niektore dyskusyjne spostrzezenia badaczy.

Whioski

Doktorantka koriczy swa prace o$mioma logicznymi wnioskami, bezposrednio wynikajacymi
z wynikéw przeprowadzonych badaf. Wszystkie z nich odpowiadaja na postawione cele
pracy, tym niemniej dwa z nich to wnioski praktyczne wskazujace na najmniejsze zagrozenie
tworzenia biofilmu na powlokach z nanokrysytalicznego diamentu, oraz wigkszej
skutecznodei redukcji biofilmu przy zastosowania badanych antyseptykow w przypadku

biofilmu tworzonego przez szczepy S. haemolyticus..

7 obowigzku recenzenta musze wypunktowaé kilka niedociagnigé, ktore wkradty si¢ W
tekscie pracy. Mianowicie w rozdziale Wyniki na str 112 ma by¢ “dotyczy zdje¢ 15- 22”7 a nie
13- 22. W rozdziale Dyskusja na str 175 zla cytacja poz. 185, czy na str 176 brak numeru
cytacji (Dawgul). W calosci tekstu brak cytacji zamieszczonych w spisie Pismiennictwa, a
mianowicie: poz. 32, 73, 118,151,160, 179,182, 188, 193.

Dalej zta cytacja poz. 50 to Fey a nie Christen.



W Pi$miennictwie w poz. 89, 102 brak roku wydania. Poz. 13, 20, 73, 75, 132 nie zaznaczono
czy te pozycje to prace doktorskie czy habilitacyjne.

Takze prosze o wyjasnienie, dlaczego w metodyce pracy do oceny skutecznosci dzialania
cefazoliny i gentamycyny na tworzenie biofilmu uzywano szczepu S. epidermidis, a dla
peptydu Camel S. haemolyticus.

Na koniec, prosze o poprawe literéwki oraz kilku niezrecznosei stylistycznych oraz
uwzglednié czcionke pochyta w nazwach gatunkowych drobnoustrojow w przysztych
publikacjach. Takze w przyszlych publikacjach nalezy poprawi¢ jakosc zdjg¢, ktore

niewatpliwie stanowig jeden z cenniejszych elementow pracy.

Chciatam jednak podkreslié, ze praca (pomimo kilku powyzej wymienionych niedociagnigdé
edytorskich i innych) zostala bardzo starannie przygotowana i wykonana, z uwzglednieniem

nowoczesnych metod badawczych, wpisuje si¢ w cenny dorobek naukowy.

W podsumowaniu, chciatabym przedstawié¢ kilka szczeg6lnie istotnych elementow
nadajacych nowatorski charakter pracy, sq nimi:
e Zastosowanie endogennych peptyddéw przeciwdrobnoustrojowych, jako jednego ze
zwiazkow przeciwdrobnoustrojowych
e Testowanie nowych materiatéw z warstwa nanokrystalicznego diamentu
o Testowanie wplywu niektérych $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych na dynamike
tworzenia si¢ biofilmu
Takze na szczeg6lne wyrdznienie zastuguje fakt wykorzystania i znajomos¢ literatury tematu
z réznych $rodowisk: mikrobiologicznych, weterynaryjnych, inzynieryjnych (biomateriaty)

czy ochrony srodowiska.

W $wietle powyzszych danych pracg oceniam wysoko i uwazam, ze rozprawa doktorska p.t.
,Wplyw wybranych zwiazkéw przeciwdrobnoustrojowych na tworzenie biofilmu przez
szczepy gronkowcdw na implantach ortopedycznych” wykonana przez

Pania mgr Joanne Nowicka, w pelni spefnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 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 pézn. Zm.).



W zwiazku z powyzszym stawiam wniosek do Wysokiej Rady Wydzialu Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu o dopuszczenie Pani Joanny Nowickiej do

dalszych etapow postgpowania przewodu doktorskiego.
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