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zastepce przewodniczgcego Rady Dyscypliny Nauki Medyczne prof. dr hab. Marzene
Podhorska-Okotow

Zapalenie kosci i szpiku o etiologii bakteryjnej to narastajacy proces zapalny w obrebie
tkanki kostnej. Odpowiedz organizmu na obecnosé drobnoustrojéw oraz uszkodzenia tkanki
kostnej, bedace efektem rozwoju biofilmu, prowadzi do destrukcji macierzy kostnej oraz
ukladu naczyniowego, a w efekcie do martwicy kosci i odlaczenia sie jej fragmentow
nazwanych martwakami lub sekwestrami. Gronkowiec zlocisty jest jednym z najczestszych
czynnikoéw etiologicznych zakazen kosci. Analizy epidemiologiczne sugerujg jego obecnosé u
40 % przypadkéw wszystkich zakazen kodci. Wyniki badan wielu autoréw wykazaly, ze S.
aureus  cechuje si¢ zdolnoscig do sekwestracji kosci nawet bez udziatu ukladu
immunologicznego. Rozwéj komérek w formie biofilmu na powierzchniach kostnych
doprowadza do okresowych zmian wartodci pH w mikrosrodowisku tej struktury i uszkodzen
macierzy kostnej. Gronkowiec zlocisty jest w stanie wnikng¢ pod powierzchnie kosci i
rozwijaé si¢ w tym obszarze unikajac odpowiedzi immunologicznej. W badaniach licznych
autorow stwierdzono zdolnos¢ biofilmu gronkowca zlocistego do rozkladu i zywienia sie
roznego rodzaju komérkami pacjenta — w tym osteoblastami. Poszukiwanie nowych
rozwigzan w zwalczaniu biofilmu oraz terapii i profilaktyki zwigzanych z nim zakazen kosci
jest nie tylko zasadnym, ale coraz pilniejszym do rozwigzania problemem badawczym. Tak
wige temat pracy doktorskiej lekarza medycyny Arkadiusza Janusza uwazam za jak
najbardziej aktualny, godny opracowania.

Do oceny otrzymalam egzemplarz pracy liczagcej 122 strony lacznie z tabelami,
wykresami i zdjeciami. Praca ma typowy uklad przyjety w tego typu opracowaniach. W
dobrze napisanym i zwieztym wstepie (str. 1-14) Autor przedstawit charakterystyke zapalen
kosei i szpiku, uwzgledniajac ich podzial, patogenezg, mikrobiologie zakazen kosci dotyczaca

biofilmu gronkowca zlocistego jako czynnika etiologicznego.



W dalszej czgs$ci wstepu Autor omawia profilaktyke i leczenie zakazen kosci z
wykorzystaniem antybiotykéw oraz ich nosnikow. W rozdziale tym przedstawiono takze
informacje dotyczaca biocelulozy bakteryjnej. W przedstawionej mi do recenzji pracy
brakowato mi wykazu zastosowanych skrotéw, co nalezatoby uzupetni¢ w manuskrypcie.

Cel pracy (str. 15) zostal jasno okreslony, zamierzenia badawcze doktoranta dotyczyty
m.in. oceny skutecznosci prototypowych nosnikow biocelulozowych w profilaktyce zakazen
kosci. Dziatanie no$nikéw oparto na oddzieleniu (sekwestracji) drobnoustrojéw i utrudnieniu
ich adhezji — co mialo uniemozliwi¢ formowanie si¢ agregatow komorek bakteryjnych i w
konsekwencji mogloby zmniejszy¢ ryzyko powstania biofilmu oraz rozprzestrzeniania sie
infekcji.

W rozdziale Materialy i Metody (str. 16-34) Autor przedstawila charakterystyke oraz
pochodzenie badanego materialu. Przedmiotem badan bylo 49  szczepéw gronkowca
zlocistego MRSA  wchodzacych w  skiad kolekeji Katedry i Zakladu Mikrobiologii
Farmaceutycznej i Parazytologii Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu oraz 1 szczep referencyjny pochodzacych z Amerykanskiej Kolekcji Szczepoéw
Wzorcowych (ATCC 33591). Profil antybiotykoodpornosci badanych szczepoéw okreslono
zgodnie z obowigzujacymi metodami w tego typu badaniach. W kolejnych etapach
eksperymentoéw zastosowano substancje przeciwdrobnoustrojowe wprowadzone do nosnikow.
Oceniajgc zdolnos¢ szezepow S, aureus do produkcji biomasy biofilmowej na powierzchni
polistyrenowej. Zalozeniem pracy byla takze m.in. ocena zdolnosci szczepow gronkowca
zlocistego do tworzenia biofilmu na hydroksyapatycie i kodciach udowych szczuréw. W
dalszym etapie badan Autor dokonal oceny Minimalnego Stezenia Hamujacego i
Minimalnego Stezenia Eradykujacego biofilm wybranych zwigzkow
przeciwdrobnoustrojowych wzgledem gronkowca zlocistego. W tej czesci pracy doktorant
przedstawil metode wytwarzania i oczyszczania no$nika biocelulozowego, charakterystyke
tego nosnika oraz syntez¢ kompozytu biocelulozowo-hydoksyapatytowego [BC-HA].
Rozdzial ten zawiera szczegolowy opis wszystkich zastosowanych w badaniach metod oraz
analiz¢ statystyczng w ktérej wykorzystano rézne programy, testy i metody. W rozdzial
obliczenia statystyczne nieprawidtowo podano strong (w spisie tredci jest to str. 36 a w tekscie
pracy str. 35), co bedzie wymagalo korekty w manuskrypcie.

Wyniki badan (str, 36-87 ) lek. med. Arkadiusz Janusz przedstawil w 9 tabelach. 6
zdjeciach oraz na 28 wykresach. Rozdzial ten zostal dobrze opracowany, na podkreslenie
zastuguje czytelne przedstawienie wynikéw badan w formie tabel, zdjec 1 wykresow, ktore

doskonale obrazujg uzyskane wyniki.



W badaniach wiasnych Autor podjat si¢ sprawdzenia w badaniu in vitro potencjalnej
przydatnosci no$nika z bakteryjnej celulozy, poddawanego réznego typu modyfikacjom, w
charakterze okladziny na powierzchnie kostne, hamujace penetracje gronkowcow ztocistych i
tworzenie struktury biofilmu. Uzyskane wyniki scharakteryzowal pod katem wiasciwosci
fizycznych wykazujae wysoka zdolnogé bakteryjnej celulozy do pochtaniania plynow, ktora
czgSciowo zmniejszona byla w nosnikach zawierajgcych hydrokstapatyt, z kolei nosniki
hydroksyapatytowe uwalniaty plyn w czasie dluzszym niz nogniki niezmodyfikowane. Za
pomocg  zréznicowanych technik obejmujacych mikrobiologiczne metody ilosciowe,
pélilosciowe i oraz wizualizacje z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej Autor ocenil
zdolnos¢ 50 szczepéw  gronkowca zlocistego  MRSA do tworzenia biofilmu na
powierzchniach ptlaskich i porowatych zawierajgcych hydroksyapatyt oraz na kosciach
dlugich szezuréw. Doktorant dokonal tez oceny  wrazliwosci tych szezepow na antybiotyki
gentamycyne, lewofloksacyne, oritawancyne oraz alkaloidu roslinnego chelerytyny. Na
podstawie uzyskanych wynikow badan Autor wskazal na istotny wplyw zmiennosci
wewngtrzgatunkowej oraz zastosowanych ukladéw badawezych na analizowane parametry.
Oceniajac cytotoksycznosé i tempo zasiedlania nosnikow przez komorki kosciotwoéreze Autor
wykazat ich wysoka biokompatybilnogé, Przy czym najwyzsza wartoscig tego parametru
cechowaly si¢ nosniki zawierajace hydroksyapatyt. W rozdziale tym zauwazono niezgodnosé
stron dotyczacych tabeli 3 ( w tekscie jest na str. 46, a w spicie jest to str. 47). Podobnie jak w
przypadku wykresu 6 ( w tekscie pracy jest na str. 45, a w spisie jest na str. 46).

W rozdziale dyskusja (str.88-102) Doktorant omawia wyniki wlasne w $wietle badan
innych autoréw. Dyskusja przeprowadzona jest rzeczowo. dane z literatury przytoczone
zostaly prawidlowo i $wiadcza o krytycznym podejsciu do interpretacji wynikéw badan
wiasnych, a takze dowodza wszechstronnosei umiejgtnodei pracy naukowe; Kandydata.

Na zakonczenie pracy Autor przedstawia 8 wnioskéw (str.103-104), ktére sa bardzo
dobrze sformutowane i majg uzasadnienie w wynikach badan.

Na uznanie zastuguje réwniez znakomicie Opracowane streszczenie pracy (str.109-112),
ktore w zwigzlym nowoczesnym stylu oddaje meritum pracy.

Pismiennictwo  (str.113-122)  zawiera liczbg 69 cytowanych prac, gtownie
anglojezycznych. Stanowi ono silng pozycje dysertacii, gdyz jest $cisle tematycznie i
pochodzi z ostatnich lat. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze 27 cytowanych prac zostalo
opublikowanych w latach 2015-2021. Warto zwroci¢ takze uwage na to, ze lek. med.
Arkadiusz Janusz przytacza prace nie tylko autoréw zagranicznych, ale takze 17 pozycji

pi$miennictwa polskiego.



Z obowiazku recenzenta cheg zwrdci¢ uwage, na fakt, ze w tej czesdci pracy znaleziono
nieliczne uchybienia zwigzane z brakiem cytowania poz. 10 w tekscie pracy, czy tez jak w
poz. 48 1 49 (nie podano skrétow czasopisma); brak tez tomu czasopisma, poz. 40
nieprawidlowo cytowany tom i zeszyt, co bedzie wymagato korekty przy przygotowaniu
pracy do druku.

Za szczegdlng wartos¢ pracy uwazam to, ze Autor wykazal, ze zdolno$¢ gronkowcow
ztocistych do tworzenia biofilmu w duzej mierze zlezy od zastosowanej powierzchni
wzrostowej oraz od zastosowanego ukladu badawczego. Nosniki z bakteryjnej celulozy
cechujg si¢ pozadanymi parametrami fizycznymi predysponujacymi je do zastosowania w
charakterze okladzin na kosci. Dodatek hydroksyapatytu do bakteryjnej celulozy podnosi
tempo zasiedlania tego nosnika przez komorki kosciotworcze, osteoblasty. Nogniki z
bakteryjnej celulozy zawierajace antybiotyki cechujg si¢ wysoka skutecznosciag w aspekcie
hamowania penetracji gronkowca zlocistego przy uwzglednieniu wrazliwosci danego szczepu
na okreslony antybiotyk.

[stotne znaczenie majg takze wlasne obserwacje Doktoranta z ktérych wynika, ze nogniki

z bakteryjnej celulozy zawierajace hydroksyapatyt oraz chelerytyne cechujg sie
najkorzystniejszymi lgcznymi parametrami w aspekcie jego zastosowania jako okladziny
hamujacej penetracje gronkowca zlocistego na powierzchnie kosci.
Podsumowujac stwierdzam, ze oceniana praca ze wszech miar odpowiada wymogom
stawianym rozprawom doktorskim, stanowi ona cenny wkiad w rozwdj wiedzy nad nowymi
mozliwosciami terapii zainfekowanych ran przewleklych i dowodzi dojrzatosci naukowej
Kandydata. Pragne podkresli¢, ze pracg doktorska lek. med. Arkadiusza Janusza cechuje
aktualno$¢ omawianej problematyki oraz walory poznawcze i praktyczne. Uwazam, ze
problem naukowy ocenianej pracy zostal postawiony i rozwigzany prawidtowo. Cel pracy
zostal osiagniety, uzyskane wyniki stanowily podstawe do wyciagniecia rzeczowych
wnioskow.

W zwigzku z powyzszym oceniajac pozytywnie przedstawiong prace stwierdzam, ze
rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003
roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U Nr 65, poz. 595, z pézn. zm) i przedstawiam Radzie Dyscypliny Nauki Medyczne
Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu wniosek o dopuszczenie lek.

med. Arkadiusza Janusza do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Wroclaw, 28 kwietnia 2022.
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