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W ostatnim dziesiecioleciu znaczaco wzrosta liczba pacjentéw leczonych w zakresie choréb
narzadu ruchu. Dotyczy to zardwno dzieci jak i osoby doroste, ale szczegoOlnie pacjentow w
podesztym wieku. Swiatowa Organizacja Zdrowia nazwala te ostatnie dziesie¢ lat dekada
choréb kosci i stawow, a chirurgie ortopedyczna ,.Chirurgia ryzyka i niepewnych gwarancji”.
7akazenie kosci, ktore moze by¢ efektem réznych sytuacji klinicznych (efekt dtugotrwatego
procesu zapalnego stawow, urazéw- ztaman otwartych oraz wprowadzenie biomateriatu —
wszezepdw W zaopatrywaniu chirurgicznym) stanowi bardzo powazny problem nowoczesnej
medycyny. Zakazenia zwiazane z wprowadzeniem ciata obcego (Biomaterial Associated
Infections- BAI) to zakazenie implantu. Jest nastepstwem kompleksowej reakcji miedzy
gospodarzem, drobnoustrojem, a cialem obcym, W nastepstwie tworzenia biofilmu.
Najczestszym czynnikiem sprawczym W sakazeniu kosci diugich sa szczepy gronkowca
zhocistego, ktore posiadaja szczego6lng zdolnos¢ do tworzenia struktur biofilmu.

Niestety mimo, prowadzenia prawidlowej diagnostyki oraz stosowania zgodnie Zz
rekomendacjami terapii, skutecznos¢ kliniczna infekcji kosci dtugich jest niezadawalajaca.
Wynika to z jednej strony z wysokiej opornosci na leki przeciwdrobnoustrojowe czynnikow
etiologicznych wywotujacy t3 infekcje (szczepy ,,biofilmowe”™), a z drugiej z charakteru tkanki,
jaka jest kos¢, w ktorej toczy si¢ proces, trudnej do przenikania i osiggnigcia odpowiedniego
stezenia leku. Najskuteczniejszym postepowaniem W zakazeniu kosci jest potaczenie

prawidtowego leczenia chirurgicznego wspomaganego racjonalng antybiotykoterapig.



Autor niniejszej pracy podjat si¢ ambitnego zadania — proby odpowiedzi na pytanie czy istniejg
antybiotyki i nowe $rodki przeciwdrobnoustrojowe skuteczne w eradykacji biofilmu, ktéry
tworza najczestsze czynniki etiologiczne, jakim sa szczepy Staphylococcus aureus (S.a),
powodujace zakazenia kosci dtugich.

W tym celu w etapie wstgpnym scharakteryzowat skolekcjonowane szczepy gronkowcowe
izolowane z zakazen kosci u ludzi, pod wzgledem ich wrazliwosci na wybrane, najczesciej
stosowane w praktyce w leczeniu zakazen kosci antybiotyki, oraz okreslit zdolno$ci badanych
szczepéw S.a do tworzenia biofilmu réznymi metodami badawczymi, stosujac roézne warunki
atmosferyczne, odzywcze i rozne powierzchnie jak krazki i proszek hydroksyapatytowy oraz
powierzchni¢ kosci udowych szczurow. Zasadniczym celem poznawczym pracy, jak
wspomniano powyzej, bylo oszacowanie skutecznosci wybranych antybiotykéw i nowych
srodkéw przeciwdrobnoustrojowych, niestosowanych w rutynowej praktyce klinicznej w

usuwaniu (eradykacji) biofilmu tworzonego przez szczepy S.a, wezesniej scharakteryzowane.

Calo§¢ pracy stanowi: 98 stron tekstu o typowym uktadzie dla medycznych prac
do$wiadczalnych. Praca zawiera: wstep, cel pracy, material i metody, wyniki, dyskusje,
whnioski i streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Ponadto na poczatku pracy umieszczono
spis tabel, zdje¢ oraz wykresow wraz z numeracja stron, na ktorych sie znajduja. Szkoda tylko,
7e numeracja ta nie zgadzala si¢ z rzeczywistosciag wystgpowania w tekscie, co nieco utrudniato
prace czytajgcemu, oraz numeracja si¢ powtarza (np. wystepuje dwa razy - wyk. 9).

Wykaz pi$miennictwa zawiera 84 pozycji prac polskich i zagranicznych zwigzanych z
tematyka pracy doktorskiej. Na szczegolne podkreslenie zastuguje fakt zamieszczenia w spisie
i cytowanie wielu znaczacych pozycji prac pochodzacych z ostatnich lat.

7 obowiazku recenzenta stwierdzam, ze poz. 15 w spisie piSmiennictwa nie jest cytowana w

tekscie pracy.

Wstep

W bardzo ciekawym wstepie zawartym na 37 stronach tekstu, Autor omawia W sposob
szczegOtowy problem biofilmu, jako formy zycia i przetrwania drobnoustrojow, podaje obecng
definicje tego zjawiska, omawia poszczegolne etapy tworzenia si¢ biofilmu. W rozdziale
po$wieconym zagadnieniu bakterii z gatunku Staphylococcus aureus, Doktorant zawiera

bardzo szczegélowe informacje dotyczace tego drobnoustroju oraz tworzeniu biofilmu



gronkowcowemu pod kontrolg lub niezaleznie od operonu icaABCD. Wlasnie te rozdziaty
zastuguja na szczeg6lne wyréznienie i dowodza wiedzy na ten temat. Autor, jako klinicysta
musial doglebnie przestudiowa¢ te problemy. W dalszej czesci wstgpu Pan lek med. Andrzej
Reetz omawia diagnostyke zakazen kosci, ich klasyfikacje, etiologie oraz metody leczenia. W
ostatniej czesci wstepu przedstawia nowe mozliwosci rozwigzan stuzacych profilaktyce i
leczeniu zakazen kosci. I wlasnie ta czg$é wstgpu bezposrednio nawiazuje do nadrzgdnego celu
pracy Autora, ktory ma przede wszystkim aspekt kliniczny. Mianowicie Pan lek med. Andrzej
Reetz w swej pracy zajat si¢ problemem oceny skutecznodci dzialania wybranych
antybiotykow (zalecanych w rekomendacjach do leczenia zapalefi kosci) i nowych $rodkow
przeciwdrobnoustrojowych, niestosowanych w rytynowej praktyce klinicznej.

Z obowigzku recenzenta zauwazam, 7€ obecnie nie uzywa si¢ juz definicji Zakazenia szpitalne,

tylko Zakazenia zwigzane z opicka zdrowotng (HAI -healthcare associated infection ).

Materiat i metody

Material i metody przedstawiono bardzo dokladnie na 12 stronach maszynopisu, opisujac
metody umozliwiajgce charakterystyke wybranych 24 szczepow MRSA i 24 szczepow MSSA
izolowanych z zakazen kosci dlugich cztowieka, pod wzgledem ich profilu
antybiotykoodpornosci oraz okredlenia ich zdolnosci do tworzenia biofilmu na roznych
materiatach, w tym na kosciach udowych szczuréw, w rdznych warunkach atmosferycznych i
odzywczych. Zdaniem recenzenta wlasnie ta cze$¢ badan jest najcenniejsza ze wzgledu
zblizenie warunkéw badan (symulacje) do warunkow rzeczywistych w przebiegu infekcji kosci
u ludzi. Dodatkowo poza metodami mikrobiologicznymi zastosowano W badaniach
wizualizacje w mikroskopii skaningowej. Analizg statystyczng wynikéw przeprowadzono przy
pomocy testu Manna Whitney’a oraz Kruskala- Walisa z analizg post-hoc Dunnea przy
zalozeniu istotnosci statystycznej p< 0,05 z uzyciem oprogramowania GraphPad Prism 5.

7 uwag, nalezy ujednolici¢ i uzywac spolszczonej pisowni W nazwach antybiotykow.

Wyniki
Wyniki swych badan Autor przedstawia na 23 stronach, a tekst ilustruje w 7 tabelach, 4
zdjeciach i 10 wykresach.

Wyniki podzielono na 3 czgsci.



Pierwsza z nich to ocena wrazliwosci na poszczegdlne antybiotyki szczepéw klinicznych
MSSA i MRSA izolowanych z materialéw biologicznych od chorych z zakazeniem kosci
dhugich. Szczepy cechowaly si¢ zréznicowang wrazliwo$cig na poszczegolne antybiotyki.
Interesujaca informacjg jest stwierdzenie wysokiej opornosci na klindamycyne szczegdlnie
wsrod szczepow MRSA.

Szkoda, ze w zestawie antybiotykow zamiast lewofloksacyny nie zastosowano

ciprofloksacyny, co dawatoby lepsze poréwnanie z dalszymi badaniami.

W drugiej czesci wynikow, Autor okreslit zdolnosci szczepdéw MRSA i MSSA do tworzenia
biofilmu in vitro (dwiema metodami) i stwierdzil, ze wszystkie szczepy t¢ zdolno$¢ posiadaty
i nie byto istotnych roznic miedzy nimi w posiadaniu tej zdolnosci.

Najciekawsze wyniki Autor uzyskat w grupie doswiadczen dotyczacych tworzenia sig
biofilmu gronkowcowego na réznych materialach (proszek, krazki hydroksyapatytowe i
powierzchnia kosci diugich szczurébw) w warunkach zblizonych do rzeczywistych (warunki
atmosferyczne i odzywcze- podtoze do hodowli osteoblastow).

Zaobserwowano, ze szczepy MRSA istotnie statystycznie silniej tworzyly biofilm na
powierzchni kostnej, co potwierdzono takze poprzez wizualizacje mikroskopowa. Wadg tej
metody jest brak mozliwosci walidacji, ze wzgledu na rozne cechy fragmentow kosci

stosowanych do eksperymentu.

Trzecia czgs¢ wynikow dotyczy okreslenia aktywnosci stosowanych klinicznie w leczeniu
zakazen kosci antybiotykéw i nowych srodkow przeciwbakteryjnych poprzez ustalenie MIC i
MBEC wzgledem formy planktonicznej oraz biofilmowej reprezentatywnego szczepu MRSA
i MSSA. Ustalono, ze oporno$¢ szczepéw MSSA w formie biofilmowej byla przynajmniej
kilka razy wyzsza niz form planktonicznych. Analiza statystyczna wykazala, ze szczepy
MRSA w formie biofilmowj charakteryzowaly si¢ istotnie Wwyzszg opornoscig na
klindamycyne niz szczepy MSSA. A najwyzsza zdolnos¢ eradykacji biofilmu poprzez
okreslenie % poziomu przezywalnosci komorek tworzacych biofilm uzyskano przy
zastosowaniu citropiny i bisfosfonianu: ciprofloksacyna.
7 uwag recenzenta:

e Na str. 70 w tekécie w zdaniu: ,, Podobnie jak w przypadku szczepow

MRSA...” powinno by¢ MSSA



e W wykr. 617 powinna by¢ jednakowa skala

Str. 71 (pomytka w numeracji tab. — powinna by¢ 7 w tekscie)

Str. 72 (pomytka w numeracji tab. — powinna by¢ 7, wykr. 8,9 110 w tekscie

Str. 76 (pomytka w numeracji wykresow powinno by¢: 8,91 10

Dyskusja

Dyskusja zostala przedstawiona na 7 stronach rozprawy. Doktorant z duza swoboda i
doskonata znajomogcig tematu omawia przydatno$é kolejnych modeli badawczych in vitro i
poréwnuje swoje wyniki badan z danymi z pismiennictwa §wiatowego (takze polskiego).
Bardzo krytycznie ocenia swoje wyniki i w sposob logiczny tlumaczy wprowadzenie
kolejnych modeli badan dotyczacych aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej standardowych
lekéw i nowych preparatow. Autor wykazuje, ze obecnie stosowane antybiotyki, ale takze
nowe peptydy przeciwdrobnoustrojowe charakteryzuja si¢ ograniczong przydatnoscig w
zwalczaniu zakazen kosci (poza wymienionymi wyj gtkami).

Bogata i wielowatkowa dyskusja $wiadczy o dociekliwodci, znajomo$ci podejmowanego

tematu i dojrzatosci naukowej Autora.

Whnioski.

Doktorant konczy swa pracg szescioma logicznymi wnioskami, bezposrednio wynikajacymi z
wynikow przeprowadzonych badan, odpowiadajacymi na postawione cele pracy.
Najciekawszy wniosek poznawczy to stwierdzenie, ze kos¢, jako powierzchnia wzrostowa
biofilmu gronkowcowego, pozwolita na stwierdzenie wiekszej zdolnosci do tworzenia tego
biofilmu przez szczepy MRSA. Natomiast dwa ostatnie to wnioski praktyczne. Pierwszy z
nich sugeruje koniecznos¢ zmian W rekomendacjach do leczenia stanéw zapalnych kosci
(wycofanie z zalecen stosowania klindamycyny ze wzgledu na wysokg opornos¢
najczestszych czynnikow etiologicznych zakazenia kosci, szczepow gronkowcowych na
klindamycyne), a drugi rozwazenie stosowanie dotychczas niestosowanych klinicznie

zwiazkow takich jak citropina, a zwlaszcza koniugatu bisfosfonianu z ciprofloksacyna.

Na zakonczenie chciatam podkreslié, ze praca (pomimo kilku powyzej wymienionych

niedociagnie¢ edytorskich) zostata bardzo starannie przygotowana i wykonana, z



uwzglednieniem nowoczesnych metod badawczych, wpisuje si¢ w cenny dorobek naukowy.
Wnosi nowe elementy i poszerza wiedze na badany temat. Napisana jest w przejrzysty
sposéb, poprawnym jezykiem naukowym, co sprawia, ze czyta si¢ jg z duzym

zainteresowaniem.

W $wietle powyzszych danych prace oceniam wysoko i uwazam, ze rozprawa doktorska p.t.
,,Skutecznos¢ wybranych antybiotykéw i nowych $rodkow przeciwdrobnoustrojowych w
eradykacji biofilmu tworzonego przez szczepy Staphylococcus aureus izolowane z zakazen
kosci diugich” wykonana przez Pana lek. med. Andrzeja Reetza, w pelni odpowiada
wymogom stawianym rozprawom doktorskim, okreslonym w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca
2003 r. 0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U. nr 65 poz.5 z p6zn.zm.),

W zwiazku z powyzszym stawiam wniosek do Wysokiej Rady Wydzialu Nauk i Zdrowiu
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie Pana lek. med. Andrzeja Reetza do
dalszych etapéw postgpowania przewodu doktorskiego i wnosz¢ o uznanie pracy, jako

wyrdzniajacej.
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