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mozliwosci jego eradykacji z cewnikéw moczowych a pomocg metod chemicznych i
fizycznych”
mgr Moniki Oleksy-Wawrzyniak

Przygotowana na zlecenie Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu
Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu, n6 6/4/2019 zgodnie z pismem z dnia 19.
grudnia 2019, Numer zlecenia RD-2/2020; Nr wniosku-DF-208/2017 podpisanym przez

Panig Dziekan prof. dr hab. Agnieszke Piwowar i przewodniczgcego Rady Dyscypliny Nauki
Farmaceutyczne prof. dr hab. Adama Matkowskiego.

Zakazenia ukladu moczowego nalezg do najbardziej rozpowszechnionych infekcji
wystepujacych u ludzi. Wysoki odsetek uroinfekcji szpitalnych zwigzanych jest z obecnoscia
cewnika moczowego, a drobnoustroje zdolne adsorbowaé sie do powierzchni biomateriatow
sg obecne zarowno w powietrzu sali operacyjnej i sprzecie medycznym, jak i na skorze
chorego i personelu. Tworzenie biofilmu na powierzchni cewnikéw urologicznych jest
niezwykle istotnym czynnikiem ryzyka wystapienia zakazen uktadu moczowego zwigzanej z
obecnoscig kateteru. Zlozonos¢ struktury biofilmu oraz poziom zagrozenia rozwojem infekcji
0 tej patogenezie sklania do przeprowadzenia glebszych badan nad drobnoustrojami
wystepujacymi w postaci biofilmu. Poszukiwanie nowych rozwigzan w zwalczaniu biofilmu
oraz terapil zwigzanych z nim infekeji jest nie tylko zasadnym, ale coraz pilniejszym do
rozwigzania problemem badawczym. Tak wigc temat pracy doktorskiej mgr Moniki Oleksy-
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Wawrzyniak uwazam za jak najbardziej aktualny. godny opracowania. Zadaniem badawczym
doktorantki byta m.in. ocena zdolnosci drobnoustrojow bedacych czestym czynnikiem
etiologicznym zakazen uktadu moczowego do tworzenia biofilmu na réznych
powierzchniach, a takze mozliwos¢ eradykacji utworzonego biofilmu za pomocg metod
fizykochemicznych i fizycznych. Praca miata tez na celu: oceng zdolnosci drobnoustrojow do
tworzenia biofilmu stacjonarnie na polistyrenie i polichlorku winylu w pelnym medium
hodowlanym. w pozywkach imitujacych fizjologiczny mocz ludzki oraz mocz wzbogacony
glukoza, oceng zdolnoscei drobnoustrojow do tworzenia biofilmu na powierzchni polichlorku
winylu w warunkach przeplywowych w pelnym medium hodowlanym i w warunkach
zblizonych do $rodowiska drég moczowych. Ponadto sposrdd licznych celdw szezegotowych
wymieni¢ nalezy: mikroskopowa ocene struktury biofilmu utworzonego w warunkach
przeptywowych na cewniku w czasie hodowli w pelnym medium hodowlanym oraz w
sztucznym moczu wzbogaconym glukoza; oceng zdolnosci badanych szczepow do produkcji
zewnatrzkomorkowego S$luzu w zaleznosci od warunkow hodowli, a takze okreslenie
przydatnosci zewnetrznego pola elektromagnetycznego w probach eradykacji biofilmu
utworzonego na powierzchni cewnika moczowego.

Do oceny otrzymatam egzemplarz pracy liczacej 218 stron tacznie z tabelami, schematami,
rycinami, zdjeciami i suplementem. Praca ma typowy uklad przyjety w tego typu
opracowaniach. W dobrze napisanym i obszernym wstepie (str. 16-49) Autorka przedstawila
charakterystyke biofilmu w patogenezie zakazen oraz poruszyla zagadnienia dotyczgce
biofilmu zasiedlajgcego organizm czlowieka i tworzonego na powierzchni ciat obeych.

W dalszej czgsci wstepu Autorka przedstawita charakterystyke zakazen ukladu
moczowego oraz czynniki etiologiczne wywolujgce ten typ zakazen, a nastgpnie omowila
metody badania biofilmu in vitro oraz metody jego eradykacji w zakazeniach uktadu
moczowego. W rozdziale tym opisano takze metody usuwania biofilmu z organizmu oraz
eradykacje biofilmu z powierzchni cewnikow moczowych. W przedstawionej mi do recenzji
pracy brakowalo w wykazie zastosowanych skrotow, polskiego odpowiednika angielskiego
tlumaczenia niektorych skrotow, co nalezaloby uzupelni¢é w manuskrypcie. W tej czesci
pracy zauwazylam takze nieliczne bledy literowe, brak spacji miedzy wyrazami, opuszczone
litery oraz brak tacznika w zdaniu.

Cel pracy (str. 50) zostal jasno okreslony. zamierzenia badawcze doktorantki dotyczyty
m.in, oceny zdolnosci drobnoustrojow bedacych czestym czynnikiem etiologicznym zakazen
ukladu moczowego do tworzenia biofilmu na roznych powierzchniach, ocene skladu

poszczegolnych substancji  zewnatrzkomorkowej macierzy biofilmowej oraz okreslenie



minimalnych stezen hamujacych tworzenie biofilmu na powierzchni polistyrenu przez badane
drobnoustroje dla wybranych substancji przeciwdrobnoustrojowych w hodowli ze sztucznym
moczem wzbogaconym glukoza.

W rozdziale Materiaty i Metody (str. 51-87) Autorka przedstawita charakterystyke oraz
pochodzenie badanego materiatu. Przedmiotem badan bylo 396  szczepow klinicznych
wchodzacych w o sklad  kolekeji Katedry 1 Zakladu Mikrobiologii Farmaceutycznej i
Parazytologii Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu oraz 6
szezepdw referencyjnych pochodzacych z Amerykanskiej Kolekeji Kultur Typowych ATCC.
Analizowane szczepy charakteryzowaty sie wysokim stopniem opornosci na badane
substancje przeciwdrobnoustrojowe - szczegdlowy  profil lekowrazliwosci  Autorka
przedstawila w tabelach w zatgczonym suplemencie.

W kolejnych etapach eksperymentéw wybrano reprezentacyjna pule liczaca od kliku do
kilkunastu szczepow z kazdego gatunku. Wsrod badanych szczepdw byly to: Eschericha coli
(n=31), Klebsiella pneumoniuae (n=40), Enterobacter cloaceae (n=34) i Enterococcus
Jaecium (n=29) - lacznie 134 szezepy kliniczne i 6 szczepow wzorcowych (doswiadczenia
przeprowadzono w 6 powtorzeniach). Rozdzial ten zawiera szczegdlowy opis wszystkich
zastosowanych w badaniach metod oaz analizg statystyczng w ktorej wykorzystano rézne
programy, testy i metody.

W tej czesei pracy zauwazylam drobne niescistosci i1 nieliczne bledy literowe,
opuszczone litery, nieprawidlowa odmiang, brak tacznika zdan, brak spacji miedzy wyrazami
(str.50-63), ktére beda wymagaly korekty. Na str. 65 Autorka pisze ,,diwodorofosforan
potasu” powinno by¢ dwuwodorofosforan potasu. podobnie na str. 77 ,,trifluorooctowy™ a
powinno by¢ tréjfluorooctowy, poniewaz praca pisana jest w jezyku polskim wymaga to
zmiany. Ponadto na str. 61, 63, 77. 85 niefortunnie uzyto wyrazu krok; proponuje zastgpi¢ to
slowem etap. Autorka dos¢ czesto uzywa stowa sekeja w odniesieniu do rozdzialu. W wielu
miejscach tej czesci pracy Autorka uzywa cytuje ,.12 lub 96 dotkowe plytki™ proponuje
zastgpic¢ to stowem wglebienia lub studzienki chociaz w rozdziale materiat i metody pojawia
sie tez poprawna nazwa studzienki, proponuje to ujednolicié.

Wyniki badan (str. 88-169) mgr Monika Oleksy-Wawrzyniak przedstawita w 13 tabelach.
2 schematach, 60 rycinach oraz 22 zdjeciach. Rozdzial ten zostal dobrze opracowany. na
podkreslenie zastuguje czytelne przedstawienie wynikéw badan w formie tabel i rycin, ktore
doskonale obrazuja uzyskane wyniki. We wstepnych badaniach Autorka przeprowadzita
dwuetapowg analize zdolnosci do tworzenia biofilmu, oceniajac zaréwno elementy

morfotyczne w badanej strukturze, jak rowniez ilos¢ i skltad zewnatrzkomorkowej macierzy.
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Badania przeprowadzono przy uzyciu standardowych analiz ptytkowych oraz w ukladach
doswiadczalnych imitujgcych warunki wystepujgce u pacjenta z zalozonym cewnikiem
moczowym. Przesiewowe badania pomiaru catkowitej biomasy biofilmu utworzonego na
polistyrenie, w petnym medium hodowlanym pozwolilo Autorce na wstepny podziat
analizowanych drobnoustrojow na grupy o zréznicowanych zdolnosciach formowania
struktury biofilmu. Pélilosciowa ocena liczby zywych komérek adherujgeych do podioza w
wyze] wymienionych warunkach wykazala zréznicowanie pomigdzy szczepami wewnatrz
wyodrebnionych wezesnie) grup. Uzyskane wyniki $wiadcza o duzym zréznicowaniu
wewnagtrzgatunkowym jesli chodzi o zdolnoéci do tworzenia biofilmu oraz istotnym
znaczeniu macierzy zewnatrzkomorkowe) w tworzeniu tej struktury. Analizujgc otrzymane
wyniki badan mozna zauwazy¢, ze Gram ujemne paleczki tworzyly biofilm silniej w
porownaniu do Gram-dodatnich ziarniakéw, co potwierdza istotny wudzial tych
drobnoustrojow w zakazeniach o patogenezie biofilmowej.

W badaniach wlasnych wykorzystujac technike posiewow ilosciowych Autorka wykazata,
ze sposrod analizowanych gatunkow drobnoustrojow najwyzszym powinowactwem do

powierzchni cewnika typu Nelaton cechowaly si¢ komorki paleczek E. coli. Podobnie w
warunkach przeptywu medium, biofilm E. coli oceniany metoda Richards a Dyl znacznie

silniejszy w badaniach z uzyciem kateteru niz utworzony stacjonarnie na polistyrenie.

W dalszych badaniach mgr Monika Oleksy-Wawrzyniak prowadzac eksperyment w
warunkach przeptywowych w sztucznym moczu z glukoza wykazata m.in., ze Klebsiella
pneumoniae  tworzyla  biofilm  znaczaco silniej niz w standardowych warunkach
laboratoryjnych.

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan Autorka stwierdzita, ze dos$wiadczenia
oceniajace zdolnosé¢ do produkeji sluzu wykazaly, ze powszechnie stosowane metody nie sg
wystarczajaco czule, powtarzalne i poroéwnywalne. W tej czesci pracy rowniez zauwazylam
nieliczne bledy literowe, opuszczone litery, opuszczone wyrazy, nieprawidlowa odmiang,
brak spacji migdzy wyrazami (str. 89, 97, 109, 129, 137, 144, 150), ktore bedg wymagaly
korekty.

W rozdziale omowienie wynikow i dyskusja (str.170-188) Doktorantka omawia wyniki
wlasne w swietle badan innych autorow. Dyskusja przeprowadzona jest rzeczowo, dane z
literatury przytoczone zostaly prawidlowo 1 $wiadeza o krytycznym podejsciu do
interpretacji wynikow badan wilasnych, a takze dowodza wszechstronnosci i umiejgtnosci

pracy naukowej Kandydatki.



Na zakonczenie pracy Autorka przedstawia 8 wnioskow (str.189), ktore sa bardzo dobrze
sformutowane i majg uzasadnienie w wynikach badan.

Na uznanie zastuguje réwniez znakomicie opracowane streszczenie pracy (str.190-193).
ktore w zwieztym nowoczesnym stylu oddaje meritum pracy.

Pidmiennictwo  (str.197-207) zawiera liczbe 122 cytowanych prac, glownie
anglojezycznych. Stanowi ono silng pozycje dysertacji, gdyz jest sciste tematycznie 1
pochodzi z ostatnich lat. Na podkre$lenie zastuguje fakt, ze 56 cytowanych prac zostato
opublikowanych w latach 2015-2019. Warto zwréci¢ takze uwage na to, ze mgr Monika
Oleksy-Wawrzyniak przytacza prace nie tylko autoréw zagranicznych, ale takze 40 pozycji
pismiennictwa polskiego.

7 obowiazku recenzenta cheg zwroci¢ uwage, na fakt, ze w tej czesci pracy znaleziono
wiele uchybien zwigzanych =z brakiem spacji miedzy wyrazami, brakiem znakow
interpunkcyjnych przy podawaniu strony ..od... do” w poszczegolnych czasopismach, czy tez
jak w poz. 87, 104 brak roku wydania, poz. 31, 63 brak strony koncowej, poz.70, 97
nieprawidtowe litery, w poz.41 nie podano tomu, poz. 28, 30, 31, 50, 88, 98, 103 nie podano
skrotow czasopism lub skroty sg nieprawidtowe, co bedzie wymagato korekty przy
przygotowaniu pracy do druku.

Za szczegdlng wartos¢ pracy uwazam to, ze Autorka wykazala, ze zdolnos¢ tworzenia
biofimu jest cechg zalezng od szczepu i ma zwiazek zardwno z liczba adherujgcych do
podioza komorek jak i iloscig zewnatrzkomorkowej macierzy. Jednoczesnie, sita tworzenia
biofilmu zalezy od rodzaju powierzchni przylegania, skladu medium hodowlanego oraz
warunkow hodowli, a obecnos¢ w $rodowisku glukozy moze by¢ czynnikiem promujacym
tworzenie sie silnych struktur biofilmu wewnatrz $wiatla cewnika. Istotne znaczenie majg
takze wtasne obserwacje Doktorantki z ktorych wynika, ze srodki przeciwdrobnoustrojowe
cechowaty sie wyzsza skutecznoscig w eradykacji biofilmu w medium zblizonym do moczu
czlowieka niz w pelnym medium hodowlanym, a mechaniczne przeplukiwanie kateteru moze
by¢ skuteczng forma usuwania biofilmu z jego powierzchni.

Podsumowujac stwierdzam, ze oceniana praca ze wszech miar odpowiada wymogom
stawianym rozprawom doktorskim, stanowi ona cenny wkilad w rozwdj wiedzy nad nowymi
mozliwosciami terapii zainfekowanych ran przewleklych i dowodzi dojrzatosci naukowe;
Kandydatki. Pragne podkresli¢, ze prace doktorska mgr Moniki Oleksy-Wawrzyniak cechuje
aktualno$¢ omawianej problematyki oraz walory poznawcze i praktyczne. Uwazam, ze

problem naukowy ocenianej pracy zostal postawiony i rozwigzany prawidlowo. Cel pracy



zostal osiggnigty, uzyskane wyniki stanowily podstawe do wyciagniecia rzeczowych
wnioskow.

W zwigzku z powyzszym oceniajgc 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 pdzn. zm) w zwigzku z art. 179 ust. 1 ustawy z dna 3 lipca 2019 r.
Przepisy wprowadzajace ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r.
poz.1669 z pozn. zm) 1 przedstawiam Radzie Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne
Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroclawiu wniosek o dopuszezenie mgr

Moniki Oleksy-Wawrzyniak do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Wroclaw, 15 stycznia 2020,
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