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RECENZJA

Rozprawy na stopien doktora nauk medycznych w dyscyplinie biologia
medyczna mgr Sylwiii Kozuszko pt:

»Charakterystyka szczepow Enterococcus faecium i Enterococcus feacalis
opornych na wankomycyneg”

Promotor:

Prof. dr hab. Eugenia Gospodarek

Szanowny Panie Dziekanie , Wysoka Rado, Szanowni Panstwo

dzigkuje za powierzenie mi zaszczytu ale tez i odpowiedzialnosci
zrecenzowania rozprawy doktorskiej mgr Sylwii Kozuszko
»Charakterystyka szczepow Enterococcus faecium i Enterococcus feacalis
opornych na wankomycyne”.

Recenzent oceniajac prac¢ musi odpowiedzie¢ na pytanie na ile oceniana
praca wpisuje si¢ we wspolczesng nauke, czy wnosi nowe elementy i
poszerza wiedz¢ na badany temat.

Postep medycyny sprawil, ze coraz czesciej borykamy si¢ z problemem
zakazen wywolanych przez drobnoustroje do niedawna uznawane za

niechorobotworcze.



Dotyczy to przede wszystkim bakterii wchodzacych w sklad bioty
fizjologicznej.

Szczegolnie gatunki Enterococcus faecium i Enterococcus faecalis stanowig
istotne patogeny roznych klinicznie zakazen szpitalnych.

Niezwykle istotna jest prawidlowa ich identyfikacja do gatunku, poniewaz
ma to wplyw na empiryczne leczenie zakazen z udzialem tych bakterii.
Enterokoki uznawane jeszcze catlkiem niedawno za bakterie
niechorobotworcze wykazuja si¢ obecnoscia naturalnych mechanizmow
opornosci na wiele grup antybiotykow. Opornosé naturalna to opornos¢
determinowana przez zaprogramowang genetycznie strukture bakterii.
Moze by¢ ona zwigzana z brakiem receptora dla antybiotyku lub ze zbyt
niskiego powinowactwa do stosowanego leku lub tez moze posiada¢
nieprzepuszczalng Scian¢ komorkows dla antybiotyku czy tez wytwarza¢
enzymy inaktywujace lub modyfikujace antybiotyk. Taka opornos¢
enterokoki prezentujg np. w stosunku do cefalosporyn szeroko stosowane;j
grupy antybiotykéw beta laktamowych. Naturalna opornos¢ enterokokow
istniala przed wprowadzeniem cefalosporyn do lecznictwa.

Rownoczesnie trudnosci terapeutyczne zakazen wywolanych przez
enterokoki sprawia nabyta opornos¢ na antybiotyki glikopeptydowe i
wysokie stezenia aminoglikozydow.

Waznym elementem w biologii enterokokow i poszukiwaniu nowych
rozwigzan terapeutycznych, jest dokladne poznanie i zrozumienie ich
mechanizmoéw opornosci na leki przeciwdrobnoustrojowe.

Tego wlasnie niezwykle waznego problemu zaréwno klinicznego, jak i
mikrobiologicznego dotyczy przedstawiona mi do recenzji praca doktorska.

Jej przedmiotem jest szeroka charakterystyka szczepow Enterococcus
faecalis i Enterococcus faecium zebranych w okresie 5 lat, a pochodzacych z

materialow diagnostycznych od hospitalizowanych pacjentow.




Szczegolowej analizie doktorantka poddala oceng:

1. skutecznos$ci identyfikacji gatunkowej enterokokow z uzyciem
konwencjonalnych metod hodowli i wynikéw reakeji biochemicznych z
zastosowaniem systemu automatycznego

2. przydatnosci techniki multipleks PCR do identyfikacji genow
specyficznych gatunkowo oraz genow opornosci na wankomycyneg

3. lekowrazliwos$ci z uwzglednieniem wartosci minimalnego stezenia
hamujacego wankomycyny, teikoplaniny, gentamicyny i streptomycyny dla
szczepow E. faecium i E. faecalis opornych na wankomycyne

4. czestosci wystepowania genéw kodujacych wybrane czynniki
wirulencji takich jak substancji agregujacej (asal), zelatynazy (gelE),
cytolizyny (cylA), biatka powierzchniowego (esp) i hialuronidazy (hyl)
wsrod szezepow E. faecium i E. faecalis opornych na wankomycyneg.

Uklad ocenianej rozprawy liczacej 112 stron jest typowy dla
medycznych prac doswiadczalnych. Wstep liczacy 27 stron podzielono na 4
podrozdzialy i 13 pod podrozdzialow.

Nastepne cze$ci pracy zawieraja: 1 stronicowy cel pracy , opisanie
uzytych materialéw i zastosowane metody (8 str.), wyniki (21 str.),
dyskusje (14 str.), wnioski (1 str.), streszczenie w jezyku polskim i
angielskim (6 str.), spis rycin, tabel, fotografii i obliczenia statystyczne
umieszczone w 8 tabelach (4str).

Zgromadzone piSmiennictwo (25 str.), uwzglednia 246 pozycje. Calos¢
opracowania uzupelnia 15 tabel, 13 rycin i 4 fotografie. Na poczatku
rozprawy bezposrednio przed spisem tresci umieszczono wykaz
stosowanych skrotow.

We wstepie Doktorantka szeroko charakteryzuje rodzaj
Entrerococcus i zakazenia jakie wywoluja te bakterie. Opisuje rowniez
wazne czynniki warunkujace wirulencj¢ i mechanizmy opornosci na

wybrane 2 wazne grupy terapeutyczne aminoglikozydy i glikopeptydy.



Rozdzial ten jest wzbogacony o 3 tabele, w ktorych w esencjonalny sposob
przedstawia zawarte informacje. Niestety tabela Il umieszczone na stronie
11 pomimo bardzo istotnych waloréw poznawczych nie moze by¢ w pelni
wykorzystana przez recenzenta z powodu malej czytelnosci.

Cel pracy podano w sposob zwiezly, w 4 punktach uzasadniajac
wybor do badania tych wlasnie patogenow.

W podrozdziale material i metody jest wyodrebniony jedynie material o
numerze podrozdzialu 3.1 natomiast nie uwzgledniono wyodrebnienia
metod ( poza metodami statystycznymi numer podrozdzialu 3.9), co jednak
nie wplywa negatywnie na czytelnos¢ calosci . Doktorantka szczegolowo
opisala uzyte do badania 104 szczepy i ich pochodzenie ( klinika i material
diagnostyczny) oraz opisala w podrozdziale oznaczania lekowrazliwosci
uzyte szczepy wzorcowe z kolekcji ATTC.

Do realizacji zamierzonych celow badan zastosowala dobrze dobrane
metody z obszaru mikrobiologii klasycznej, jak i nowoczesnych technik
biologii molekularnej takich jak izolacja bakteryjnego DNA, wykrywanie
genow warunkujacych opornos¢ na wankomycyne oraz genow
warunkujacych wirulencje.

Wyniki przedstawione sa przejrzyscie na 11 rycinach, 8 tabelach i 4
zdjeciach. Doktorantka wyodrebnila r6zne metody identyfikacji
porownujgc metody konwencjonalne i z uzyciem systemu automatycznego.
Nastepnie ocenila wystepowanie genow van A i van B i wlasciwosci
biochemiczne, a takze poréwnala te wlasciwosci w zaleznosci od
wystepowania genotypéw opornosci na glikopeptydy.

Oceng¢ lekowrazliwosci Doktorantka przeprowadzila metodami
jakosciowymi, oraz okreslilta Minimalne Stezenie Hamujace dla
glikopeptydow i aminoglikozydéw a takze ocenila wystepowanie S genow

kodujacych czynniki wirulencji enterokokow .



Bogata i wielowatkowa dyskusja Swiadczy o dociekliwosci,
znajomosci podejmowanego tematu i dojrzalosci naukowe;.

Doktorantka poréwnuje otrzymane wyniki z wynikami réznych
zespolow badawczych.

Analizujac wyniki wielokierunkowych badan wlasnych Doktorantka
sformulowala 7 wnioskow, ktore sa podsumowaniem osiagnie¢ Jej pracy i
odpowiedzig na postawione cele.

Pani magister Sylwia Kozuszko wykazuje znajomos¢ podjetej
tematyki badawczej na co wskazuje dobrze dobrane piSmiennictwo.
Sposrod 246 pozycji piSmiennictwa - 35 pochodzi z lat 2010-2014, w tym 6
pozycji z 2013 i 2014 roku.

Podsumowujac, pragne podkresli¢, ze praca podejmuje wazny i
aktualny temat naukowy. Doktorantka w jego realizacji podje¢la
wielokierunkowe badania mikrobiologiczne, wykazujac znajomos¢ réznych
metod badawczych. Zastosowala roznorodne metody fenotypowe i
genetyczne wykazujac tym samym, Ze dysponuje nowoczesnym warsztatem
badawczym i dojrzaloscia rozwigzywania stawianych problemow a takze
laczenia teorii z praktyks.

Praca zostala przygotowana bardzo starannie, napisana jest
poprawnym jezykiem naukowym, w przejrzysty sposéb, co sprawia, ze
nawet trudne zagadnienia czyta si¢ z latwoscig i przyjemnoscia.

Z obowigzku recenzenta, oprocz wyzej wymienionych spostrzezen,
musze podaé, ze Doktorantka nie ustrzegla sie kilku nieprawidlowosci.

Zdarzajg sie literowki, podpis pod rycing numer 8 ( strona 51)
powinien znajdowa¢ si¢ bezposrednio pod nig, a nie na nast¢pnej stronie,
dos¢ czesto zdania nie konczg sie na jednej stronie np. strona 13, 14, 15, 17,
67, 68, 70 itd. co szczegolnie przeszkadza przy podzieleniu nazw np. strona

351 43.




Pragne jednak podkresli¢, ze mimo kilku uwag, praca doktorska mgr
Sylwii Kozuszko stanowi, wartosciowy i oryginalny dorobek naukowy.
Ponadto, wnosi nowe spojrzenie na Enterococcus faecium i Enterococcus
faecaslis. Struktura rozprawy czyli kolejnos¢ rozdzialow, zachowane
proporcje migdzy poszczegolnymi rozdzialami, kompletnos¢ tez, obecnos¢
zalozen metodologicznych pracy w tym metod, technik i narzedzi
badawczych oceniam bardzo dobrze.

Stwierdzam, Ze recenzowana przeze mnie rozprawa doktorska pt.:
»Charakterystyka szczepow Enterococcus faecium i Enterococcus feacalis
opornych na wankomycyne” posiada zaréwno wartosci poznawcze,
poszerzajace wiedze na tak wazny temat, jak i praktyczne i odpowiada
warunkom stawianym rozprawom doktorskim przedstawionym w ustawie z
14 marca 2003 roku (O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki, Dziennik Ustaw RP nr 65, poz. 595 z
dnia 16 kwietnia 2003 r.) .

Dlatego wnosze do Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego Collegium
Medicum w Bydgoszczy wniosek o dopuszezenie mgr Sylwii Kozuszko do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie wnioskuje o wyroznienie pracy.

Z wyrazami szacunku,
Dr hab. nauk med. Marzenna Bartoszewicz

marzenna.bartoszewicz(@umed.wroc.pl
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