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Od czasu wynalezienia penicyliny a z czasem tez innych antybiotykow sadzono, ze z ich

pomocg uda sie zwalczyé wszelkie infekcje. Aktualnie ze wzglgdu na lawinowo narastajgcg
lekoopornoéé drobnoustrojéw i trudnosci w eradykacji zaréwno szczepdw szpitalnych jak i
pozaszpitalnych a zwlaszcza bakterii takich jak P. aeruginosa znanych z uporczywej kolonizacji np.
w drogach oddechowych chorych na mikowiscydoze poszukuje si¢ nowych alternatywnych metod
terapii. Od wielu lat probuje si¢ wykorzystaé bakteriofagi w diagnostyce i leczeniu zakazen
bakteryjnych. Bakteriofagi znalazly zastosowanie w terapii zakazef bakteryjnych skoéry, duru
brzusznego i czerwonki. :
Dzigki rozwojowi badan molekularnych niekonieczne jest stosowanie w terapii calych fagow
poniewaz mozemy wykorzystaé tylko niektore produkty fagowe np. endolizyny czy holiny. W
terapii bakteriofagami wykorzystuje sie fagi lityczne, ktore w procesie namazania si¢ w komorce
bakteryjnej prowadza do jej calkowitego rozpadu i uwolnienia potomnych czastek fagowych
zdolnych do dalszego dziatania. ,

Podjete przez doktoranta badania majace na celu poglebienie wiedzy na temat mozliwosci
zastosowania bakteriofagow litycznych pochodzacych ze §rodowiska w eradykacji szczepow P.
aeruginosa izolowanych od chorych na mukowiscydoze jest bardzo aktualny i szczegdlnie

uzasadniony.
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Rozprawa doktorska mgr Tomasza Olszaka ma typowy uktad dla tego rodzaju opracowan.
Bardzo cennym dodatkiem jest podany na wstepie pracy, szczegdtowo opracowany wykaz skrotow.
Wstep, obejmujacy 20 stron przedstawiony w oparciu o bogate pismiennictwo szkoda, ze
tylko anglojezyczne, jest dobrym wprowadzeniem do czgséci doswiadczalnej pracy.
W pierwszej czeéci wstepu przedstawiony zostal aktualny stan wiedzy o czynnikach etiologicznych
odpowiedzialnych za infekcje ukladu oddechowego u chorych z rozpoznang klinicznie
mukowiscydozg.
W czedei drugiej autor zaprezentowal aktualny stan wiedzy o palteczkach z rodzaju Pseudomonas.
Podkreslit role poszczegélnych czynnikow ulatwiajacych przystosowanie P. aeruginosa do
kolonizacji ptuc pacjentéw z mukowiscydozg oraz uwypuklit problem ich lekoopornosci.
Ostatnia najbardziej obszerna czes¢ jest poswigcona bakteriofagom miedzy innymi: wykorzystanie
bakteriofagéw w terapii zakazen bakteryjnych ze szczegdlnym uwzglgdnieniem ich zastosowania w
zwalczaniu infekcji ptuc u pacjentéw z mukowiscydoza.
Calo$¢ wstepu logicznie i przejrzy$cie przedstawionego $wiadczy o dobrej znajomosci tematu i

uzasadnia celowos¢ podjetych badan.

Cel pracy zredagowany jest jasno i konkretnie wypunktowany, wymienione cele

szczegdtowe informujg blizej o programowanych badaniach.
Do realizacji zaplanowanych celéw pracy mgr Tomasz Olszak zastosowat odpowiednie metody.
Do badan wykorzystano 32 bakteriofagi i 188 szczepéw P. aeruginosa pochodzace z réznych
zrédet w tym 121 szczepéw wyizolowanych od pacjentow z mukowiscydoza pozyskano z kolekcji
Wydzialu lekarskiego Uniwersytetu Karola w Pradze. Dla pelniejszej charakterystyki tych
szczepoéw, przydalaby sie informacja odnosnie wieku chorych oraz w jakich warunkach
przechowywano szczepy. :

Wyniki badan, ktére przeprowadzit doktorant przedstawione sag w kolejnosci logicznie
zaplanowanych etapow pracy. Sg opisane oraz zobrazowane 29 wykresami, 5 tabelami i 4 rycinami.
Prowadzenie badan i ich dokumentacja nie budza zastrzezen.

Doktorant wykazal, ze 93,6% szczepéw P. aeruginosa byto wrazliwych na lityczne dzialanie
bakteriofagow. Interesujgcy i warty doktadniejszego opracowania jest szczep ST 1021 izolowany z
wymazu z gardla, ktory byl niewrazliwy na fagi. Nie znalaztam w pracy informacji jaki odsetek
izolatow uzyskanych z wymazow z gardta byt wrazliwy na bakteriofagi.

Niewatpliwym sukcesem promotora pracy i doktoranta bylo wykonanie dokfadnej charakterystyki
genetycznej i morfologicznej faga PASoct, ktéry okazal sie najwigkszym, wyizolowanym dotad,

wirusem specyficznym wzgledem P. aeruginosa. Bardzo ciekawe byly dos$wiadczenia




sprawdzajgce in vtro i in vivo dzialanie bakteriofagow na szczepy P.aeruginosa na modelu larw
barciaka wigkszego i wykazanie ze przezywalno$¢ larw poddanych fagoterapii zalezy od
aktywnosci litycznej bakteriofagdw. Szkoda tylko, ze autor pracy nie udokumentowal wynikéw
zdjeciami larw.

W skromnej bo 5 stronicowej dyskusji Doktorant konfrontuje uzyskane wyniki z
doniesieniami z najnowszego pisSmiennictwa co potwierdza cytowanie 42 pozycji z ostatnich pigciu
lat. Uzasadnit celowos$¢ wiekszosci aspektow prowadzonych badan. W mojej opinii dyskusja,
dotyczaca poruszanych zagadnien zostata przeprowadzono interesujgco.

Zakonczeniem dyskusji jest sformulowanie siedmiu wnioskéw, z ktérych szes¢ ma
umocowanie w wynikach przeprowadzonych badan.

Whiosek 1 ,,Typowanie fagowe 121 (188) izolatéw PA CF ujawnilo, ze szczepy te nie wykazuja
obnizonej opornosci na dziatanie bakteriofagow (93,6% szczepoéw wrazliwych) raczej powinno by¢
wykazujg znaczng wrazliwo$¢é na zastosowane bakteriofagi.

Z kolei wniosek 2 jest wnioskiem ,,zyczeniowym”, ,,nie odnotowano korelacji migdzy aktywnoscig
lityczng bakteriofagow a mukoidalnoscig szczepéw”. Typowanie bakteriofagami przeprowadzono
na podlozu TSA a na tym podtozu szczepy P. aeruginosa stabo rosng w formie Sluzowej. Sprawg
przysztosci jest sprawdzenie aktywnosci litycznej bakteriofagow z zastosowaniem podloza na

ktorym szczepy silnie wytwarzajg $luz np. podloza opracowanego przez Goto i wsp.: Jap. J
.Microbiol 1973, 17, 45-51

Przedstawiam kilka uwag ktore nalezy traktowa¢ jako polemike z autorem rozprawy, w niczym nie
umniejszajacej jej niewatpliwej wartosci.
e Str. 13 i wiele innych - Alginat — Szczepy P. aeruginosa mogg mieé otoczkg zbudowang z
alginianu czyli powinno by¢ alginian a nie nazwa angielska alginat
e Str 17 - pilusy plciowe --- racéej fimbrie ptciowe oczywiscie nazwa tacinska fimbri to pilli
e Str 17 - Instytut Hirszfelda--- Instytut Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im L.
Hirszfelda
e Str 17 - Niepatogenna flora organizmu ---- raczej flora fizjologiczna. Nalezy pamigta¢, ze,
kazdy drobnoustrdj jezeli zmieni miejsce naturalnego bytowania moze wywota¢ zakazenie.
e Str 19 - sowiecka publikacja — nie brzmi to tadnie - raczej rosyjska publikacja
e W materiatach i metodach doktorant podat, ze wykorzystat 192 szczepy P. aeruginosa a ja
doliczytam si¢ 188 szczepoéw (121+ 43+15+2 wzorcowe +7 ze zbioréw Instytutu Genetyki
UW = 188)
e Str 32- badania nie wykonywano na ptytkach TSA tylko na podtozu TSA




Str 43 - Co to znaczy szczep sparowany i niesparowany. Czy szczepy niesparowane to tak
jak tabeli 7 u pacjenta LB wyizolowane z r6znego materiatu np. plwociny i aspiratu z zatok.
W tabeli 7 brak opisu ktore to szczepy sparowane a ktore niesparowane.

Tabela7. Dlaczego izolat od pacjenta KJ nr CF786 zaliczono do wczesnego etapu infekcji.
Szczep CF-786 wyizolowano po 6 latach od szczepu CF200 i jak ustalono szczepy nalezg do
tego samego clasteru 7

Str 46 - Charakterystyka szczepéw P. aeruginosa. Doktorant podaje, ze do badan
wykorzystat szczep ST- 1169 takiego szczepu w spisie nie ma chyba, ze chodzi o szczep St-
1196

str 53 - naturalny patogen nie ma takiego okreslenia — jest flora naturalna

ewentualnie podzial drobnoustrojéw na: bezwzglednie chorobotworcze (tj drobnoustroje

zawsze wywolujgce choroby i drobnoustroje warunkowo czyli wzglednie chorobotworcze

Podsumowujgc uwazam prace za warto$ciowa, prezentujaca szeroki zakres badan

zmierzajgcych do naswietlenia podjetego tematu. Praca zostala wykonana rzetelnie i dobrze

udokumentowana. Autor wykazal dobre przygotowanie merytoryczne, dojrzalo$¢ naukowg w

planowaniu, realizacji i analizie wynikow badan. Uzyskane wyniki majg znaczenie zaréwno

poznawcze jak i praktyczne.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska pt ,,Efektywnos¢ dziatania litycznego bakteriofagow

srodowiskowych wobec szczepéw Pseudomonas aeruginosa izolowanych od chorych z

mukowiscydozg” spelnia wymogi stawiane tego typu opracowaniom na stopien naukowy doktora.

Przekladam Radzie Wydzialu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroclawskiego

wniosek o dopuszczenie mgr Tomasza Olszaka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego

oraz o wyréznienie i nagrodzenie rozprawy doktorskiej.
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