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W zafaczeniu przesytam:
e recenzje w formie papierowej pracy doktorskiej Pani mgr Lucyny Jabtoniskiej (1 egzemplarz)

(skan  recenzji z podpisem wystatam na adresy e-mail: karolka@amu.edu.pl,

ramol@amu.edu.pl),

oraz wypetnione dokumenty:

e odwiadczenie osoby nie bedacej pracownikiem UAM dla celéw podatkowych (1 egzemplarz),
e umowe o dzieto (2 egzemplarze),

e rachunek do umowy.
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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pani mgr Lucyny Jabtonskiej, p.t.:
»Wptyw preparatéw przeciwbakteryjnych w stezeniach subinhibicyjnych na antybiotykoopornos¢

i wirulencje Aeromonas spp., Enterobacter hormaechei i Escherichia coli”

Jednym z istotnych problemdéw zwigzanych ze stosowaniem antybiotykdw, jest wzrost opornosci na
te leki wsrod drobnoustrojéw. Czynnikiem sprzyjajacym temu zjawisku jest uzywanie antybiotykéw w
spos6b nieracjonalny, np. w zakazeniach wirusowych, stosowanie zbyt niskich dawek. Znacznie
bardziej dramatycznym zjawiskiem jest powszechne stosowanie antybiotykéw w sektorach
pozamedycznych i to w sposéb niekontrolowany, tj. w hodowli zwierzat, uprawie roslin, w tym
ozdobnych, przemysle przetwérczym i kosmetycznym, a nastepnie utrzymywanie sie ich w stezeniach
podprogowych, tam gdzie moga wystepowaé drobnoustroje, tj. w glebie, wodzie, przetworzonej
zywnosci, kosmetykach, odpadach, $ciekach. Stosowanie antybiotykéw do wyzej wymienionych
celow nie jest monitorowane, przez co w wyniku presji antybiotykowej dochodzi do selekcji szczepéw
opornych, rozwoju nowych cech drobnoustrojéw, nie zawsze korzystnych dla zdrowia publicznego.
Takie drobnoustroje maja strategie adaptacyjne do zycia w danym $rodowisku i do pokonywania
barier w postaci zmieniajgcych sie¢ warunkdw, jak i pokonywania barier gatunkowych oraz rozwoju

zakazenia.

Bioragc pod uwage wzrost czestosci wystepowania szczepdw wieloantybiotykoopornych i
konsekwencje z tego wynikajace, uwazam wybdr tematu pracy za niezwykle wazny i aktualny,
zwtaszcza w Swietle wyczerpywania sig zasobdw skutecznych lekdw, sprzyjania tatwosci nabywania
mechanizméw lekoopornodci i powstawania szczepdéw z cechami $wiadczacymi o potencjale
adaptacyjnym do zasiedlania i utrzymywania sie w nowych warunkéw $rodowiska, jak i globalnej

wrecz transmisji.

Opierajgc sie na powyzszych przestankach, Doktorantka zaprojektowata badania majace na
celu wyjasnienie wptywu wybranych antybiotykdw uzytych w stezeniach subinhibicyjnych na zmiane

lekowrazliwosci oraz wirulencji pateczek Aeromonas hydrophila, Aeromonas veronii biotyp sorbia,
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Escherichia coli i Enterobacter hormaechei — gatunkéw bakterii wystepujgcych w $rodowisku i

mogacych wywotac zakazenia u ludzi i zwierzat.

Praca zostafta przygotowana jako opracowanie monograficzne wedtug schematu typowego
dla prac doswiadczalnych. Cze$¢ wstepna jest obszernym opracowaniem, na ktére sktada sie szereg
podrozdziatéw uwzgledniajgcych opis lekéw przeciwbakteryjnych, charakterystyke pateczek

bedacych przedmiotem rozprawy, ich czynnikdéw wirulencji i opornosé na antybiotyki.

Autorka pracy uwzglednita w swoich badaniach ogdétem 31 szczepéw pateczek Gram-
ujemnych, w tym 8 Escherichia coli, 12 Enterobacter hormaechei i 11 Aeromonas spp. Czy
Doktorantka osobiscie izolowata 12 szczepdw E. hormaechei od chorych? W jaki sposéb je
identyfikowata? Czy kazdy szczep kliniczny izolowano od innego chorego? Czy pochodzity one z
przypadkéw zakazen, czy z przypadkéw kolonizacji? Nie informuje tez, z jakiego okresu pochodza
szczepy uwzglednione w badaniach. Autorka podaje, ze postugiwata sie wzorcowym szczepem
Aeromonas hydrophila ATCC 49140™ z Amerykariskiej Kolekcji Kultur Typowych (American Type
Culture Collection, ATCC), jednak nie podaje czemu on stuzyt? Czym kierowata sie przy jego wyborze

do badan witasnych?

Badane szczepy poddawata przez 5 dni dziataniu ampicyliny, kanamycyny i ciprofloksacyny w
stezeniach 0,25 i 0,5 wartosci najmniejszych stezeri hamujgcych wzrost bakterii (Minimal Inhibitor
Concentration, MIC). Nastepnie oznaczata ich wrazliwo$¢ na te same antybiotyki oraz dodatkowo, na
streptomycyne i tetracykling. Po ekspozycji bakterii na antybiotyki okreslata réwniez ich wtadciwoéci
adhezyjne, inwazyjne, cytotoksyczne na poziomie ekspresji genéw kodujgcych toksyny metoda Real-
time PCR, zdolnos¢ indukcji procesu apoptozy wobec komdrek nabtonkowych. Czym kierowata sie

Doktorantka przy wyborze wymienionych lekéw przeciwbakteryjnych do swoich badan?

W rozdziatach Materiat i Metody zostaly szczegdtowo opisane wszystkie procedury
stosowane w pracy. W czeéci dotyczacej oceny wartosci MIC antybiotyku zabrakto mi informacji o
stosowanych szczepach wzorcowych. Zatem, co bylo kontrola poprawnosci przeprowadzenia tej
oceny? Wedtug jakich rekomendacji te ocene przeprowadzono? Jakie powiekszenie stosowano w
mikroskopie fluorescencyjnym podczas oceny zdolnosci bakterii do indukcji apoptozy komdrek
nabfonkowych Hep-2? W tabelach 4 i 5 Doktorantka podaje, jako Zrédto starteréw ,niniejsza praca”,

to znaczy, ze sama je zaprojektowata?

Rozdziat Wyniki podzielono na stosowne podrozdziaty i przedstawiono z wykorzystaniem

licznych tabel i rycin wraz z szeregiem obliczeri statystycznych. Dokumentacja wynikéw zostata



przygotowana w sposéb przejrzysty. Przydatoby sie podsumowanie czgstkowych wynikéw w postaci

zestawienia najwazniejszych stwierdzen umieszczonych na koricu kazdego podrozdziatu.

Waznym osiggnigciem Doktorantki jest wykazanie u badanych szczepdéw poddawanych
dziataniu subMIC antybiotykéw wzrostu wartosci MIC i jego zaleznosci od gatunku bakterii, uzytego
antybiotyku, jego stezenia i czasu ekspozycji. Poddawanie badanych pateczek dziataniu antybiotyku w

stezeniu 0,5 wartosci MIC wywotato u ponad 90% szczepdw zmniejszenie wrazliwoséci na ten lek.

Cennym wynikiem uzyskanym przez Paniag mgr Lucyne Jabtoriskg jest udokumentowanie
wsrod badanych szczepéw poddanych dziataniu antybiotykdw obnizenie prawie u 70% szczepdw
zdolnosci adhezyjnych do komdrek nabtonkowych oraz u 75% wzrostu inwazji do komérek Hela.
Bardzo ciekawym przedsiewzieciem byta ocena wptywu lekdw przeciwbakteryjnych na zjawisko
apoptozy komorek nabtonkowych przez uwzglednione w pracy szczepy bakteryjne. Autorka wykazata
wptyw ciprofloksacyny w stezeniach subMIC na indukowanie tego procesu przez szczepy E.
hormaechei. Obserwowane przez Doktorantke zmiany w cytotoksycznosci badanych szczepdéw po
ekspozycji na dziatanie antybiotykdéw, zalezg od zastosowanego antybiotyku, jego stezenia i gatunku
bakterii. Podkreslenia wymaga wzrost cytotoksycznosci, najczeéciej wykazywany wérdd szczepdw E.

hormaechei namnazanych w srodowisku 0,25 subMIC ampicyliny i kanamycyny.

W mojej opinii, nalezy podkresli¢ wage tego typu badan, ktére powinny by¢ ostrzezeniem i
wskazowka dla wszystkich, ktérzy stosujg antybiotyki w sposéb nieracjonalny oraz opracowaniem
strategii, ktore powinny by¢ rekomendacjami dla wszystkich obszaréw w celu ograniczenia
stosowania antybiotykdw i uzywania ich w stezeniach terapeutycznych tylko w profilaktyce i leczeniu

zakazen.

Powyzsze wyniki Doktorantka uznata nie tylko za przyczyne efektu zmian w ich lekoopornosci,
ale takze za wazny mechanizm zmieniajacy wirulencje badanych szczepéw wybranych gatunkéw
pateczek Gram-ujemnych. Stwierdzita réwniez, ze podobne zjawiska moga wystepowac w naturze, co
moze wptywac na ich wystepowanie, rozsiew i utrzymywanie w $rodowisku, transmisje oraz rozwoj
zakazen u ludzi i zwierzat. Zakazenia, ktSrych czynnikiem etiologicznym sa szczepy bakterii o
podwyzszonym potencjale wirulencji i podwyzszonych wartoéciach MIC antybiotykéw sa bardziej
kosztowne w leczeniu z uwagi na ciezszy przebieg i trudnosci w leczeniu. Jednym z najcenniejszych
przedsigwzig¢ przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej byto wykazanie, ze ekspozycja
czynnikdw zakaznych na dziatanie antybiotykéw moze spowodowaé wzrost ich inwazyjnosci do

komdrek nabtonkowych i zmiane cytotoksycznosci. Doktorantka stwierdzita tez zalezno$¢ tych cech



od gatunku, a nawet od szczepu badanych pateczek, rodzaju i stezenia antybiotyku oraz czasu

bakterii wystawionych na dziatanie lekéw ujetych w badaniach.

Uzyskane wyniki Autorka wnikliwie analizuje w rozdziale Dyskusja. W dojrzaty sposdb

interpretuje wtasne wyniki w odniesieniu do wynikéw innych autoréw.

Na tle przedstawionych rozwazan szczegdlnego podkreslenia wymaga préba wyjscia poza
ocene wyfgcznie przeciwdrobnoustrojowego dziatania antybiotykéw, ocena polegajgca na analizie ich
wptywu na zmiane lekoopornosci i wirulencji z uwzglednieniem czynnikdw istotnych w rozwoju
zakazenia. Takie ztozone podejscie w badaniu przeciwdrobnoustrojowego dziatania antybiotykdw jest
unikatowe. Dyskusje oparto na dobrze dobranym, aktualnym pismiennictwie, ktérego cytowanie nie

budzi zastrzezen.
Pod wzgledem redakcyjnym praca zostata przygotowana starannie.

Mgr Lucyna Jabtoriska w projektowaniu doswiadczern wykazata znajomo$é tematu i
umiejgtnosc taczenia wiedzy z zakresu réznych metod oraz teorii z praktykg. Ocenita wyniki wtasnych
badan na tle innych autoréw i to w sposéb krytyczny. Analizujac wyniki wielokierunkowych badar
wiasnych, Doktorantka sformutowata 10 wnioskéw, ktére sg odpowiedzig na postawione cele, jednak
nalezatoby przedstawi¢ je w sposdb bardziej spdjny, co datoby tez mniejsza ich liczbe. Ponadto,

whniosek nr 10 radzitabym wykresli¢, gdyz nie wynika on z badar wfasnych.

Z obowigzku recenzenta, oprécz wyzej wymienionych spostrzezen, musze podaé, ze Wstep
jest zbyt obszerny i zawiera czasem zbedne opisy. We Wstepie, | rozdziat ,Preparaty
przeciwbakteryjne” ujmuje tresci nieadekwatne do tytutu. Doktorantka opisuje antybiotyki i
chemioterapeutyki, a nie preparaty przeciwbakteryjne. Zatem prosze o wyjaénienie, co to jest

»preparat przeciwbakteryjny”?

Prace wzbogacitby wykaz rycin (fotografii), tabel. Brak tez zgody Komisji Bioetycznej na

przeprowadzenie badan naukowych, chyba, ze Wydziat tego nie wymaga.

Co Doktorantka rozumie pod pojeciami: ,przypadki szczepdéw”, ,preparaty lecznicze”,
~terapeutyki” ,odpornos¢”, ,opornos¢”, ,btony komérkowe”, ,dawka, stezenie, poziom” w

odniesieniu do antybiotyku/chemioterapeutyku?

Doktorantka stosuje niewtasciwe okreslenia, np. ,infekcja”, ,substancje chemiczne

produkowane przez drobnoustroje”, ,produkcja czynnikéw wirulencji”, ,terapia”, ,powoduja



zakazenia”, ,spektrum”, ,mechanizm patogenezy angazuje”, ,szeroko rozpowszechniony” ,ptukano”.

Brak tez konsekwencji w opisach, np. h/godziny, min/minuty.

Ponadto, skréty wprowadza sie wraz z pierwszym zastosowaniem petnej nazwy i po to, by z
nich konsekwentnie korzysta¢ w dalszej czesci pracy. W tytutach nie powinno stosowac sie skrotéw i
stawia¢ na koncu kropki. W alfabecie polskim nie ma litery ,,a” i ,B”, tak wiec, nie ,,a—hemolizyny”,
»B-laktamy”, a alfa-hemolizyny, beta-laktamy. Stosujgc nazwy gatunkowe drobnoustrojéw zawsze za
pierwszym razem ich uzycia, podaje sie petng nazwe rodzajowa i gatunkowg. W pracach naukowych

wartosci % podaje sie z jednym miejscem po przecinku.
Wszystkie uwagi szczegétowo zaznaczytam w recenzowanym egzemplarzu rozprawy.

Podsumowujgc, wyniki uzyskane przez Doktorantke majg walory zaréwno poznawcze, jak i
praktyczne. Stosowane réine metody badawcze, klasyczne, jak i nowoczesne do realizacji
zaplanowanych doswiadczen, zastosowanie réznych obliczert statystycznych w odniesieniu do
uzyskanych wynikéw badan, umiejetnos¢ korzystania z pismiennictwa i jego wihasciwy dobér do
prowadzonej dyskusji na tle wynikéw wtasnych oraz formutowanie wnioskéw wynikajgcych z

wtasnych badan, swiadcza o dobrym przygotowaniu Doktorantki do pracy badawczej.

Stwierdzam, ze recenzowana przeze mnie rozprawa doktorska Pani mgr Lucyny Jabtorskiej,
p.t. ,Wptyw preparatéw przeciwbakteryjnych w stezeniach subinhibicyjnych na
antybiotykoopornos¢ i wirulencjge Aeromonas spp., Enterobacter hormaechei i Escherichia coli”
spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim przedstawionym w Ustawie z dnia 14 marca 2003
roku O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, i dlatego z
petnym przekonaniem wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu Adama Mickiewicza

w Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr Lucyny Jabtoriskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.




