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RECENZJA
rozprawy doktorskiej
mgr inz. technologii zywnosci Magdaleny Pajaczkowskiej

pt. ,,Wpltyw peptydow przeciwdrobnoustrojowych i promieniowania laserowego

na drobnoustroje izolowane z przewlektych zakazen jamy ustnej”

Zdolnos$¢ zardwno grzybow jak i bakterii do tworzenia struktur biofilmu ma bardzo
istotne znaczenie w patogenezie licznych chordb, w tym takze tych zwiagzanych z jamg
ustng. Tworzenie dynamicznej i zlozonej przestrzennie struktury biofilmu, a zarazem
odmienne cechy fizjologiczne tworzacych go drobnoustrojow, moga czeSciowo uzasadniaé
jego wysoka odpornos¢ na dziatanie zréznicowanych czynnikow, jak np. antybiotyki, co
niewatpliwie prowadzi do trudnosci w terapii. Dlatego tez aktualnie leczenie tego rodzaju
zakazen stanowi znaczace wyzwanie W Stomatologii, co determinuje konieczno$¢
poszukiwania alternatywnych metod terapeutycznych. Stad tez w opinii recenzenta wybor
przez Doktorantke tematu dysertacji jest w pelni uzasadniony zarowno W aspekcie
naukowym jak i klinicznym.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. technologii zywnosci
Magdaleny  Pajaczkowskiej opracowana  zostala, pod kierunkiem Promotora
prof. dr hab. n. med. Grazyny Gosciniak oraz Promotora pomocniczego

dr hab. n. med. Kingi Grzech-Leéniak, prof. Uczelni, w postaci wydrukowanej monografii



pt. ,,Wplyw peptydow przeciwdrobnoustrojowych i promieniowania laserowego na
drobnoustroje izolowane z przewleklych zakazen jamy ustnej”. Dysertacja jest zgodna
z ogolnie przyjetymi wymogami dla tego rodzaju opracowan. Praca liczy !acznie
205 stron druku i obejmuje kolejno spis rycin, schematow, tabel i fotografii; wykaz
skrotow; wstep; cel pracy; material; metody; wyniki; dyskusj¢; wnioski; streszczenie;
abstract; wykaz piSmiennictwa; suplement oraz aneks. W dysertacji zawartych zostato
8 rycin, 1 schemat, 45 tabel oraz 24 fotografie. PiSmiennictwo obejmuje 158 pozycji, w tym
147 (93%) publikacji napisanych w jezyku angielskim oraz 11 (7%) opracowan naukowych
w jezyku polskim.

W 33-stronnicowym wstepie Autorka przyblizyta czytelnikowi temat projektu
badawczego opisujac migdzy innymi zagadnienia odnoszace si¢ do mikrobiomu jamy ustnej,
etiologii prochnicy zebow, etiologii i patogenezy kandydozy jamy ustnej, a takze leczenia
chorob w  obrgbie jamy ustnej, w tym z  zastosowaniem = peptydow
przeciwdrobnoustrojowych jako alternatywy konwencjonalnej terapii czy laseroterapii.

Cel badan zostat prawidtowo sformutowany przez Doktorantke i dotyczyl oceny
wplywu peptydow  przeciwdrobnoustrojowych, lasera i1 fototerapii na biofilm
jednogatunkowy i mieszany.

Materiat do badan stanowity drobnoustroje uzyskane z wymazow pobieranych z jamy
ustnej 0sob z nawracajaca grzybica. Wymazy pozyskiwano od pacjentéw zglaszajacych si¢
do Prywatnego Centrum dr Macieja Koztowskiego w Olesnicy. Do analizy wlaczono takze
szczepy wzorcowe pochodzace z Amerykanskiej Kolekcji Kultur Typowych, w tym
Candida albicans (ATCC 90028), Candida albicans (ATCC 10231), Candida dubliniensis
(ATCC MYA 646), Streptococcus mutans (ATCC 25175) oraz Lactobacillus rhamnosus
(ATCC 9595). Zaréwno szczepy Kliniczne i jak i wzorcowe przechowywano w Katedrze
i Zaktadzie Mikrobiologii Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu.

Na pierwszym etapie badania przeprowadzono z wykorzystaniem 43 szczepoéw
Candida spp., 2 szczepow S. mutans oraz 18 szczepow Lactobacillus spp. Stopien adhezji
drobnoustrojow oraz tworzenie biofilmow (jedno-, dwu- i trzygatunkowych) oceniono
ilosciowo testem z fioletem krystalicznym. Ponadto dokonano oznaczen zywotnos$ci
biofilméw testem redukcji soli tetrazoliowej MTT.

Na dalszym etapie do badan wybrano szczepy wykazujace si¢ najlepsza zdolnos$cia
tworzenia biofilmow, w tym 14 szczepow Candida spp., 2 szczepy S. mutans oraz
13 szczepow Lactobacillus rhamnosus. Ocenie poddano liczbe jednostek koloniotwoérczych

w dojrzatych biofilmach jedno- i wielogatunkowych.



Podczas prowadzenia badan zastosowano dwa lipopeptydy, tj. Pal-KKKK-NH2
I Pal-CKKKKC-NH2, ktore zostaly zsyntetyzowane w Katedrze i Zaktadzie Chemii
Nieorganicznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Przezywalnos¢ drobnoustrojow
w biofilmie wobec peptydéw badano metoda mikrorozcienczen w ptytkach titracyjnych.
Wrazliwo$¢ szczepoéw na lipopetydy okreslona zostata poprzez wyznaczenie wartosci
minimalnego st¢zenia hamujacego (MIC). Aktywno$¢ wobec dojrzatego biofilmu, jedno-
i wielogatunkowego, oceniono poprzez wyznaczenie minimalnego st¢zenia eradykujgcego
biofilm (MBEC). Podczas badan zastosowano dwa lasery diodowe, tj. Smart M
LASOTRONIX o dlugosci fali 405 nm, 635 nm i 808 nm oraz MMO LASER DUO
0 dtugosci fali 660 nm i 808 nm. Do oceny wplywu promieniowania laserowego na biofilm
mieszany wykorzystywano test z fioletem krystalicznym oraz okres$lano liczbg jednostek
koloniotworczych. Natomiast analiza struktury biofilmu po zastosowaniu peptydu
i fototerapii zostata oszacowana z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej.

Wyniki badan Doktorantka przedstawita w formie opisu, a takze licznych tabel,
rycin i fotografii. Nalezy podkresli¢, iz graficzna prezentacja danych zastosowana przez
Autorke utatwia czytelnikowi odbior tresci dysertacji.

W dyskusji Doktorantka zwrocita uwage na najwazniejsze |1 nhajciekawsze
informacje, a rozwazania przeprowadzita z bardzo dobra znajomoscig tematu. Rozdziat ten
dowodzi, iz Autorka znakomicie opanowata material badawczy, ale takze z wprawa
dokonata odpowiedniego oszacowania wynikow badan witasnych w odniesieniu do danych
pozyskanych przez innych naukowcow.

Analiza uzyskanych przez Doktorantke wynikow sklonita Ja do wysunigcia pigciu
bardzo interesujgcych wnioskow:

1. Szczepy S. mutans i Lactobacillus spp. miaty najsilniejsze zdolnosci tworzenia
biofilmu. C. albicans i C. dubliniensis tworzyly biofilm w stopniu
umiarkowanym.

2. Biofilm mieszany Candida — S. mutans charakteryzowal si¢ wicksza biomasg
biofilmu a takze znaczaca iloscig komoérek Candida spp. i S. mutans. Udziat
Lactobacillus spp. w 3 gatunkowym biofilmie Candida - Strepococcus —
Lactobacillus powodowat obnizenie liczebno$ci komorek S. mutans i C. albicans.

3. Wykazano oddzialywania synergistyczne w biofilmie mieszanym Candida —
Strepococcus, natomiast Lactobacillus rhamnosus dziatal antagonistycznie
w stosunku do gatunkow partnerskich obecnych w biofilmie mieszanym.

4. Lipopeptydy byly skuteczne w niszczeniu struktur biofilmu  jedno-
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i wielogatunkowego. W przypadku peptydu Pal-CKKKKC-NH2 wykazano
79% eradykacje biofilmu Candida spp. Najwyzsza aktywnos$¢ przeciwbiofilmowa
wobec S. mutans w biofilmie dwugatunkowym Candida - Strepococcus wykazat
peptyd Pal-KKKK-NHo.

5. Fototerapia istotnie wplywala na eradykacj¢ biofilmu. Zdecydowanie lepsze

efekty PDT uzyskano w redukcji biofilméw jednogatunkowych Candida spp.
I S. mutans. Uzycie samego fotouczulacza jak i $wiatta lasera nie wptywato
istotnie na redukcje biofilmu.

Na prowadzenie badan Doktorantka uzyskata zgode Komisji Bioetycznej przy
Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu (opinia nr KB — 198/2019), ktorej kopia zostata
zamieszczona w aneksie na koncu dysertacji.

W opinii recenzenta poruszona przez Doktorantke tematyka jest niezwykle
wazna. Natomiast podjety projekt posiada duze walory poznawcze zaréwno
w aspekcie Klinicznym jak i naukowym.

Przedstawiona do oceny dysertacja stanowi logiczng cato$¢ i $wiadczy
0 odpowiednim przygotowaniu Doktorantki do prowadzenia badan naukowych oraz ich
prezentacji. Uzyskane przez Autork¢ wyniki zostaty zaprezentowane w kompleksowy,
przejrzysty i usystematyzowany sposob, a takze dobrze udokumentowane poprzez
prezentacje licznych tabel, rycin i fotografii. Mgr inz. technologii zywnosci Magdalena
Pajaczkowska uzyskata odpowiedzi na zatozone cele badania, ktore podsumowata we
whnioskach.

Jednakze z obowigzku recenzenta zmuszona jestem do zwrdcenia uwagi, iz niestety
Doktorantka nie ustrzegta si¢ w rozprawie od wielu uchybien jezykowych. Ponadto Autorka
nie dokonata wyjasnien w jezyku polskim niektorych skrotow, w tym np. ,,CLSM” w ich
wykazie na stronie 14 czy ,,PACT” na stronie 15. Dodatkowo spostrzezono rozbieznoSci
pomigdzy numeracjg fotografii opisywanych w tekécie a tg przy nich zawarta
(np. w ostatniej linii na str. 53 powinno by¢ odniesienie do fot. 2, ktora znajduje si¢ na
str. 54, zamiast do fot. 1). W spisie pismiennictwa takze Spostrzezono drobne uchybienia, w
tym np. Autorka nie podata tytutu czasopisma (pozycja 72 na str. 162, badz pozycja 110 na
str. 165).

Nalezatoby przy tym podkreslic, iz wszystkie przedstawione spostrzezenia nie
umniejszaja jednak wartosci merytorycznej dysertacji, ktéra wnosi wiele cennych
informacji. Tematyka przedtozonej do oceny pracy doktorskiej stanowi istotny wktad

W poszerzaniu wiedzy, ktéra moze zosta¢ wykorzystana dla dobra licznych pacjentow.



Podsumowujgc niniejsza recenzje uwazam, iz przedlozona do oceny rozprawa
doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pozn. zm.). Stad tez zwracam si¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny
Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu
z wuioskiem o przyjecie pracy i dopuszezenie mgr inz. technologii zywno$ci Magdaleny
Pajaczkowskie] do dalszych etapow przewodu doktorskiego, w tym o dopuszczenie do

publicznej obrony oraz wyrdznienie rozprawy doktorskiej.

7. wyrazami szacunku




