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Recenzja
rozprawy doktorskiej] mgr Malwiny Brozyny zatytulowanej: ,,Okreslenie zdolnosci wybranych
olejkéw eterycznych do eradykacji biofilmu tworzonego przez drobnoustroje izolowane
zzakazen ko$ci i ran” wykonanej w Katedrze i Zakladzie Mikrobiologii Farmaceutycznej
1 Parazytologii Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu pod kierunkiem promotora dr hab. n. med.

Adama Junki, prof. UMW oraz promotora pomocniczego dr n. farm. Ruth Dudek-Wicher.

Problematyka podje¢ta w Rozprawie.

Celem recenzowanej pracy byla ocena wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych
i przeciwbiofilmowych olejkow eterycznych uwzgledniajagca aktywno$¢ zaréwno cieklych jak
ilotnych frakcji substancji zapachowych. Bardzo waznym aspektem pracy Doktorantki byto
opracowanie protokotu testu, ktory stuzylby wiarygodnej ocenie aktywno$ci sktadnikow lotnych.
Bowiem o ile badania frakcji cieklych zwiazkéw aromatycznych bazuja na $cisle zdefiniowanych
testach wrazliwosci zalecanych przez FEuropejski Komitet ds. Badania Wrazliwosci
Przeciwdrobnoustrojowej, metody badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej zwigzkéw lotnych sg
niestandaryzowane, co skutkuje rozbieznymi wynikami zwigzanymi z brakiem ujednoliconych
warunkéw badan. Ostatni etap pracy badawczej mgr Brozyny obejmowal okreslenie wptywu skladu
podloza hodowlanego na cechy biofilmu i jego podatnos¢ na dziatanie Srodkéw przeciwbakteryjnych.
Choroby zakazne stanowig istotng przyczyne zachorowalnosci i $miertelnosci u ludzi.
Rozwijajgca si¢ wsrdd drobnoustrojow na przestrzeni lat antybiotykooporno$¢ staje sie coraz
powazniejszym problemem. Do patogendw oportunistycznych zwigzanych z powaznymi zakazeniami
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naleza miedzy innymi Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa czy Candida albicans.

Infekcje wywolane tymi mikroorganizmami moga mie¢ ci¢zki przebieg i zagrazaé zyciu. Zakazenia
0 powyzszym charakterze czgsto wywolywane sg przez biofilmy bedace ztozonymi ,,spolecznosciami”
drobnoustrojéw osadzonych w macierzy zewnatrzkomorkowej. Tak wyksztalcona niejednorodna
»spotecznos¢” komorek drobnoustrojow wykazuje istotne rdéznigce w poréwnaniu z osobnikami
planktonowymi. Biofilm moze tworzy¢ si¢ na zywych tkankach oraz znajdujgcym si¢ w organizmie
sprzgcie medycznym takim jak cewniki czy implanty. Komérki biofilmu sg otoczone
zewnatrzkomérkowymi substancjami polimerowymi, ktére shuzg jako rusztowanie dla integralnosci
strukturalnej spolecznosci drobnoustrojow oraz jako bariera chronigca komoérki przed czynnikami
zewngtrznymi. Ze wzgledu na obecno$¢ ochronnej macierzy zewnatrzkomdrkowej, biofilm wykazuje
wysokg tolerancje na konwencjonalne s$rodki przeciwdrobnoustrojowe. Ponadto, w biofilmie
odnotowuje si¢ istotne zréznicowanie metaboliczne drobnoustrojow w obrebie okreslonych warstw.
Na skutek tego komorki drobnoustrojow w macierzy biofilmu charakteryzuja si¢ niska aktywnosé
komorkowg i sa niewrazliwe na antybiotyki i antyseptyki ukierunkowane na procesy komorkowe.
Wysoka oporno$é biofilmu na antybiotyki oraz rozwijajgca si¢ oporno$é na $rodki antyseptyczne,
sktania do wdrazania nowych strategii w leczeniu infekcji opartych na metodach nieantybiotykowych
i nieantyseptycznych. Obejmujg one wykorzystanie zwigzkéw naturalnych, ktére moglyby zaktocaé
tworzenie biofilmu i wzmacnia¢ odpowiedz immunologiczng gospodarza.

W poszukiwaniach nowych skutecznych zwigzkéw przeciwdrobnoustrojowych obiecujgca
alternatywa wydajg si¢ by¢ olejki eteryczne, ktore poza niskg toksycznoscig i bezposrednim efektem
przeciwdrobnoustrojowym, czesto  wykazuja dzialanie przeciwzapalne, antyoksydacyjne
i immunostymulujace. Ich potencjal przeciwbiofilmowy zwigzany jest z szerokim spektrum
aktywnos$ci takim jak zaklécanie integralno$¢ s$cian komodrkowych drobnoustrojow i struktur
blonowych, blokowanie ukladu quorum-sensownego, zakldcanie ruchliwosci bakterii, zmniejszanie
przylegania bakterii do obojetnych powierzchni, zwigkszanie stresu oksydacyjnego w komoérkach
drobnoustrojéw czy blokowanie produkcji enzyméw. Ponadto olejki ze wzgledu na swoje
zréznicowane i niespecyficzne dzialanie oraz zmienno$¢ skladu obnizajg ryzyko wyksztalcenia

u bakterii opornosci.
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W powyzszym zakresie cel badan podje¢ty w przedstawionej mi do oceny rozprawie doktorskiej

jest jak najbardziej aktualny i uzasadniony. Zreszta pani mgr Malwina Brozyna jednoznacznie i trafnie
sprecyzowata podjety problem badawczy. Wraz ze wzrostem zapotrzebowania na nowe zwigzki
»przeciwbiofilmowe”, dostrzegta ona réwniez potrzebe opracowania prostego i skutecznego testu do
oszacowanie w tym zakresie aktywnosci potencjalnych substancji lotnych, aby poprawié
jednoznaczno$¢ wykonywanych analiz. Odpowiedzig na t¢ potrzebg bylo stworzenie protokotu testu
aktywnosci przeciwbiofilmowej zwigzkow lotnych (AntiBioVol), ktérego przydatnosé w odniesieniu
do biofilméw utworzonych przez S. aureus, P. aeruginosa i C. albicans zostala przetestowana

i poréwnana z tradycyjnie stosowang metoda ulatniania krgzka.
Ocena formalna Rozprawy

W skilad recenzowanej rozprawy doktorskiej wchodzg cztery publikacje. Sumaryczny IF
(Journal Citation Reports) cyklu, zgodny z rokiem publikacji, jest réwny 11,81, za$ punktacja MNiSW
wynosi 340. Sa to nastgpujace pozycje:

1. Brozyna Malwina, Zywicka Anna, Fijatkowski Karol, Gorczyca Damian, Oleksy-Wawrzyniak
Monika, Dydak Karolina, Migdal Pawel, Dudek Barttomiej, Bartoszewicz Marzenna, Junka
Adam. The novel quantitative assay for measuring the antibiofilm activity of volatile
compounds (AntiBioVol). Applied Sciences-Basel, 2020, vol. 10, nr 20, art.7343

2. Brozyna Malwina, Paleczny Justyna, Koztowska Weronika, Chodaczek Grzegorz, Dudek-
Wicher Ruth, Felinczak Anna, Golgbiewska Joanna, Goérniak Agata, Junka Adam. The
antimicrobial and antibiofilm in vitro activity of liquid and vapour phases of selected essential
oils against Staphylococcus aureus. Pathogens, 2021, vol. 10, nr 9, art.1207

3. Brozyna Malwina, Paleczny Justyna, Kozlowska Weronika, Ciecholewska-Jusko Daria,
Parfienczyk Adam, Chodaczek Grzegorz, Junka Adam. Chemical composition and
antibacterial activity of liquid and volatile phase of essential oils against planktonic and
biofilm-forming cells of Pseudomonas aeruginosa. Molecules, 2022, vol. 27, nr 13, art.4096.

4. Brozyna Malwina, Kozlowska Weronika, Malec Katarzyna, Paleczny Justyna, Detyna Jerzy,

Fabianowska-Majewska Krystyna, Junka Adam. Chronic wound milieu challenges essential
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oils' antibiofilm activity. Publikacja zostata udost¢pniona w bazie bioRxiv jako preprint, DOI:
10.1101/2023.06.21.545846.

Powyzsze publikacje stanowig spéjny jednotematyczny cykl. We wszystkich pracach
Doktorantka jest pierwszym autorem, a w trzech pelni tez wraz ze swoim promotorem funkcje autora
korespondencyjnego. Zalaczone kopie publikacji bedace podstawg rozprawy poprzedzone sg krotkim
wprowadzeniem.

We wstepie autoreferatu Doktorantka krotko wprowadza w zagadnienia badawcze. W dalszej
czeéci przedstawia cel naukowy oraz etapy jego realizacji opisane w publikacjach. Kolejng czesé
autoreferatu stanowi metodyka, ktéra skrotowo opisuje wszystkie wykonane w pracy analizy.
Na kolejnych dwoch stronach wprowadzenia Doktorantka podsumowuje wyniki opisane
w poszczegblnych publikacjach. Na koniec Autorka formutuje 11 wnioskéw. Wprowadzenie zawiera
réwniez streszczenie i informacje na temat calosci osiggnig¢ naukowych Doktorantki. Dorobek
naukowy mgr Brozyny obejmujgcych 13 publikacji w czasopismach z IF i dwie w czasopismach spoza
tej listy o lgcznej aktualnej punktacji IF — 67,919 i punktacji ministerialnej — 1760. Ponadto,
mgr Brozyna jest wspotautorka rozdzialu w monografii i wspétautorka 17 komunikatéw zjazdowych
z czego w czterech figuruje jako pierwszy autor.

Prace wchodzagce w sktad cyklu sa wieloautorskie, wigc do rozprawy dolaczone sa
o$wiadczenia wspoOtautoréw, z ktorych wynika, ze udziat Doktorantki w badaniach byt wiodacy.
Kazdorazowo brata ona udzial we wspottworzeniu koncepcji i metodologii, samodzielnie wykonywata
cze$¢ eksperymentéw, wykonywata analizy statystyczne, brala udzial w opracowaniu szkicu
manuskryptu, przygotowywata ostateczng wersje publikacji i pozyskiwata finansowanie na badania.
Badania naukowe przedstawione w publikacjach zostaly wykonane w ramach projektu Preludium 20,
ktorego Doktorantka byta kierownikiem i Opus 14, w ktérym byta cztonkiem zespotu badawczego.

Pewne watpliwosci natury formalnej budzi we mnie bardzo zwigzly charakter autoreferatu,
w ktérym wyniki przedstawiono bardzo krétko i osobno w odniesieniu do poszczegdlnych publikacji,
a takze brak w autoreferacie konfrontacji uzyskanych wynikéw jako calosci z danymi literaturowymi
w postaci dyskusji. W moim odczuciu, celem recenzji rozprawy doktorskiej w postaci cyklu jest ocena
osiggnigcia jako calosci, a nie tylko zatgczonych opatrzonych krétkim komentarzem poszczegdlnych

publikacji, ktére w wigkszosci zostaly juz poddane ocenie eksperckiej przed ich opublikowaniem.
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Zasadniczo, poszczegdlne publikacje zostaly zredagowane starannie i ich forma redakcyjna nie

budzi zastrzezen. Mozna w nich wskaza¢ tylko nieliczne drobne btedy edytorskie nie majace wplywu
na poziom merytoryczny pracy, co nie jest zaskakujgce w obliczu faktu, ze manuskrypty przeszly juz
tryb korekty redakcyjnej. Jednocze$nie poszczegdlne publikacje zawierajg przeglad i odniesienia do

aktualnej i prawidtowo wyselekcjonowanej literatury przedmiotu.
Ocena merytoryczna Rozprawy

W pierwszej pracy opublikowanej w czasopismie Applied Science mgr Brozyna przedstawita
protok6l opracowanej przez siebie metody oceniajgcej aktywno$¢ przeciwbiofilmowa zwigzkow
lotnych (AntiBioVol). Jednocze$nie wykazala, ze jest to metoda ekonomiczna, o wysokiej
powtarzalnosci, umozliwiajagca wiarygodng oceng efektu przeciwbiofilmowego. Ponadto, wykonujgc
seri¢ badan poréwnawczych Doktorantka udokumentowata fakt, ze parametry techniczne zwigzane
z rozmiarami stosowanych ptytek hodowlanych oraz rézng objetoscig podloza agarowego istotnie
modyfikujg Wniki uzyskane metodg odwrdéconej plytki Petriego i standaryzacja metodologii
badawczej jest konieczna w celu wlasciwej oceny skutecznosci przeciwdrobnoustrojowej frakeji
lotnych olejkow eterycznych.

W dwoéch kolejnych publikacjach Doktorantka wykazata, ze dzialanie przeciwbakteryjne
olejkéw eterycznych w postaci ptynnej moze si¢ r6zni¢ od dziatania ich frakcji lotnych. Jednoczesnie,
w stosunku do wykorzystanych w badaniach szczepéw S. aureus i P. aeruginosa odnotowala
migdzygatunkowg zmienno$¢ w odpowiedzi na ﬁZyte w badaniach olejki. Mgr Brozyna zwrdcila
rowniez uwagg na fakt, ze ze wzgledu na wiele zmiennych w tym, tych odnoszacych sie do badanych
drobnoustrojéw i zmiennego skfadu olejkéw eterycznych, dopiero zastosowanie kilku réznych technik
pozwala uzyska¢ kompleksowy zestaw danych i wiedzg¢ o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;.

Ostatnia praca wigczona w cykl rozprawy doktorskiej obejmuje badanie oceniajace
wiasciwosci przeciwgronkowcowe olejkow zaréwno wzgledem form planktonowych jak i w postaci
biofilmu w warunkach przypominajgcych $rodowisko przewlektych ran. W ramach tego
doswiadczenia Doktorantka po raz pierwszy wykorzystata podtoze IVWM nasladujace $rodowisko
rany, co pozwolilo na uzyskanie biofilmu odzwierciedlajacego ten powstajacy w warunkach in vivo,

a przez to umozliwito wgladu w rzeczywistg aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojows i przeciwbiofilmowa
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badanych olejkéw eterycznych. Mgr Brozyna wykazata, ze uzycie podtoza IVWM znaczaco zmienito
kluczowe cechy biofilmu, takie jak aktywnos$¢ metaboliczna, jego struktura i sktad w poréwnaniu ze
standardowymi  podlozami  wzrostowymi wplywajac w ten sposéb na  aktywno$é
przeciwdrobnoustrojowag.

Po zapoznaniu si¢ z pracami wigczonymi w sktad rozprawy, stwierdzam, ze Doktorantce udato
si¢ zrealizowaé wszystkie podjete cele badawcze. Wysoka warto$¢ badan Doktorantki polega migdzy
innymi na kompleksowym podejsciu do zagadnienia. Pani mgr Malwina Brozyna wykazata sig¢
znajomosciag nowoczesne] metodyki badawczej; w badaniach bazowala na wynikach uzyskanych
z wykorzystaniem chromatografii gazowej sprzgzonej ze spektrometria mas, odwrdconej plytki
Petriego, zmodyfikowanego testu dyfuzji krazkowej, technik mikrorozcienczen, pomiaru aktywnosci
opatrunku antybiofilmowego, protokolu AntiBioVol, mikroskopii fluorescencyjnej/konfokalnej
i dynamicznego rozpraszania §wiatta. Wiaczenie do badan tak obszernego spektrum analiz pokazuje,
ze Doktorantka potrafi patrze¢ na zagadnienia badawcze z szerokiej perspektywy i posiada szeroka
znajomo$¢ metod i narzedzi badawczych. Wyniki zaprezentowane w przedstawionych mi do oceny
publikacjach sg interesujgce i wartosciowe, a dziatania Doktorantki w zakresie planowania
i prowadzenia badan w interdyscyplinarnym zespole naukowych sg w pelni przemyslane. Badania mgr
Malwiny Brozyny majg zaré6wno oryginalny charakter, jak i istotne znaczenie teoretyczne oraz
praktyczne. Opracowany przez Doktorantke test aktywnosci przeciwbiofilmowej zwigzkéw lotnych
jest odpowiedzig na zapotrzebowanie na standaryzowang metode analiz w obliczu réznic
obserwowanych w odpowiedzi na ten sam olejek eteryczny u tego samego mikroorganizmu przy
zastosowaniu réznych metod/warunkéw badawczych. Test AntiBioVol jest czuly, prosty, tani i
powtarzalny, dlatego idealnie nadaje sie jako test do badan przesiewowych, ale pozwala réwniez
uzyska¢ wyniki ilosciowe/potilosciowe w postaci parametrycznego wspoOlczynnika eradykacji
komorek drobnoustrojow.

Jesli chodzi o uwagi krytyczne, to musze stwierdzi¢, ze bazujac na dolgczonym do zbioru
publikacji autoreferacie, nie mozna jednoznacznie oceni¢ umiejg¢tnosci korzystania z fachowej
literatury przez Doktorantke czy konfrontacji uzyskanych przez nig wynikéw badan z innymi
doniesieniami naukowymi. W samym autoreferacie bowiem tematyka zagadnienia nakreslona jest

skrétowo, a dyskusji w odniesieniu do cyklu brak. Oczywiscie zarowno wprowadzenie do tematyki
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poszczegélnych artykutéw jak i dyskusja bedaca konfrontacjg uzyskanych wynikéw z wynikami
podobnych doniesien naukowych wchodzg w sktad kazdej odrgbnej publikacji. Jednak prace te sg

wieloautorskie i nie jest oczywiste, jaki byt udzial Doktorantki w pisaniu tych czesci manuskryptow.

Zwlaszcza w $wietle informacji zawartych na konicu publikacji oraz w o§wiadczeniach wspoétautoréw,

gdzie udzial w powstawaniu i recenzji manuskryptow odnotowano réwniez w odniesieniu do kilku

innych oséb. Nie chciatlabym w tym miejscu podwaza¢ ewentualnego istotnego udziatu Doktorantki

w tym zakresie, ale tez otrzymane materiaty nie pozwalaja mi na jednoznaczng oceng tych zagadnien.

Jednoczes$nie fakt ten nie powaza wiodgcego udziatu mgr Brozyny w samych badaniach.

Podczas czytania przedtozonej mi do oceny rozprawy nasunely mi si¢ nastgpujgce pytania,

ktére chciatabym zaadresowaé¢ do Doktorantki z prosba o ustosunkowanie si¢ do nich podczas

publicznej obrony:

Ls

str. 7

Po pierwsze, moja watpliwo$¢ budzi zawarte w tytule prezentowanego cyklu sformulowanie
»izolowanych z zakazen kosci i ran”. Informacja, ktéra pojawia si¢ w autoreferacie wskazuje
na wykorzystanie w eksperymentach izolatéw klinicznych S. aureus i P. aeruginosa. 1 o ile
w jednej z publikacji odnotowano, ze 7 szczepoéw S. aureus wyizolowano z zainfekowanych
ran i 7 z kosci, to w zadnej z publikacji nie znalaztam informacji o pochodzeniu szczepow
klinicznych P. aerugunosa stosowanych w eksperymentach. Zakazenie pateczka ropy biekitne;j
moze dotyczy¢ kazdego narzadu i ukladu, a czesto ma zwiazek z infekcjami ukladu
oddechowego. Czy uzasadnione wigc bylo takie zawezanie w tytule rozprawy odno$nie
pochodzenia uzytych w badaniach drobnoustrojéw? Aby rozwiaé¢ te watpliwosci, prositabym
0 uzupetnienie informacji dotyczacej pochodzenia klinicznych szczepéw pateczki ropy

blekitne;j.

W publikacji 4, w przypadku biofilméw gronkowcéw hodowanych na podlozu IVWM,
zaobserwowala Pani istotng liniowg korelacj¢ pomiedzy poziomem biomasy biofilmu, a jego
aktywnoscig metaboliczng. Czy ta zalezno$¢ moze mieé jakiekolwiek praktyczne znaczenie?
Jakie sg konsekwencje istnienia takiej korelacji i co taka informacja moglaby wniesé¢ dla oceny
wrazliwosci biofilmu? Czy mozna na przyklad spekulowaé, ze aktywne metabolicznie

1 intensywnie rosngce biofilmy bgda mniej wrazliwe na §rodki przeciwdrobnoustrojowe? Czy
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wrecz odwrotnie: biofilmy charakteryzujace si¢ wysoka biomasa, a wige i aktywnoscig bedg
bardziej podatne na dzialanie $rodkow przeciwdrobnoustrojowych biorgc pod uwage fakt, ze
niska odpowiedZz na antybiotyki moze wynikaé¢ z niskiej aktywnos$ci metabolicznej czesci

komorek biofilmu?
Whnioski koncowe

Podsumowujac, wysoko oceniam badania bedgce udziatem Doktorantki. Majg one szeroki
zakres, interdyscyplinarny charakter i zawierajg elementy nowosci. Doktorantka wykazata sie duzg
dojrzaloscig naukowa w zakresie podjetego tematu badawczego. Rozprawa charakteryzuje sie¢ wysoka
wartoscig poznawczg w wymiarze naukowym, a takze aplikacyjnym. W tym zakresie na szczegdlng
uwage zashuguje ustanowienie protokotu testu AntiBioVol i jego optymalizacja. Na uwage zastuguje
tez znaczacy jak na obecny etap kariery naukowej, catkowity dorobek Doktorantki.

W zwiagzku z powyzszym stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pt:
,Okreslenie zdolnosci wybranych olejkow eterycznych do eradykacji biofilmu tworzonego przez
drobnoustroje izolowane z zakazen kosci i ran” jest oryginalnym dorobkiem Pani mgr Malwiny
Brozyny i spetnia warunki okreslone dla rozpraw doktorskich w art. 187 ust. 1 i 2 ustawy Prawo
o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz. U. z 2018 r., poz. 1668 ze zm.). Na tej podstawie wnosz¢ do

Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu o dopuszczenie

rozprawy mgr Malwiny Brozyny do dalszych etapdw postepowania o nadanie stopnia naukowego
doktora.

Jednoczesnie ze wzgledu na wysoki poziom naukowy przedstawionej mi do oceny dysertacji

ijej wkiad w rozwodj reprezentowanej dziedziny badawczej wnioskuje o wyrdéznienie rozprawy

doktorskiej mgr Malwiny Brozyny.

dr hab. n. farm, /zfabela Grzegorczyk-Karolak
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