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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Malwiny Brozyny zostala wykonana na
zlecenie Przewodniczagcego Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu prof. dr hab. Adama Matkowskiego zgodnie z uchwala Rady
Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne z dn. 06 lipca 2023 r.

1. Ocena zasadnos$ci wyboru tematyki rozprawy doktorskiej

Celem rozprawy doktorskiej byto opracowanie testu stuzgcego ocenie aktywnosci
przeciwbiofilmowych lotnych zwigzkow, ocena in vitro wiasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych i przeciwbiofilmowych olejkéw eterycznych oraz okre$lenie
wplywu  skladu medium  hodowlanego na cechy Dbiofilmu i  skutecznosé
przeciwdrobnoustrojowa olejkow eterycznych.

Biofilm bakteryjny odgrywa istotng role w patogenezie wielu choréb, majgcych

zazwyczaj charakter przewlekty. Biofilm stanowi skupisko bakterii osadzone w samodzielnie
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wytworzonej matrycy, przylegajacej zardbwno do powierzchni biotycznych jak i abiotycznych.
Zdolno$¢ do kolonizowania powierzchni abiotycznych stanowi powazny problem, poniewaz
biofilm moze tworzyé sie na powierzchni powszechnie stosowanych w medycynie
biomaterialéow  wykorzystywanych do produkcji cewnikéw moczowych, cewnikow
naczyniowych, ukladu zastawkowego do drenazu komorowego, stentow oraz réznego rodzaju
implantéw. Wspomniana matryca stanowiaca biofilm sktada si¢ w gtéwnej mierze z substancji
takich jak biatka i polisacharydy. Uformowany biofilm stanowi zwarts, tréjwymiarowa
strukture ztozona z kilku do kilkudziesigciu warstw bakterii nalezacych do tego samego lub
réznych gatunkéw. W strukturze biofilmu mozna takze wskaza¢ rozbudowang sie¢ kanatow,
ktére lacza jego wnetrze z otaczajgcym $rodowiskiem. Shuzg one do transportu metabolitow
oraz tlenu w obrebie biofilmu. Ta zlozona struktura powoduje, ze bakterie w nim zyjgce sa
oporne na $rodki dezynfekcyjne, promieniowanie ultrafioletowe oraz mechanizmy odpowiedzi
immunologicznej gospodarza. Opornosé ta jest miedzy innymi zwigzana z catkowitym brakiem
lub bardzo ograniczonym wnikaniem substancji przewciwbakteryjnych do wnetrza biofilmu
oraz powstaniem opornych fenotypoéw. Zakazenia o podtozu biofilmowym wystepujg w
uktadzie stuchowym, sercowo-naczyniowym, trawiennym, rozrodczym, oddechowym oraz
moczowym. Obecna wiedza na temat wptywu biofilmu na patogeneze¢ choréb wskazuje na
szereg réznych mechanizméw, ktorych poznanie jest kluczowe dla opracowania skutecznych
strategii prewencji oraz leczenia wspomnianych infekcji. Badania zwigzane z biofilmem
bakteryjnym sg ukierunkowane zaréwno na poszukiwanie skutecznych oraz bezpiecznych
metod zwalczania drobnoustrojow zdolnych do jego tworzenia jak i nowych metod jego
badania. Tematyka recenzowanej pracy obejmuje swym zakresem oba wspomniane aspekty. W
dobie niepokojaco rosngcej antybiotykoodpornosci podjete w rozprawie badania nalezy uznaé

za bardzo aktualne i majace takze szeroko zakrojony wymiar poznawczy.

2. Charakterystyka formalnej strony rozprawy doktorskiej

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska sktada si¢ z dwdch czesci. Czg$¢ pierwsza,
0 objetosci 26 stron, stanowi autoreferat, ktdry obejmuje: wykaz dorobku naukowego
Doktorantki stanowigcy przedmiot rozprawy doktorskiej, streszczenie w jezyku polskim i
angielskim, wprowadzenie, cel pracy, wykaz materialbw 1 metod stosowanych podczas
realizacji pracy oraz omoOwienie wynikéw badan zaprezentowanych w poszczegélnych
publikacjach. Na koncu tej czesci pracy znajdujg sie najwazniejsze wnioski i stwierdzenia
dotyczace uzyskanych wynikow, a takze wykaz literatury. Drugg czes$¢ rozprawy stanowi

jednolity tematycznie zbidr 3 oryginalnych publikacji naukowych:
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e Brozyna Malwina, Zywicka Anna, Fijatkowski Karol, Gorczyca Damian, Oleksy-
Wawrzyniak Monika, Dydak Karolina, Migdat 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. IF 2020 = 2,679; 100 pkt. MEiIN
e Brozyna Malwina, Paleczny Justyna, Koztowska Weronika, Chodaczek Grzegorz,
Dudek-Wicher Ruth, Felinczak Anna, Golebiewska Joanna, Gérniak 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. IF 2021 = 4,531; 100 pkt. MEIN
e Brozyna Malwina, Paleczny Justyna, Koztowska 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. IF 2022 = 4,927; 140 pkt. MEiN
Wymienione wyzej publikacje zostaty opublikowane w renomowanych czasopismach
znajdujacych sie w bazie JCR. Ich tgczny wspotczynnik oddziatywania IF oraz liczba punktow
MNiSW wynosza odpowiednio 12,137 i 340 pkt., co $wiadczy o bardzo dobrym poziomie
przeprowadzonych badan, ocenionych réwniez przez niezaleznych recenzentow. Wszystkie
publikacje sa pracami zespotowymi, a liczba wspotautoréw waha si¢ od 7 do 10. Nalezy
podkresli¢, ze we wszystkich pracach Doktorantka jest pierwszym autorem i zgodnie z
o$wiadczeniami pozostatych cztonkéw zespotu badawczego Jej udziat w ich powstaniu byt
wiodacy. Indywidualny wkiad pracy doktorantki w przypadku wiekszosci publikacji
obejmowal: wspoltworzenie koncepcji badan, udziat w opracowaniu zatozen metodycznych,
realizacj¢ badan eksperymentalnych, analiz¢ i opracowanie wynikow, przygotowanie
manuskryptu. W mojej opinii udziat Doktorantki w poszczegdlnych pracach jest znaczacy i
jednoczesnie wystarczajacy do wiaczenia ich do cyklu publikacji stanowigcego podstawe do
ubiegania si¢ o stopnien naukowy doktora. Majac na uwadze zakres merytoryczny publikacji
wchodzgceych w sktad dzieta nalezy stwierdzié, ze tytut rozprawy doktorskiej odzwierciedla jej
tres¢ 1 jest w pelni adekwatny. Prezentacja wynikow, poprzedzona opisem metodyki badan i
jasno sformutowanym celem rozprawy, utatwiajg jej lekture i zrozumienie koncepcji badan
przyjetej dla poszczegolnych prac wehodzacych w skiad rozprawy doktorskie;.

Natomiast za nieuzasadnione uwazam wigczanie do dorobku naukowego ostatniej pracy

(publikacja P4). Tekst manuskryptu zostat umieszczony w bazie danych bioRxiv $wiadczacej
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bezplatne ustugi archiwizacji i dystrybucji niepublikowanych tekstéw naukowych z zakresu
nauk przyrodniczych. Baza ta pozwala na udostepnienie spolecznosci naukowej wstepnej
wersji manuskryptu, przy czym jest to wersja niepodlegajaca recenzji przez niezaleznych
ekspertdéw. Tym samym w mojej opinii nie mozna formalnie zaliczy¢ tej pracy do dorobku

naukowego doktorantki.

3. Ocena merytoryczna rozprawy

Gléwnym problemem naukowym podejmowanym w niniejszej rozprawie doktorskiej
byta ocena in vitro aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej i przeciwbiofilmowej frakcji lotnych
i ptynnych wybranych olejkow eterycznych wzgledem patogendw izolowanych z zakazen kosci
i ran. Autorka slusznie zauwaza, ze liczne badania in vitro wskazujg na silne wiasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe olejkéw eterycznych. Natomiast wyniki badan in vivo sg bardzo
czgsto niejednoznaczne lub catkowicie odmienne od wynikow testow in vitro. Dotyczy to w
szczegblnosei badan aktywnosci lotnych frakeji olejkow eterycznych. Warto w tym miejscu
zaznaczy¢, ze kluczowe znaczenie dla faktycznej oceny aktywnosci badanych substancji ma
wybor szczepdéw. Wielokrotnie okazuje si¢, ze dana substancja ma silne wiasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe jedynie w stosunku do szczepéw referencyjnych, pochodzacych z
kolekcji czystych kultur. Natomiast ich aktywno$¢ w odniesieniu do szczepow klinicznych jest
marginalna lub statystyczne nieistotna. W publikacji P1 Autorka wykorzystata jedynie szczepy
referencyjne. W kolejnych publikacjach pojawiajg si¢ natomiast izolaty kliniczne, co istotnie
podnosi warto$¢ naukowa recenzowanej rozprawy doktorskiej. Publikacja P1 zawiera dane
eksperymentalne ilustrujagce mozliwosci opracowanej przez doktorantke autorskiej metody
weryfikacji aktywnosci olejkow eterycznych wzgledem wybranych szczepéw bakterii
wykazujacych zdolnosci do tworzenia biofilmu (AntiBioVol). Doktorantka udowodnita, ze
wspomniana metoda pozwala na uzyskanie wiarygodnych wynikéw w relatywnie krotkim
czasie i przy istotnie zredukowanych naktadach materialowych. Badania zaprezentowane w
publikacji P1 wykazaly takze, ze bakterie wystepujace w formie biofilmu charakteryzuja si¢
znacznie wigksza odporno$cig na dziatanie substancji zawartych w badanych olejkach
eterycznych anizeli formy planktoniczne. Dopelnieniem dla prezentowanych wynikow
liczbowych jest obszerna dokumentacja zdjeciowa preparatéw bakterii tworzacych biofilm,
wykonana technikg SEM.

Wspomniana publikacja zawiera takze obszerny suplement obejmujacy swym zakresem
wyniki uzyskane z zastosowaniem powszechnie uznanych metod badawczych. W materiatach

tych zawarto migdzy innymi rezultaty badan dotyczacych oceny aktywnosci
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przeciwdrobnoustrojowej roztworow PEG. W literaturze przedmiotu znajdujemy dane
wskazujace, ze dodatek PEG moze pozytywnie wpltywaé na aktywno$¢ roznego rodzaju
substancji przeciwdrobnoustrojowych, w tym takze olejkéw eterycznych. Autorka rozprawy
wskazala natomiast, ze obecno$¢ tego polimeru nie wptywa w sposob istotny na aktywnosé
przeciwdrobnoustrojowa i przeciwbiofilmowa. W publikacji jak i w suplemencie nie zawarto
niestety informacji dotyczacej rodzaju oraz masy czasteczkowej stosowanych roztworé6w PEG.
W zwigzku z tym prosze, by podczas publicznej obrony doktorantka wyjasnita, czym kierowata
si¢ przy wyborze polimeru, jaka byta jego masa czasteczkowa i kryteria, na podstawie ktorych
zastosowano opisane stezenia PEG. W suplemencie do publikacji P1 zaprezentowano takze
wyniki analizy sktadu chemicznego badanych olejkow wykonane metodg GC-MS. Jest to
istotny element tej pracy, poniewaz pozwala na kompleksowg charakterystyke stosowanych
substancji oraz utatwia poréwnanie uzyskanych wynikow z danymi prezentowanymi przez
innych autorow.

W dalszej czgsci badan opisanych w publikacji P2 doktorantka zaprezentowata wyniki
dotyczace oceny wptywu frakcji ptynnych jak i lotnych wybranych olejkéw eterycznych (z
tymianku, drzewa herbacianego, bazylii, rozmarynu, eukaliptusa, lawendy i miety mentolowej)
na przezywalnos¢ oraz zdolnos¢ do tworzenia biofilmu przez 16 wyselekcjonowanych
szczepow gronkowca zlocistego (Staphylococcus aureus). Praca ta jest bardzo warto$ciowa,
poniewaz opisuje badania wykonane na 14 szczepach klinicznych zdolnych do tworzenia w
pelni dojrzatego biofilmu. Uzyskane wyniki wskazuja, ze w obrebie szczepdw nalezacych do
tego samego gatunku drobnoustroju mogg wystgpowaé bardzo istotne réznice w tolerancji na
poszczegblne olejki eteryczne. Autorka wykazata, ze olejek tymiankowy w formie lotnej jako
jedyny wykazal wysoka skuteczno$¢ wobec form planktonicznych wszystkich badanych
szczepow gronkowca zlocistego. Natomiast w formie emulsji (w stezeniu réwnym 0,1%)
catkowicie eradykowat biofilm szczepéw klinicznych. Pewne watpliwosei budzi jedynie
sposob realizacji badan w aspekcie wyboru szezepow. Autorka badata w sumie 16 szezepow,
podczas gdy na poszczegélnych wykresach dotyczacych wptywu wybranych olejkow (rys. 3 i
4 oraz np. w tabeli S2) przedstawiono wyniki odnoszace sie do znacznie mniejszej ich liczby.
W tekscie publikacji pojawia si¢ jedynie informacja méwigca, ze podstawg selekcji byly wyniki
uzyskane metodg mikrorozcienczen. W zwigzku z tym prosze doktorantke o wyjasnienie,
dlaczego dokonano tego rodzaju selekcji i co byto podstawg wyboru danego szczepu do testu z
wykorzystaniem okreslonego olejku eterycznego. Autorka podczas realizacji tych badan
stosowala szereg bardzo nowoczesnych metod analitycznych bazujacych np. na chromatografii

gazowej sprz¢zonej z detektorem masowym czy metodzie dynamicznego rozpraszania $wiatta
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stosowanej do pomiaru wielkosci kropel emulsji. Wykorzystala takze mozliwosci jakie daje
nowoczesna mikroskopia konfokalna oraz fluorescencyjna. Szkoda jedynie, ze ostanie dwie
wymienione techniki wykorzystano jedynie do analizy probek odnoszacych si¢ do szczepu
referencyjnego S. aureus ATCC 6538. Analiza pordwnawcza obrazoéw mikroskopowych dla
wybranych szczepdw S. aureus rdznigcych sie reakcja na olejki eteryczne byltaby
prawdopodobnie interesujacym dopetnieniem prezentowanych wynikow.

W publikacji P3 autorka skupita si¢ na badaniu wptywu olejkow eterycznych (ich frakcji
ciektych jak i lotnych) na referencyjne oraz kliniczne szczepy Pseudomonas aeruginosa
wystepujacych w formie planktonicznej jak i biofilmu. Wyb6r obiektu badan nalezy uznaé za
w pelni uzasadniony, bowiem szczepy te sg bardzo waznym czynnikiem etiologicznym wielu
zakazen. Badania opisane w publikacji P3 wykonano zgodnie ze schematem zaprezentowanym
w publikacji P2, z ta réznica, ze wyniki analizy sktadu chemicznego olejkéw wykonanej
metodg GC-MS zaprezentowano w gléwnej czesci manuskryptu. Uwazam, ze wystarczyto w
tym przypadku powota¢ si¢ na opublikowane wczesniej prace Autorki. Analiza aktywnosci
przeciwbakteryjnych ptynnych frakcji olejkéw eterycznych wzgledem form planktonicznych
P. aeruginosa wykazala, iz olejek rozmarynowy cechowat si¢ najwyzszg skutecznoscig sposrod
testowanych zwigzkow. Wykazano, ze emulsje zawierajace 0,8% olejku catkowicie hamujg
wzrost 93% badanych szczepdw. Autorka zaobserwowata takze cickawe zjawisko zwigzane ze
wzrostem przezywalnosci komorek tworzacych biofilm po ich traktowaniu badanymi olejkami.
Wyjasnienie tego zjawiska jest kluczowe w przypadku potencjalnego wykorzystania olejkéw
w zwalczaniu szczepéw tworzacych biofilm i wymaga w mojej ocenie dalszych poglebionych
badan. Tutaj poprosz¢ Autorke o dodatkowy komentarz na ten temat w trakcie publicznej
obrony rozprawy doktorskiej.

Przedmiotem czwartej publikacji, ktorej w mojej opinii nie nalezy traktowaé formalnie
jako czesci dorobku naukowego autorki byly badania majace na celu ocene wplywu
stosowanego podtoza hodowlanego na wiasciwosci i strukture biofilm bakteryjnego. Badania
te sa bardzo intersujace i szkoda, ze nie udato si¢ Autorce opublikowaé ich przed ztozeniem
rozprawy do recenzji. Mimo to mysle, ze warto skomentowa¢ zaprezentowane wyniki. Autorka
zastosowala we wspomnianej pracy podioze, ktérego zadaniem byta symulacja warunkéw
zblizonych do tych, jakie wystepuja w trudno gojacych sie ranach. Wyniki badan porownata z
rezultatami uzyskanymi na referencyjnym podtozu TSB. Jest to bardzo ciekawe podejscie,
zbliza bowiem eksperyment realizowany w warunkach in vitro do tego z czym mamy do
czynienia w warunkach in vivo. Doktorantka wykazata, ze rodzaj podloza ma kluczowe

znaczenie dla struktury biofilmu oraz odpornosci komérek na dziatanie badanych olejkéw
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eterycznych. Szkoda, ze przy okazji realizacji badan na dwdch réznych podloza Autorka nie
podjeta takze proby oceny kinetyki formowania dojrzatego biofilmu. W badaniach przyjeto
zalozenie, ze dojrzaty biofilm powstaje po 24h inkubacji, natomiast mozna oczekiwaé, ze
zaréwno w odniesieniu do podtoza TSB jak i IVWM proces ten bedzie przebiegat znacznie
szybciej (6-12h). Pordéwnanie kinetyki formowania biofilmu byloby z calg pewnoscig
wartosciowym Zrodlem dodatkowych danych utatwiajgcych planowanie dalszych badan i
pdzniejszg interpretacje wynikow.

Wyniki uzyskane podczas realizacji badan umozliwity sformutowanie jedenastu
wnioskow, ktdre nalezy uzna¢ za w pelni uzasadnione. W tym miejscu chcialbym poprosié
doktorantke o wyrazenie swojej opinii na tematy realnej mozliwosci zastosowania badanych
olejkow w zwalczaniu drobnoustrojow tworzgcych biofilmy. We wnioskach zabraklo mi
bowiem ostatecznej konkluzji wskazujacej jakie sa perspektywy wprowadzenia tego rodzaju
rozwigzan do praktyki. Cheiatbym takze prosi¢ doktorantke o wyrazenie swojej opinii na temat

zjawiska quorum-sensing i jego znaczenia w badaniu biofilméw bakteryjnych.

4. Podsumowanie i wniosek koncowy

Recenzowana przeze mnie rozprawa doktorska mgr Malwiny Brozyny pt. ,,Okreslenie
zdolnosei  wybranych olejkéw eterycznych do eradykacji biofilmu tworzonego przez
drobnoustroje izolowane z zakazen ko$ci i ran" wykonana zostala z nalezyta starannogcia oraz
zachowaniem wiasciwej metodologii badar. Doktorantka nie tylko posiada odpowiednia
wiedzg oraz warsztat badawczy z zakresu mikrobiologii, ale takze potrafi prowadzié¢ dojrzata
dyskusj¢ uzyskanych wynikow. Warto takze dodaé, ze doktorantka posiada znaczny dorobek
publikacyjny, wykraczajacy zdecydowanie poza tematyke recenzowanej rozprawy. Potwierdza
to w petni jej predyspozycje do samodzielnego planowania i prowadzenia badan naukowych.

W mojej ocenie przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Malwiny Brozyny pt.
»Okreslenie zdolnosci wybranych olejkéw eterycznych do eradykacii biofilmu tworzonego
przez drobnoustroje izolowane z zakazen kosci i ran" spetnia wszystkie warunki okreslone w
art. 187 ust.1-4 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz 1,
z 2018, poz. 1668 ze zm.). Zwracam si¢ zatem do Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie rozprawy mgr Malwiny Brozyny do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



