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Oceny pracy dokonano w oparciu o uchwale¢ Rady Wydzialu Nauk o Zdrowiu nr
356/2019 Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego z dnia 25.06.2019 r.

Uzasadnienie podj¢cia tematu

Tworzenie biofilméw mikrobiologicznych zwlaszcza w implantologii i urzgdzeniach
medycznych stanowi nie lada problem i wyzwanie dla wspélczesnej nauki. Wedlug US
National Institute of Health 80% wszystkich infekcji u ludzi ma podloze biofilmowe, z ktérych
65% to zakazenia szpitalne. W rzeczywisto$ci przewlekle infekcje biofilmowe mogg
negatywnie wplywaé na kazdy narzad w ludzkim organizmie. Plytka nazgbna moze prowadzié
do infekcji jamy ustnej, choréb przyzebia, zapalenia dzigsel i prochnicy. Stwierdzono réwniez,
ze osoby z chorobami przyzebia sg prawie dwukrotnie bardziej narazone na chorobg wieficowa.
Plytka nazebna oraz biofilm na powierzchniach z¢bdw i implantéw moga przyczyniaé sig¢ do
standéw zapalnych takze ukladu oddechowego, zwlaszcza u 0séb z grup ryzyka, na przyklad u
pacjentéw z mukowiscydoza, u ktérych bakterie zwigzane z zapaleniem pluc wykrywa si¢ w
plytce nazebnej. Bakterie najczeéciej zwigzane z zakazeniem drég oddechowych i izolowane z
plwociny pacjentéw z mukowiscydoza obejmuja powszechne patogeny ludzkie, przede
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wszystkim Staphylococcus aureus. Szczegdlnie niebezpieczne sg szczepy MRSA, czyli oporne
na metycyling, ktérych wzrost wystepowania obserwuje si¢ w ostatnich latach u pacjentow z
mukowiscydozg, co moze byé potencjalnym czynnikiem ryzyka zgonu w mukowiscydozie.
Poszukiwanie i wykorzystanic metod alternatywnych wobec antybiotykoterapii oraz
zaplanowana profilaktyka i zapobieganie kolonizacji jamy ustnej szczepami patogennymi sa
jak najbardziej pozadane.

Podjecie badafn w tym zakresie uwazam za wysoce uzasadnione. Celem pracy
doktorskiej byla weryfikacja oraz opracowanie wykorzystania metod fizycznych, w tym
zastosowania pragdu o niskim natezeniu — umozliwiajgce eliminacj¢ biofilmu bakteryjnego z
materialéw implantologicznych oraz uzupelnien stomatologicznych w pacjentéw =z

mukowiscydoza — jako metody profilaktycznej w zapobieganiu infekcji jamy ustne;j.

Formalna ocena pracy
Praca stanowi zbi6r opublikowanych i powigzanych tematycznie czterech oryginalnych
artykuléw naukowych zgodny z wymaganiami 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 (t.j. Dz.U.
z2017 r., poz. 1789 ze zm. ), ktdry sklada sie z nastepujacych publikacji:
1. Jarzynka S, Oledzka G, Minkiewicz A, Iwanczyk B, Chudek J, Gulatowska P, Skorupa
W, Nowak J, Augustynowicz-Kope¢ E. Oral heaith status in adults with cystic fibrosis
- dental and microbiological assessment; Journal of Health Study and Medicine. 2020;
1: 155-166. MEiN: 20
2. Minkiewicz-Zochniak A, Jarzynka S, Iwanska A, Strom K, Iwanczyk B, Bartel M,
Mazur M, Pietruczuk-Padzik A, Konieczna M, Augustynowicz-Kopeé¢ E, Oledzka G.
Biofilm formation on dental implant biomaterials by Staphylococcus aureus strains
isolated from patients with cystic fibrosis. Materials. 2021; 14(8):2030. MEiN: 140; IF:
3,623.
3. Jarzynka S, Strom K, Barbarska O, Pawlikowska E, Minkiewicz-Zochniak A, Rosiak
E, Oledzka G, Wesolowska A. Combination of high-pressure processing and freeze-

drying as the most effective techniques in maintaining biological values and
microbiological safety of donor milk. International Journal of Environmental Research
and Public Health. 2021; 18(4):2147. MEiN: 140; IF: 3,39.

4. Minkiewicz-Zochniak A, Strom K, Jarzynka S, Iwanczyk B, Koryszewska-Bagifiska A,
Oledzka G. Effect of low amperage electric current on Staphylococcus aureus strategy




for combating bacterial biofilms formation on dental implants in cystic fibrosis patients,
in vitro study. Materials. 2021; 14(20):6117. MEiN: 140; IF: 3,623.

Publikacje powstaly w latach 2020-2021, a ich lgczny Impact Factor wynosi 10,636 i
odpowiada 440 punktom Ministerstwa Edukacji i Nauki. Doktorantka jest pierwszym autorem
dwoéch publikacji, w pozostalych dwodch jest autorem trzecim i piatym, natomiast nie jest
autorem korespondencyjnym w zadnej z nich. Udziat Doktorantki w powstaniu spéjnego
tematycznie zbioru czterech publikacji wynosi od 5 do 55%, w zaleznosci od pracy (wynosi on
odpowiednio 12, 36, 5 oraz 55%), a wigc tylko w jednej publikacji jest autorem wiodgcym.
Potwierdzeniem roli Doktorantki sg o$wiadczenia Wspoétautoréw, ktdre okreslaja jej wkiad w
tworzenie koncepcji pracy, opracowanie metodologii badan, wykonywanie eksperyment6éw,
prowadzenie procesu badawczego, analize¢ i tworzenie danych oraz przygotowanie publikacji.

Przedstawiony do recenzji cykl publikacji uzupelniono o ponad 30-stronicowe
opracowanie zatytulowane ,,Wykorzystanie prqgdu o niskim natgzeniu w eliminacji biofilmu
bakteryjnego u pacjentow z mukowiscydozq”. Doktorantka w opracowaniu przedstawila wykaz
publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe zaprezentowane do oceny, zarysowala
uzasadnienie podjgcia tematu i metodologie, omdéwila osiggnigcia badawcze, przedstawila
wnioski oraz bibliografi¢. Tytul, geneza i cel pracy zostaly sformulowane poprawnie. Ponadto
do opracowania dolgczono kopie publikacji zaprezentowanych do oceny. Opracowanie oraz

jego strona graficzna zostaly przedstawione starannie.

Ocena merytoryczna pracy

W publikacji nr 1 pt.: ,,Oral health status in adults with cystic fibrosis - dental and
microbiological assessment” opublikowanej w Journal of Health Study and Medicine 2020,
1:155-166 dokonano oceny stanu jamy ustnej 10 dorostych pacjentéw z mukowiscydoza,
wykonano badania mikrobiologiczne dotyczace wystgpowania bakterii prochnicotwoérczych w
jamie ustnej, a takze wyizolowano w sumie 33 szczepy S. aureus z préb sliny chorych jako
potencjalnego patogenu drég oddechowych i przeznaczono do dalszych badan.

W publikacji nr 2 pt: “Biofilm formation on dental implant biomaterials by
Staphylococcus aureus strains isolated from patients with cystic fibrosis” opublikowanej w
Materials 2021; 14(8):2030 (/F 3,623) zbadano zdolno$¢ 33 wyizolowanych szczepéw
klinicznych S. aureus do tworzenia biofilméw in vitro metoda kolorymetryczng. Nastepnie
szczepy sklasyfikowano jako nietworzgce biofilmu lub tworzace biofilm (maty, éredni, duzy),
sposréd ktérych do dalszych badat wybrano szczep o najwigkszej zdolnosci tworzenia
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biofilmu. Nastepnie zbadano jego zdolnoéé do tworzenia biofilmu na trzech powierzchniach
biomaterialow stosowanych w leczeniu implantoprotetycznym: stopie tytanu Ti-6Al-4V, stopie
kobaltowo-chromowym oraz tlenku cyrkonu. Powstaly na powierzchni krgzkéw biofilm
oceniono przy uzyciu skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM). Dodatkowo
powierzchnie dyskéw badano pod katem Zzywotnosei bakterii i formowania biofilmu za pomocg
metody fluorescencyjnej LIVE/DEAD BacLight™. Do oceny powierzchni czystych kragzkéw
wykorzystano mikroskop sit atomowych (AFM). Na podstawie uzyskanych wynikéw
Doktorantka stwierdzila, ze zalecanym do uZycia przez pacjentéow z mukowiscydoza
biomaterialem do leczenia implantoprotetycznego powinien by¢ tlenek cyrkonu, a w dalszej
kolejnosci stop tytanu, gdyz na ich powierzchniach obserwuje si¢ mniejsza zdolno$é
formowania biofilmu przez wybrany szczep S. aureus, w poréwnaniu ze stopem kobaltowo-
chromowym.

W kolejnej publikacji ar 3 pt.: ,,Combination of high-pressure processing and freeze-
drying as the most effective techniques in maintaining biological values and microbiological
safety of donor milk” opublikowanej w International Journal of Environmental Research and
Public Health 2021; 18(4):2147 (IF 3,39) zbadano wplyw cisnieniowania, z wykorzystaniem
metody HHP (wysokich ciénien hydrostatycznych) na biofilm na powierzchni implantow
wykonanych z materialéw implantologicznych: stali chropowatej i gtadkiej. Metoda ta okazala
si¢ skuteczna do eliminacji biofilmu S. aureus.

W publikacji nr 4 pt.: ,,Effect of low amperage electric current on Staphylococcus aureus
strategy for combating bacterial biofilms formation on dental implants in cystic fibrosis
patients, in vitro study” opublikowanej w Materials 2021; 14(20):6117 (IF 3,623) dokonano
oceny wplywu pradu o niskim natgzeniu na tworzenie biofilmu przez S. aureus izolowanych
od pacjentéw z mukowiscydozg na materiatach implantologicznych: stopie tytanu (Ti-6Al-4V)
i tlenku cyrkonu. W tym celu wykorzystano metody posiewéw plytkowych oraz wizualizacje
w mikroskopie fluorescencyjnym (LIVE/DEAD BacLight™). Doktorantka udowodnila, iz
prad o nikim natezeniu (1 mA oraz 10 mA) hamuje formowanie biofilmu przez S. aqureus oraz
powoduje redukcje liczby komdrek bakteryjnych juz powstalego biofilmu na wybranych
biomateriatach stomatologicznych.

Przedstawiong do oceny prace przeczytalam z duzym zainteresowaniem, a otrzymane
rezultaty sq bardzo istotne z uwagi na ludzkie zdrowie i zycie. Uzyskane wyniki majg charakter
wysoce aplikacyjny i stanowig punkt wyjécia do opracowania aparatu wykorzystujgcego prad
o nikirt_l natezeniu do wdrozenia nawet w warunkach domowych w celu zapobiegania

formowania oraz eliminacji biofilmu stosowanego przez pacjentéw z grup ryzyka, zwlaszcza
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pacjentdéw z mukowiscydoza, przy czym jest to metoda latwa, nieinwazyjna i tafisza od innych.
Uzyskane rezultaty moga by¢é pomocne w opracowywaniu nowych metod walki z bakteriami
tworzacymi biofilm w plucach 0séb chorych na mukowiscydoze.

Uwagi

1. Pytanie do publikacji or 3: na czym polegat udziat Doktorantki w , prowadzeniu procesu
badawczego, wykonywaniu eksperymentdw oraz zbieraniu danych z doswiadczen” (cyt.
za str. 6) i dlaczego wynosit on tylko 5%? Co zadecydowalo o tym, ze publikacja ta
zostala ujeta do rozprawy doktorskiej?

2. Pytanie do publikacji nr 1: badania wykonano dia 10 pacjentéw (7 kobiet i 3 mgzczyzn)
— czy ple¢ ma jakikolwiek wplyw na otrzymane wyniki?

3. Czy Doktorantka/Autorzy publikacji nie brali pod uwage wykorzystania szczepéw
kolekcyjnych S. aqureus (izolowanych z innych $rodowisk niz jama ustna i nie od
pacjentéw z mukowiscydoza) do badan poréwnawczych?

4. Diaczego w publikacjach Doktorantka zastosowala w ocenie statystycznej wynikéw
tylko jeden poziom istotnosci?

5. Pytanie do publikacji nr 2: prosz¢ o dokladne wyjasnienie na jakiej podstawie
sklasyfikowano/oceniono izolaty S. aureus (str. 26 i 61 opracowania) jako nietworzace
biofilmu lub tworzace biofilm (maly, $redni, duzy)?

6. Pytanie do publikacji nr 4: dla ilu izolatéw klinicznych S. aureus przeprowadzono
badania, poniewaz nie jest to doprecyzowane? Czy otrzymane wyniki sa cecha
specyficzng tzn. szczepowg? A moze gatunkowa lub rodzajowa? Jakie jest
prawdopodobienstwo uzyskania podobnych wynikéw dla wszystkich szczepéow S.
aureus? Innymi stowy, czy wykorzystanie pradu o niskim nat¢zeniu w eliminacji
biofilmu §. aureus mozna zastosowa¢ do calego gatunku z podobnym skutkiem? Czy
metode te mozna wykorzysta¢ wobec innych patogenéw?

7. W opracowaniu Doktorantki, w spisie opublikowanych i powigzanych tematycznie
czterech oryginalnych artykutéw naukowych przestawionych do oceny, Doktorantka w
okreslaniu punktéw ministerialnych uzywa skrétu MNiSW tj. Ministerstwa Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego, podczas, gdy powinno by¢ Ministerstwo Edukacji i Nauki
(MEiN).

8. W opracowaniu Doktorantka na poczatku (str. 8) zamiescita ,,Wykaz stosowanych
skrotéw”, jednakze w tek$cie sg one wprowadzane i definiowane jeszcze raz, co
uwazam za zbgdne.



9. W opracowaniu obecne sa nieliczne usterki techniczne typu brak spacji, podwéjny
nawias, drobne literéwki.

10. Na stronie 16 opracowania Doktorantka wymienia rodzaje bakterii wchodzacych w
sktad mikrobioty goémych drég oddechowych zaczynajac od ,,4biotrophia... ” i bigdnie
nazywa je gatunkami.

11. Czy proponowana metoda tj. wykorzystanie prgdu o niskim nat¢zeniu w eliminacji
biofilméw, czyli tzw. plytki nazebnej moglaby by¢ stosowana profilaktycznie w
gabinetach stomatologicznych z przeznaczeniem dla ogdélu populacji? Jakie sg
ograniczenia?

12. Czy prad o niskim nat¢zeniu jest bezpieczny dla pacjenta, zwlaszcza do uzytku
domowego? Z czym mozna poréwnaé dziatanie takiego urzadzenia?

13. Z uwagi na wysoka aplikacyjno$¢é badan, jak Doktorantka wyobraza sobie wdrozenie
(know-how) pomystu? Kto moze byé zainteresowany otrzymanymi wynikami?

Whioski koncowe

Pani mgr Anna Minkiewicz-Zochniak zapoznata si¢ z literaturg przedmiotu badan,
poprawnie sformutowata cel badawczy, eksperymenty zostaly zaplanowane i przeprowadzone
logicznie, a takZe wyciagneta prawidlowe wnioski. Praca doktorska dotyczy aktualnej tematyki,
wnosi wiele elementéw nowosci i ma charakter nie tylko poznawczy, ale réwniez wysoce
aplikacyjny. Wedlug wiedzy Recenzenta tematyka badan podjgta przez
Doktorantke/wspdtautoréw publikacji wobec pacjentéw z mukowiscydozg jest unikatowa w
skali krajowej, jak i $wiatowej.

W mojej opinii przedstawiony do recenzji zbi6ér opublikowanych i powigzanych
tematycznie czterech oryginalnych artykutéw naukowych spelnia wymagania merytoryczne i
formalne stawiane pracom doktorskim zgodnie z 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 (t.j. Dz.U.
z 2017 ., poz. 1789 ze zm.) w zwigzku z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy
wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 1., poz. 1669).
Whnosze zatem o przyjecie i podjecie dalszych czynnosdci w przewodzie doktorskim Pani mgr
Anny Minkiewicz-Zochniak.

Aowanae Jouwel
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