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Recenzja
rozprawy dokforskiej
lek. dent. Aleksandry Burczynskiej pt.:
Ocena flory bakteryjnej w zgbach z martwicq miaxgi oraz ropuym zapaleniem tkanek okolo

wierzchotkowych u oséb doroslych.

Rozprawa doktorska lek. dent. Alcksandry Burczynskiej pt.: Ocena flory bakteryinej w
zgbach z martwicq miazgi oraz ropnym zapaleniem ithanek okotowierzchotkowych u osob
dorostych odpowiada klasycznej konstrukcji dla tego typu opracowas. Sklada sie z §
rozdzialow ujgtych na 209 stronach. Pigé rozdziatéw zostato podzielonych na podrozdualy, w
kidrych bardzo szczegotowo omoéwiono poszczegdlne zagadnienia. Ponadto w pracy
zamieszezono Spis rycin, Spis tabel, wykaz skrotdw i streszczenia w jezyku polskim }
angielskim.

Tytut pracy zostal poprawnie sformulowany i $ciéle odpowiada zakresowi
przeprowadzonych badan.

W rozdziale Wstgp Doktorantka bardzo obszernie opisata zagadnienia fizjologicznej
mikrobioty bakteryjnej i jej charakterystyke zalezng od warunkow w jamic ustnej. Zwrécila
uwage na strukture i specyfike biofilmu oraz jego role w patogenezie choréb jamy ustnej i
choréb ogélnoustrojowych. Szczegolowo opisata epidemiologie, patogencze i role mikroflory
w etiologii prochnicy zghdw, choréb przyzebia i standw chorobowceh miazgi i tkanek
okotowierzcholkowych. Bardzo interesujgce sa zagadnienia podkresiajgce znaczenie technik
badail molekularnych w diagnostyce bioréznorodnosci mikroflory w zaawansowanych
stanach chor6b jamy ustnej. Potencjalny wplyw mikroflory jamy ustnej na choroby

ogolnoustrojowe zostal przedstawiony w formie bardzo przejrzystej i stanowi wazny element




w wzasadnieniu celu podjetych badan. Osobny podrozdziat Metody mikrobiologiczne do oceny
mikroflory jamy usiej stanowi szerokic opracowanic uwzgledniajgee  wskazania do
wykonywania badan mikrobiologicznych w stomatologii, sposoby pozyskiwania probek do
badai ($lina, plytka nazgbna i biofilm z kanalu zgba) ich iransportu i preygolowania w
Jaboratorium do badafi hodowlanych lub molekulamych. Wysoko oceniam material
opracowany przez Doklorantke na temat metod molckularnych stosowanych do identyfikacji
materialu  genelycznego drobnoustrojéw  szczegdlnie w przypadkach pozbawionych
mozliwoéci wykonania badan hodowlanych. Doktorantka 7. duzg starannoscig opisata powyzej
wymienione zagadnienia w oparciu o prawidlowo wybrane pozycje literatury, gléwnie
anglojezycznej. Odnosze jednak wrazenie. ze Wsigp rozprawy doktorskie) zostat zbyt szeroko
opracowany i powinien zamyka¢ sig w formie znacznic ograniczone] uwzgledniajac jedynic
wazne aspekty zwigzanc z lematem.

Doktorantka poprawnie sforinutowala cel gidwny rozprawy, natomiast cele szczegdlowe
zostaly ujete w pieciu odrebnych punktach o nastgpujacym brzmieniu:

1. Ocena przydatnosci autorskiej metody pobierania probek endodontycznych do badan
molekulamych.

2. Porownanie skladu mikrotlory bakteryinej w prébkach liny/plytki naz¢bnej (SP,S/1) oraz
w zaawansowanych zmianach prachnicowych powiklanych martwica miazgi z¢ba lub stanem
ropnym tkanek okotowierzchotkowych (MR, M/R) pobranych od danego pacjenia.

3. Okredlenie dominujacych rodzajéw bakterti wystepujacych w probkach SP oraz MR
objetych analizg.

4. Analiza wynikéw badai metagenomicznych probek SP oraz MR pod wzgledem wartosct
indekséw alfa bioréznorodnosei oraz indekséw beta biordznorodnoscei.

5. Pordwnanie wynikéw klasycznych posiewow probek i badan metagenomicznych w
kierunku wykrywania bakteril.

Rozdzial Material | metody badah zostal opracowany w formie pigciu podrozdzialow.
Doktorantka prawidlowo okredlila kryteria  whyczajace | wylgczajgce na  potrzeby
prowadzonych badan, w sposdb  przcjrzysty przedstawita schemat realizacji badan. Material
do badan stanowily podwéine zestawy probek: sliny niestymulowane), naddzigstowe) plytki
nazgbncj, martwiczej miazgi i tresci ropnej z okolicy zmiany okotowierzchotkowej pobierane
od 11 pacjentéow. Metody pobierania probek zostaly dokladnie przez Doktorantke opisane i
vzupeinione dokumentacjg fotograficzng. Probki materialu biologicznego zostaly pobrane =
duza starapposcig, a nastgpnie zostaly dostarczone do Zakladu Genetyki Instytutu

Mikrobiologii UW w celu wykonania badah metagenomicznych oraz do Zakladu




Mikrobiologii CSK Warszawskiego Uniwersytetu Medyeznego gdzie zastosowano metody
hodowlne. W badaniu  zastosowano nastepujace podloza bakicriologiczne:  agar
McConkey’a, agar Chapmana. agar czekoladowy, agar Columnbia. Wyhodowane za pomoca
tradycyjnych metod hodowlanych szezepy bakterii ideniyfikowano przy uzyciu metody
spektrometrii mas z wryciem desorpeji/fjonizacji laserowej wspomaganej mateyeg z
analizatorem czasu przelotu. W diagnostyce molekulamej Doktorantka zastosowata metode
sckwencjonowania  nastgpnej  generacji  (NGS)  z  uzyciem  sekwenatora  MiSeq.
Przeprowadzona analiza metagenomiczna badanych probek obejmowala: izolacje catkowitego
DNA z prébki, przygotowanie amplikonéw genu markerowego 16SrRNA w reakeji PCR,
sckwencjonowanie amplikondw i analizg bioinformatyczng wynikéw. W celu poréwnania
zidentyfikowanegoe mikrobiomu Doktorantka wykonata analiz¢ bioréznorodnosci alfa i beta i
zastosowata prawidlowe testy statystyczne.
Wyniki badan zostaty przedstawione w rozdziale Wyniki w formie tresci pisanci, tabel i rycin
na 38 stronach. Doktorantka udowodnita znaczace réimice miedzy mikrobiomami w probkach
SP i1 MR oraz zréznicowanie mikrobioty, W hodowlanych badaniach probek Doktorantka
udowodnila wigkszg roznorodnosé gatunkowa izolatéw bakterii uzyskanych w posiewie
probki SP. W badanych probkach uzyskano dominacj¢ bakterii z rzedu Bacteroidules oraz
Fusobacteriales chociaz poziom tych ostatnich rézmil si¢ pomiedzy badanymi prébkami.
Wyniki badan potwierdzity dominacj¢ Fusobacteriaceae oraz Prevotellaceae na poziomie
rodziny zardwno w probkach SP jak i MR, oraz Prevotella i Fusobacterium na poziomie
rodzaju. Wyniki rozprawy doktorskiej potwierdzaja podobiefistwo flory bakteryine) $liny i
plytki nazebnej u wszysikich pacjentow, podezas gdy w przypadku zmian ropnych flora
bakteryjna jest zréznicowana z przewaga cech indywidualnych. Doklorantka wykazala istotne
roznice migdzy mikrobiomami w obrgbie probek SP i MR z nizszg réznorodnodcig
mikrobiologiczng wewngtrz grupy MR oraz istotng réznice pomiedzy mikrobiomami probek.
W rozdziale Dyskusja Doktorantka podjela probe interpretacji uzyskanych wynikéw
wiasnych w oparciu o dane z piSmiennictwa. Rozdzial zostal podziclony na trzy odrebne
lematycznie  podrozdziaty obejmujgce zagadnienia technik pobierania probek z jamy ustnej
do badan molekularnych. mikrobiomu jamy ustnej i mozliwosei diagnostycznych flory
bakteryjnej.
Na podstawie wykonanych badar doktorantka sformulowata dziewie¢ wnioskdw:
I. Zastosowana autorska procedura umozliwita precyzyine pobranie materiatéw klinicznych z
korzenia zgba i okolicy okolowierzcholkowej bez skazenia mikroflora $liny, moze wige byé
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zalecana w praklyce stomatologiczngj.




2. W obu grupach probek dominowaly bakterie z rodzaju Prevotellu i Fusobacterium, jednak
wykazano slatystycznie istotne roznice w czestodei wystepowania innych rodzajow bakterii w
probkach SP ($lina i plytka nazgbna) i MR (martwicza miazga z¢ha/tresé ropna).
3. W ninicjszej pracy wykrylo wysigpowanie bakterii z rodzaju Alloprevotelia, Rikenella i
Fscherichia oraz gatunku Corynehacterium durum Z wigksza czestodcia w prébkach MR niz
w probkach SP, co wymaga dalszych badan ze wzgledu na brak doniesied w literaturze
naukowej 0 wystepowaniu tych bakterii w prébkach endodontycznych.
4. W grupie probek MR zaobserwowano. ze wigkszos¢ mikrobiomu (ok. 83%) stanowilo
tvlko kilka (3 - 5) rodzajow bakterii, natomiast w probkach SP za ok. 80% skladu
mikrobiomu odpowiadaty bakterie sklasyfikowane w >10 rodzaj ach.
5. Na podstawie analizy indeksow alfa bioréznorodnosci potwierdzono nizsza roznorodno$é
mikrobiologiczna wewnatrz grupy MR (martwicza miazga zeba/tre$¢ ropna) oraz wigksza
wewnalrz grupy SP (lina i ptytka nazgbna).
6. Analiza indeksow beta biordznorodnosci wykazala, ze sklad flory bakteryjnej stiny i plytki
nazgbnej (SP) byt zblizony u wszystkich pacjentow objelych badaniem. natomiast sklad
mikroflory w probkach martwiczej miazgi zeba i/lub zmian ropnych (MR) byt indywidualny
dla danego procesu zapalnego.
7. Wyniki badan sckwencjonowania 165 rRNA {ang. next generation sequencing, NGS)
probek SP i MR pobranych od pacjenta nr 7 wykazaty duzo wigkszg mozliwosc identytikacji
bakterii wehodzacych w sklad mikroflory tych prébek (odpowicdnio 30 i 30 taksondw), w
pordwnaniu 2 wynikami klasycznych posiewow tych probek (odpowiednio 512 rodzajow
bakterii).
8. Porownanic identyfikacji bakterii w prabce MR pobranej od pacjenta nr 7 wykazalo brak
wykrycia za pomocg tradycyjnego posiewn gatunku Rotfria dentocariosa i Corynebacterium
durum, dominujacych w wynikach badania NGS. Podobnie w probee SP pobrane} od tego
pacjenta w metodzie hodowlanej nie wykryto gatunku Prevorella melaninogenica oraz.
Veillonella dispar, dominujgeych w wynikach badania NGS tej probki.
9 Konicezne sa dalsze badania w  celu  okreslenia  znaczenia  wynikéw badan
metagenomicznych w cliologii i terapii zakazen endodontycznych.

Whioski zaweraja tresci, ktore sy powieleniem wynikow badan a nic konkluzjg
wynikajgea 7 uzyskanych wynikow. Spoérod 9 wnioskow jedynie trzy 1.3 19 . w mojej ocenie

zostaly poprawnie sformufowane.
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Streszezenia W jezyku polskim i angiclskim vostaly poprawnie napisane i rzawierajy
najwazniejsze elementy pracy. Pismiennictwo Jjest obszerne, zawiera aktualne i poprawnic
wybrane 262 pozycje z literatury gléwnie anglojezycznej.

Podsumowujgc cheialabym podkreslié pewne cechy ocenianc} pracy doklorskiej, kiore
stanowig jej wartosé. Podjety prezez Doktorantke temat badan poswiecony zagadnieniom
zréznicowania mikroflory bakteryinej w strukturach Jumy ustnej jest zagadnieniem bardzo
mteresujgcym i aktualnym w rozwazaniach badawczych. Ze wzgledn na znaczaca role
mikroflory w ctiologii choréh jamy ustnej, a takze cliordb ogoélnoustrojowych wyniki badan
ocenianej rozprawy doktorskicj nabicraja szezegdinego snaczenia Nalezy podkreshic, ze
wybrane przez Doktorantke metody  badun  odpowiadaja  éwiatowym  standardom
rckomendowanym do prowadzenia badan w lym zakresie. Opracowane na podstawic
literatury z czasopism naukowych zagadnienia sg zrodiem rzetenie przekazanej wiedzy a
uzyskane wyniki badaf uzupelniaja obszary, ktére stanowia aktualny temat rozwazan
naukowych. Badania zostaly przez Doktorantk¢ bardzo starannie zaplanowanie, a
zaproponowana metoda wlasna pozyskiwania materialu do badar $wiadezy o Jej dojrzalosei
naukowej. Wnikliwa analiza uzyskanych wynikdw, umiejetno$é postugiwania  si¢
wspdlezesnym pismiennictwem $wiadczg o pracowitosci Doktorantki. Autorka w rozprawie
doktorskiej uzyskata wyniki o szerokim znaczeniu poznawezym, ale réwniez prakiveznym,
ktére moga stanowi¢ podloze do rozwazan na temat patomechanizmu  wielu chorob.
Recenzowana rozprawa doktoiska jest pracg oryginalna, zaplanowana w przemyslany sposob
i dobrze wykonana.

Rozprawa doktorska lekare dentysty  Alcksandry Burczynskiej pt.: Ocena flory
bakteryjnej w z¢bach z martwicy miazgi oraz ropnym zapaleniem tkanek
okolowierzcholkowych u oséb dorestych” spelmia warunki okreslone w atr. 13 Ustawy z
dmia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule nuukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65 poz. 395 # poZn. zm.) w zwijzku z art. 179 ust.1
ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U.z 2018r. poz 1669 2 pozn.zm.). Wnioskuje zatem do Rady
Dyseypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o
dopusrezenie lek. dent. Aleksandry Burezyniskiej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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