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Pt. ,,Ocena flory bakteryjnej w zgbach z martwicg miazgi oraz ropnym zapaleniem tkanek

okolowierzcholkowych u osob dorostych ,,

Dynamiczny rozw6j nowych metod diagnostycznych w mikrobiologii opartych o analize¢
genomow znaczaco wzbogacil naszg wiedz¢ na temat drobnoustrojéw zasiedlajacych
organizm czlowieka i zmienil szereg dotychczasowych pogladow dotyczacych ich obecnosci i
roli w organizmie czlowieka. Wprawdzie definicja mikrobiomu i mikrobioty zostata
wprowadzona ponad 20 lat temu to jednak szerokie jej zrozumienie i stosowanie to kwestia
ostatnich lat. Intensywne badania nad mikrobiomem pozwolily na okreslenie jego
podstawowego skiadu (,,uczestnikéw”} w réznych lokalizacjach/ukladach organizmu
cztowieka. Okazalo sig, Ze jest on czgsto znacznie odmienny i powiazany z funkcjami danego
uktadu. Moze takze stanowi¢ ochrong przed patogenami, a takze nowotworzeniem. Ponadto,
zostalo mu przypisanych wiele funkeji specyficznych dla poszczegdlnych ukltadéw/miejsc
organizmu czlowieka. Zaburzenie mikrobiomu moga prowadzi¢ do rozwoju réznych standéw

patologicznych.

Mikrobiom jamy ustnej jest bardzo bogaty i jedynie bogatszym jest mikrobiom przewodu
pokarmowego. Mikrobiom jamy ustnej odgrywa kluczows rolg nie tylko w utrzymywaniu
zdrowia w tej anatomicznej lokalizacji ale takze w zapobieganiu chorobom w innych

miejscach organizmu.

Zmiany w obrebie mikrobiomu jamy ustnej mogg prowadzi¢ nie tylko do zaburzen i zmian
chorobowych w jej obrebie ale takze skutkowa¢ powaznymi nastepstwami w innych ukladach

jak pokarmowy, sercowo-naczyniowy, oddechowy, czy nerwowy.



Dzigki rozwojowi nowoczesnych technik badawczych udato si¢ zwigkszy¢ wiedzg na temat
kompozycji 1 wlasciwosci mikrobiomu jamy ustnej czlowieka i lepiej zrozumie¢ jego udziat
w utrzymywaniu zdrowia a takze roli niekorzystnych w nim zmian na obraz chorobowy
zarébwno w obrebie jamy ustnej jak i w odleglych migjscach organizmu czlowieka. Potrzebne

sg dalsze badania w tym obszarze celem zrozumienia interakcji migdzy drobnoustrojam.

W zwigzku z powyzszym przedstawiona mi do oceny rozprawa wpisuje si¢ w wazny w

swiatowe) nauce temat badawczy.
Praca ma uklad typowy i zawiera si¢ na 209 stronach (!).

Wstep obejmuje 60 stron, zaloZenia i cel pracy 2 strony, Material 1 Metody 22 s, Wyniki 40 s,
dyskusja 21 s 1, wnioski w liczbie 9, pismiennictwo zawiera 204 pozycje. Dolgczona jest
takze zgoda Komisji Bioetycznej WUM na prowadzenie badarn, informacja dla pacjenta i

jego $wiadoma zgoda

Praca poprzedzona jest spisem tresci, rycin i tabel a takze wykazem stosowanych w rozprawie

skrotéw, streszezeniem w j. polskim 1 angielskim

Wstep (60 s) podziclony na rozdziaty a cz¢sto takze na podrozdzialy, co utawia czytanie i

zwieksza przejrzystosc pracy. Jest jednak nadmiernie rozbudowany 1 bardzo szczegdlowy.

Zawarte na poczatku Wstepu bardzo przydatne definicje sa niepotrzebnie wzbogacone o

szereg komentarzy co powoduje, Ze gubia si¢ w tekdcie.

Niepotrzebnie jest takze rozbudowany temat mikroflory j. ustnej w chorobach

ogolnoustrojowych. Mozna bylo ujac to w tabeli.

Rozdzial Metody mikrobiologiczne do oceny mikroflory jamy ustnej jest warto$ciowa czgsciag
rozprawy ale niektore czg¢sci mozna bylo pomina¢ jak np. opis podlozy hodowlanych a
metody identyfikacji moglyby si¢ znalez¢ w tabelce. Zataczenie rysunkow w tej czescei i
dalszych cze¢Sciach pracy stanowi tadna graficznie ozdobe ale ich tak wielka liczba nie jest

merytorycznie potrzebna.
Nalezy skomplementowacé opis metod molekularnych. Mam jednak par¢ uwag.

Nie jest prawdg, Zze metody molekularne oparte sa wylacznie na wykrywaniu materialu

genetycznego, tak jak sugeruje pierwsze zdania tego podrozdziatu. Metody molekularne moga



by¢ oparte rowniez na wykrywaniu biatek. Dlatego wtasciwsze by bylo gdyby Autorka uzyla

sformulowania ,,metody molekularne mogg by¢ oparte na...”

Przykladem probki nie moze by¢ uklad oddechowy, pokarmowy czy choroby przyzebia..
Autorka powinna przywola¢ mozliwe nazwy prébek z cytowanych ukladéw, np. identyfikacja
okreslonego gatunku [...] lub panelu drobnoustrojéw [...] ktore moga by¢ obecne w danej

probce (np. popluczyny oskrzelikowo-pgcherzykowe, kal, ptytka naz¢bna)

Moja ogdlna uwaga do tego podrozdzialu jest nast¢pujgca. Metody molekularne w o gromnym
stopniu przyspieszaja diagnostyke i ja usprawniajg. I to powinien by¢ wstep do dalszego opisu

wykrywania ,,trudnych” gatunkow.

Bromek etydyny jako barwnik interpolujacy nici DNA wykorzystywany jest coraz rzadziej.

Obecnie stosuje si¢ barwniki fluoroscencyjne.

Obecnie wickszos¢ narzedzi bicinformatycznych jest przystosowanych do analizy sekwencji
otrzymanych zardwno z wykorzystaniem technologii Illuminy (druga generacja) jak i

MinlON (trzecia generacja)

Obecnie do identyfikacji stosuje sig¢ coraz czesciej metode ANI (Average Nucleotide Identity),

a wigc poréwnywanie otrzymanych genoméw z genomami wzorcowymi.
Zalozenia i cel pracy sg jasno przedstawione (2s).

Material i Metody (22.s) zawiera demograficzng i kliniczng charakterystyke 11 dorostych
pacjentow. Uwazam,ze wartosciowa informacja byloby uzyskanie dane na temat nawykéow
np. palenie papieroséw, spozywanie alkoholu, choroby przewlekie, bowiem to z pewnoscia
moze to rzutowaé na mikroflog jamy ustnej. Cze$¢ dotyczaca stosowanych podiozy
hodowlanych, metod identyfikacji oraz sekwencjonowania nastgpnej generacji jest zbyt

szczegolowo ilustrowana a niektore zdjecia nic merytorycznie nie wnosza.

Wyniki podzielone sa na podrozdzialy i zawarte zostalty na 40 stronach. Opis pacjentow jest
bardzo przydatny aczkolwiek nie rozumiem co Doktorantka miala na mysli piszac, ze ..”nie
uzyskano materiatu genetycznego od pacjentéw nr 51 6..” Czy to jest tozsame z materiatem

biologicznym? Nie uzyskano wigc zadnego materialu?

Doktorantka przedstawila wyniki identyfikacji bakterii uzyskanych drogg hodowli i
identytikacji za pomocg spektrofotometrii mas i sekwencjonowania nastepnej generacji.

Wyniki przedstawiono w sposob czytelny. Nie jest dla mnie zrozumiatym, dlaczego



doktorantka jedynie w jednym przypadku {pacjent nr 7) wykonala klasyczng diagnostyke
bakteriologiczng (probki SP i MR ) ? Wartosciowe bylyby wyniki uzyskane od wszystkich
pacjentow, zwlaszcza, ze nie bylo ich wielu.

Otrzymane wyniki wskazuja na obecnos¢ wigkszej liczby gatunkow bakteryjnych w probkach
pobranych ze $liny i ptytki nazebnej niz miazgi z¢ba/tresci ropnej. Warto bytoby wykonaé

wigcej niz jeden posiew aby zobaczy¢ stabilnos¢ tej flory, ewentualnie jej zmiennos¢.

Wyniki sekwencjonowania nastgpnej generacji przedstawiono dla prébek pobranych od
pacjentow 1-4 i 7-11. I w przypadku tej metody badawczej nie jest dla mnie zrozumialym

dlaczego nie uzyskano materiatu od pacjentéw nr 5 1 6?7

Ta czes¢ rozprawy jest bardzo szczegdtowa i bogato ilustrowana . Uzyskano wyniki
identyfikacji na poziomie rz¢du, rodziny i rodzaju bakterii . Szkoda, ze doktorantka nie

podjeta proby zaproponowania, tak pigknie przez nia opisanego, mikrobiomu rdzeniowego.

W kolejnej czgsci Rozprawy tj dyskusji, ktéora w mojej opinii przypomina bardziej prace
przegladowa niz oméwienie wlasnych wynikéw. Doktorantka podkreéla i bardzo shusznie,
wage jakosci badanych probek przywolwac autorskg technike ich pobierania zastosowang w
przedstawionej Rozprawie. Brak wyjasnienia na czym polega jej przewaga nad
dotychczasowymi metodami? Co wnosi? Nie bardzo rozumiem odniesienie si¢ do jakosci

probek z drég oddechowych, ktdre od lat powszechnie ocenia si¢ iloSciowo?

Przytacza szereg swiatowych badan dotyczacych sekwencjonowania genu 16S rRNA
bakterii, ktore jak pisze Doktorantka mozna uzna¢ za mikrobom rdzeniowy jamy ustne;j ale
nie poréwnuje tych wynikow z uzyskanymi przez nia w prezentowanej Rozprawie. Podobnie
jest z innymi zagadnieniami takimi jak np. mikrobiom sliny czy plytki naddziastowej,
wtorne zakazenia oraz biordznorodnos¢ populacji bakterii w zaleznosci od miejsca pobrania
probki, opisujac wyniki z réznych osrodkow na $wiecie ale nie dyskutuje ich z wlasnymi. W
wiekszosci przypadkow gdy przytacza wyniki wlasnych badan nie sg one poparte dyskusjg z

wynikami uzyskanymi przez innych badaczy.

Na zakonczenie Rozprawy Autorka przedstawia Wnioski, jednak jedynie dwa z nich
sfromulowane sa jak wnioski a pozostale 7 to powtoérzenie wynikéw. Z latwoscia da si¢ to

naprawic.



Rozprawg zamyka bardzo bogaty wykaz pismiennictwa liczacy 162 pozycie i obejmujacy

szereg najnowszych pozycji.

W podsumowaniu pragng podkresli¢, ze temat Rozprawy wpisuje si¢ w najwazniejsze

obecnie tematy badawcze w medycynie i to zasluguje na szczeg6lne wyréznienie..

Wstgp jest bardzo rozbudowany ale stanowi doskonaty materiat do pracy przegladowej do
czego Doktorantke zachecam. Swiadczy takze o znakomitym przygotowaniu Doktorantki do
podjetych badan. Doktorantka wykazata bogactwo gatunkéw bakteryjnych tworzacych
mikrobom jamy ustnej. Nalezatoby mocnej podkresli¢ zbieznos¢ i réznice wynikow wlasnych
badar w odniesieniu do badat $wiatowych. Cel badari zostat osiagnicty a zastosowane
metody odpowiadajg obecnym kierunkom badawczym. Nalezy skomplementowaé

opracowanie wlasnej Autorskiej metody pobierania materiatu klinicznego.

Biorac powyzsze pod uwagg, rozprawa doktorska lek.dent Aleksandry Burczynskiej pt.
»Ocena flory bakteryjnej w z¢bach z martwica miazgi oraz ropnym zapaleniem tkanek
okotowierzchotkowych u 0séb dorostych ,, spelnia w mojej opinii warunki stawiane tego typu
rozprawowm okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nré65, poz595 z pozn.
zm.)w zawigzku z art.179 ust.1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. — Przepisy wprowadzajgce
ustawg — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. a 2018 r. poz.1669 z pézn.zm.) i
dlatego przedkladam Radzie Dyscypliny Nauk Medycznych WUM o przyjecie rozprawy i
dopuszczenie Doktorantki lek. dent Aleksandry Burczynskiej do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.






