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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ PT.

"WPLYW PLYNOW DO PLUKANIA JAMY USTNEJ
NA WYBRANE SKEADNIKI JEJ MIKROBIOTY"

pana lek. med. Jakuba MOROZ
z Katedry Biologii i Parazytologii Lekarskiej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi

Mikrobiota jamy ustnej stanowi jeden z najbardziej ztozonych i réznorodnych
zbiorébw mikroorganizméw zasiedlajgcych organizm czlowieka. W sklad mikrobioty jamy
ustne] wehodzg wirusy, bakterie, grzyby i pierwotniaki, miedzy ktérymi zachodza niezwykle
skomplikowane interakcje. Nalezy doda¢, ze ilo§¢ i sktad mikrobioty jamy ustnej jest
dynamiczny i zalezy, m. in. stylu zycia (np. wysokiej zawartosci cukrow w diecie, palenia
tytoniu, naduzywania alkoholu), od antybiotykoterapii, chemioterapii, zmian hormonalnych,
itp. oraz od fenotypowych i genotypowych determinantéw danej osoby. Utrzymanie zdrowia
jamy ustnej i réwnowagi migdzy zywicielem a mikroorganizmami wchodzacymi w sktad
mikrobioty jamy ustnej ma kluczowe znaczenie dla ogdlnego stanu zdrowia. Stad tez
zaburzenia ilosciowe i jako$ciowe sktadu mikroorganizméw jamy ustnej moga prowadzié nie
tylko do préchnicy, halitozy, zapalenia dziaset i przyzebia, ale mogg by¢ takze przyczyna
wielu innych choréb. Z badan prowadzonych w ostatniej dekadzie wynika, ze istnieje
zwigzek przyczynowy migdzy zaburzeniami w obrebie jamy ustnej a chorobami uktadu
krgzenia, cukrzycy typu II, reumatoidalnego zapalenia stawéw, a nawet nowotworéw. Zatem
stosowanie zabiegéw pozwalajgcych na utrzymanie prawidlowej higieny jamy ustnej ma

istotne znaczenie w profilaktyce schorzen jamy ustnej oraz wielu innych choréb.

W pismiennictwie mozna znalezé wiele badaf dotyczacych bakterii zasiedlajacych
Jame ustng. Natomiast niewiele jest prac dotyczacych grzybéw wystepujacych w jamie

ustne;j.

Wobec powyzszych danych, zaproponowany przez promotora, pana prof. dr hab.
Piotra Kurnatowskiego, temat pracy i zrealizowany przez pana lek. med. Jakuba Moroz,
zmierzajacy do okreslenia dziatania komercyjnych ptynow do plukania jamy ustnej i orga-
nicznych zwigzkéw chemicznych na grzyby i pierwotniaki stanowigce potencjalnie
chorobotworcza mikrobiote jamy ustnej, jest wysoce uzasadniony i wiaze sie nie tylko z as-
pektami poznawczymi, ale takze aplikacyjnymi. Nalezy réwniez uwydatni¢, ze badania
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dotyczace oceny wrazliwo$ci Entamoeba gingivalis i Trichomonas tenax na dzialanie pltynéw

do ptukania jamy ustnej sg nowatorskie.

OPIS FORMALNY ROZPRAWY

Recenzowana rozprawa doktorska pana lek. med. Jakuba Moroz jest bardzo
obszerna i liczy 132 strony maszynopisu oraz zawiera 66 tabel, 15 rycin, 5 schematéw i 109
pozycji pismiennictwa. Przedstawiona do oceny praca zawiera wszystkie rozdzialy typowe
dla rozprawy doktorskiej, ktore poprzedza szczegdtowy spis tresci. Krdtki, bo liczacy niecale
dwie strony wstep stanowi wprowadzenie do kolejnego rozdziatlu zatytulowanego Dane
piSmiennictwa; rozdzial ten stanowi rozwinigcie wstgpu i jest podzielony na szereg
podrozdzialéw. W oparciu o dane z pi$miennictwa Autor przedstawia w nich: (1) mikrobiote
jamy ustnej, (2) znaczenie wybranych mikroorganizméw (grzybéw i pierwotniakow)
wystepujgcych w jamie ustnej w patogenezie chordb, (3) zabiegi stosowane od czasow
starozytnych dla utrzymania wlasciwej higieny jamy ustnej, (4) charakterystyke
komercyjnych pltynéow do plukania jamy ustnej (5) przeglad metod stosowanych w
oznaczaniu wrazliwo$ci grzybow na dziatanie zwiazkéw chemicznych oraz (6) metod
wykorzystywanych w okreslaniu wrazliwosci pierwotniakoéw na dzialanie zwiazkow
chemicznych. W kolejnej czesci - Badania wiasne - Doktoranta przedstawit cel pracy 1 w
nastepnych podrozdziatach szczegétowo opisal material i metody, ktére wykorzystal w
swoich badaniach. Uzyskane wyniki wraz z ich omowieniem stanowig najbardzie]
rozbudowany rozdzial rozprawy doktorskiej, bowiem rozdziat ten obejmuje az 69 stron.
Kolejne rozdziaty stanowia: dyskusja, wnioski oraz spis piSmiennictwa. Rozprawe zamyka

streszczenie w jezyku polskim i angielskim.

OCENA MERYTORYCZNA ROZPRAWY

Na szczegblng uwage szeroki zakres badan przeprowadzonych przez pana lek. med.
Jakuba Moroz. Aby dokonaé¢ oceny aktywnosci komercyjnych ptynéw do plukania jamy
ustnej i czystych, organicznych zwigzkéw chemicznych wobec wybranych skladnikéw
mikrobioty jamy ustnej, Doktorant zbadal dziatanie az 12 plynéw do plukania jamy ustnej i
dwoch czystych, organicznych zwigzkow chemicznych (benzokainy i chlorheksydyny)
wobec o$miu referencyjnych szczepéw grzyboéw nalezacych do szesciu gatunkow, 100
izolatow grzybow nalezgcych do dziewieciu gatunkéw oraz dwoch, referencyjnych szczepow
pierwotniakéw — Entamoeba gingivalis i Trichomonas tenax. Wedlug mojej wiedzy,
dotychczas nikt nie wykonat podobnych badan w oparciu o tak duzy material. Z
pi$miennictwa wynika, ze z reguty badano pojedyncze szczepy lub izolaty grzybow. Jedynie
Mahmoudi i wspotpracownicy (2015) zbadali wrazliwos¢ 150 izolatow grzyboéw z rodzaju




Candida na dzialanie flukonazolu i preparatu roslinnego z Euphorbia macroclada. Chociaz
liczba zbadanych izolatdéw grzybéw byta wyzsza niz w pracy lek. med. Jakuba Moroz, to
jednak Mahmoudi i wspdlpracownicy oceniali grzybobojcze dzialanie jedynie dwoch
preparatow. Natomiast Doktorant zbadal grzybobdjcza aktywnos$¢ 12 phlukanek i dwaoch
zwigzkéw chemicznych, co wskazuje, ze naklad Jego pracy byl niewspélmiernie wyzszy.
Tym bardziej ze, Doktorant zbadal réwniez metoda krazkowa osiem lekéw
przeciwgrzybiczych okreslajac wielko$¢ stref zahamowania wzrostu o$miu referencyjnych
szczepOw Candida oraz pierwotniakobojcze dziatanie metronidazolu na wzorcowe szczepy
Entamoeba gingivalis 1 Trichomona tenax. Chociaz, zbadanie grzybobojczego i
pierwotniakobdjczego dzialania lekéw wobec wzorcowych szczepow grzybow i
pierwotniakéw nie bylo celem tej pracy, to jednak $wiadczy o racjonalnym podejsciu
Doktoranta do wykonanych badan. Takie podejscie umozliwilo bowiem poréwnanie

dziatania lekow i badanych ptynéw do ptukania jamy ustne;j.

Przeprowadzenie tak rozleglych badan wigzalo si¢ jednocze$nie z poznaniem i
opanowaniem bardzo réznorodnych metod i technik badawczych, duzymi umiejetnosciami
manualnymi oraz olbrzymia czasochlonnoscia. Przystepujac do realizacji zatozefi swojej

pracy Doktorant musiat si¢ wykaza¢ znajomoscig i opanowaniem, m. in.:

* metod izolowania i identyfikacji gatunkdéw grzybdéw; obejmowaly one szereg
technik laboratoryjnych (np. wykonywanie bezposrednich i trwatych preparatéw
barwionych metoda Giemsy, Wrighta oraz kwasng fuksyng i blekitem
laktofenolowym; uzyskiwanie hodowli i mikrohodowli grzybow oraz ich aksenizacja;
wykonywanie testu API 20 C AUX); ponadto, musial mie¢ wiedze o skladnikach
grzybni i ich charakterystycznych cechach;

* metod oznaczania wrazliwosci grzybdéw i pierwotniakéw na dzialanie badanych
plynéw do plukania jamy ustnej, organicznych zwigzkow chemicznych oraz lekow
grzybobdjczych 1 pierwotniakobdjczych, w tym wyznaczanie (1) minimalnego
stezenia hamujgcego wzrost grzybow metodg mikrorozcienczen w pltynnym podtozu
wg EUCAST, metoda dyfuzji w zelu agarowym wg Kadlubowskiego oraz metoda
dyfuzyjno-krazkows oraz (2) st¢zenia powodujacego 50% S$miertelnosé komorek

pierwotniakéw po 10- i 30-minutowej ekspozycji na dziatanie badanych preparatow.

Na szczegdlng uwage zastuguje takze fakt wykorzystania przez pana lek. med. Jakuba
Moroz wielu roznych metod statystycznych do analizy uzyskanych danych. Wykorzystanie
tak duzej rdéznorodnosci metod badawczych $wiadezy o solidnym podejsciu  do

przeprowadzonych badan i o wysokim poziomie warsztatu badawczego.

Wyniki swoich szerokich badan Doktorant przedstawit w poszczegdlnych podrozdzia-

tach az na 69 stronach maszynopisu, ilustrujagc uzyskane dane w postaci 61 tabel i 10 rycin.
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Drobiazgowy opis wynikéw wraz z ich ilustracjg utatwia czytelnikowi zapoznanie si¢ z tak
olbrzymia iloscig danych. Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja, ze wszystkie zatozenia
pracy zostaly zrealizowane. Na szczegdlng uwage zastuguja nastepujace fakty wynikajgce z

przeprowadzonych badan:

(1) po raz pierwszy wykazano pierwotniakobdjcze dziatanie wszystkich badanych ptynéw

do plukania jamy ustnej;

(2) po raz pierwszy stwierdzono, ze benzokaina, bedgca S$rodkiem znieczulajacym o
dzialaniu miejscowym, ma dzialanie grzybobodjcze i pierwotniakobdjcze; daje to
podstawe do prowadzenia dalszych badan nad opracowaniem skuteczniejszych

preparatéw do utrzymania prawidlowej higieny jamy ustnej;

(3) ze wzgledu na stwierdzone roznice migdzygatunkowe grzybow we wrazliwosci na
dziatanie substancji czynnych w ptukankach istnieje koniecznosé identyfikacji gatunkéw

grzybdw u pacjentow.

Pan lek. med. Jakub Moroz zamyka rozprawe sze$cioma wnioskami, ktdre
odpowiadajg celom pracy i stanowig logiczne zakonczenie uzyskanych wynikéw oraz

przekonujg czytelnika o racjonalnych zatozeniach podjetych badan.

ZAGADNIENIA DO DYSKUSJI

Pewne spostrzezenia poczynione w trakcie czytania pracy sprawiaja, ze chcialabym
prosi¢ Doktoranta o chwile dyskusji w trakcie obrony rozprawy doktorskiej nad nizej

wymienionymi zagadnieniami.

* Wedlug mnie, Doktoranta nie zawsze prawidlowo stosuje termin ,,szczep”; w przypadku
populacji grzybow izolowanych od pacjentow nalezatoby uzywac terminu ,,izolat”. Takie
dowolne stosowanie terminu ,,szczep” prowadzi czesto do wielu niejasnosci. W zwigzku

z tym prosze o wyjasnienie jaka jest r6znica miedzy szczepem a izolatem?

® Jak mozna wytlumaczy¢ brak skutecznosci grzybobojczej ptukanki Eludril Classic? W
skladzie tej ptukanki jest chlorheksydyna (Tabela 2, str. 19). Z badan wielu autoréw oraz
z badan Doktoranta wynika, ze CHX cechuje si¢ wysoka aktywnoscig grzybobojcza.

* Uprzejmie proszg Doktoranta o wyjasnienie, dlaczego wybrat tak dtugi czas ekspozycji
dziatania ptukanek na Entamoeba gingivalis i Trichomonas tenax? Nie sadze, aby kto$

plukatl jame ustna przez 10 lub 30 minut.
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OCENA STRONY EDYTORSKIEJ ROZPRAWY

W rozprawie doktorskiej pana lek. med. Jakuba Moroz mozna znalezé bledy
edytorskie i jezykowe, ktére nie wplywaja na ogélng ocene merytoryczna pracy. W moim
obowigzku jest zwrécenie uwagi na niektore niedociagniecia. Wiekszo$é moich uwag, ktére

ponizej wskazuje, dotyczy poprawnego cytowania pismiennictwa w rozprawie:

" najczesciej cytowanie sugeruje, ze autorami pracy jest wiecej niz dwoch autoréw ale
ze spisu wynika, ze jest jeden lub dwéch (m. in.: na str. 4 i 8 - Gregorczyk-Maslanka i
wsp. 2016, a w spisie na poz. 29 - Gregorczyk-Maslanka i Kurzawa, 2016; na str. 4 —
Zaura i wsp. 2015, a w spisie na poz. 108 i 109 jest odpowiednio Zaura i Mira, 2015 i
Zaura i ten Cate 2015; na str. 5 — Mariotti 2009, a w spisie na poz. 62 jest Mariotti i
Burrel, 2009; na str. 6 1 12 - Sampalo-Maia i wsp. 2014, a w spisie na poz. 89 jest
Sampalo-Maia i Monteiro-Silva, 2014; na str. 7 — Mayers i wsp. 2014, a w spisie na
poz. 65 jest Mayers i Curran, 2014; na str. 9 — Underhill i wsp. 2014, a w spisie na
poz. 99 jest Underhill i Iliev, 2014; na str. 9 — Nowak i wsp. 2009, a w spisie na poz.
74 jest Nowak i Kurnatowski, 2009; na str. 9 — Harriott i wsp. 2009, a w spisie na poz.
30 jest Harriott i Noverr, 2009; na str. 10 — Kurnatowska A. J. i wsp. 1981, a w spisic
na poz. 44 jest Kurnatowska i Sosnowska, 1981; na str. 12 — el Azzouni i wsp. 1994, a
w spisie na poz. 20 jest El Azzouni i el Badry, 1994; na str. 12 — Lyons i wsp. 1983, a
w spisie na poz. 58 jest Luis i Palmer, 1983; na str. 12 — Kurnatowska A. J. i wsp.
1981, a w spisie na poz. 41 jest Kurnatowska i Kurnatowska, 1981; na str. 14 —
Kurnatowski i wsp. 2016, a w spisie na poz. 53 jest Kurnatowski i Moroz, 2016; na
str. 14 jest Kurnatowska A. i wsp. 1990, a w spisie na poz. 43 jest Kurnatowska i
Kurnatowska, 1990; na str. 14 — Kurnatowska A. J. i wsp. 1999, a w spisie na poz. 48
jest Kurnatowska i Kurnatowski, 1999; na str. 21 i na str. 109 — Balagopal i wsp.
2013, a w spisie na poz. 6 jest Balagopal i Arjunkumar, 2013; na str. 22, 30, 31132 —
Espinel-Ingroff i wsp., a w spisie na poz. 22 jest Espinel-Ingroff i Canton, 2007; na
str. 25 — Upcroft i wsp. 2001, a w spisie na poz. 100 jest Upcroft i Upcroft, 2001; na
str. 27 — Kurnatowska A. i wsp. 2008, a w spisie na poz. 40 jest Kurnatowska i
Kurnatowski 2008; na str. 110 — Prasanth i wsp. 2013, a w spisie na poz. 81 jest
Prasanth i Capoor, 2013;

" na str. 37 — Kurnatowska 1985, a w spisie na poz. 38 jest Kurnatowska i wsp., 1985;
na str. 110 — Prasanth i wsp. 2011, a w spisie na poz. 82 jest Prasanth, 2011;

® sg literowki w nazwisku autora, np. na str. 12 — Luczak i wsp. 2016, a w spisie na poz.
57 jest Luszczak i wsp. 2016;

= brak w spisie cytowanej na str. 4 pracy Kurnatowskiego i wsp. 2006 oraz cytowanej

.

na str. 112 pracy Radwan-Oczko i wsp. 2013;



" pozycje w spisie pismiennictwa powinny by¢ ulozone alfabetycznie - patrz pozycje 38
do 53, pozycje 81-82 1 106 do 109;

* ponadto, w spisie nalezy zastosowaé jednolity schemat cytowanych publikacji; w
przedstawionej do recenzji rozprawie w niektorych pozycjach Doktorant (1) stosuje
znak interpunkcyjny po lub migdzy inicjatami autoréw, podczas gdy w innych nie; (2)
raz podaje pelny tytul czasopisma, a w innym przypadku tylko skrét; (3) pisze nr

zeszytu lub pomija go;

" na str. 25 w ostatnim akapicie Autor pisze ,./nna metoda, opisana szczegélowo w
Rozdz. 3.2.3.3....”, podczas gdy w spisie tresci i tekScie pracy nie ma takiego

rozdziatu.

* w pracy sg tez bledy jezykowe i literowki, np.: na str. 16 Doktorant napisal
»IZymianie”z malej litery, podczas gdy powinno byé Rzymianie, poniewaz w tym
przypadku odnosi si¢ to do obywateli starozytnego pafistwa rzymskiego, a nie
mieszkancdw stolicy Wioch; czasami stosuje niefortunne sformutowania, np. na str. 4

,»Jest to stan wolnosci od ust...”, na str. 23 , zaszczepienie rozciericzen lekéw™;

= uwazam, ze do numeracji tabel Doktorant powinien stosowa¢ zamiast cyfr rzymskich

cyfry arabskie, tak jak to zrobit w przypadku rycin i schematow.

Powyzsze niedociggnigcia sprawiaja wrazenie, Ze praca nie zostata przez Doktoranta
dokladnie sprawdzona. Mam jednak nadzieje, ze ich wykaz ulatwi Doktorantowi

przygotowanie pracy do publikacji.

PODSUMOWANIE

Podsumowujgc calosé¢, stwierdzam, ze recenzowana rozprawa stanowi samodzielne
rozwigzanie problemu naukowego, zostala zaplanowana i zrealizowana prawidlowo. Jest
oryginalna i nowatorska i wiele wnosi od strony badawczej i praktycznej. Analizujac
poszczegolne dzialy prowadzonych przez pana lek. med. Jakuba Moroz badan nalezy
stwierdzi¢, Ze rozprawa wymagata bardzo duzego naktadu pracy i czasu, a jednoczesnie
wymagala znajomosci i opanowania réznorodnych technik badawczych oraz wykonania
wielu obliczen statystycznych. Jest nowoczesna i $wiadczy o profesjonalnym warsztacie
naukowym, w kt6rym zostata wykonana. Chociaz od strony edytorskiej i jezykowej praca ma
szereg niedociagnigC, to jednak wszystkie one sa do poprawienia przed publikacja wynikéw

w indeksowanym czasopi$mie.
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Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa w petni odpowiada wymaganiom
stawianym na stopienn doktora i wobec tego wnosze do Rady Wydzialu Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszczenie pana lek. med. Jakuba Moroz do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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