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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr AgnieszKi Iwanskiej
pt. “Analiza mechanizméw wirulencji i adaptacji szczepéw Pseudomonas aeruginosa

u chorych na mukowiscydoze”

Autorka rozprawy, Pani mgr Agnieszka Iwanska jest absolwentka Wydziatu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu na kierunku Analityka Medyczna. Obecnie jest
zatrudniona w Zaktadzie Mikrobiologii Instytutu Gruzlicy i Choréb Ptuc (IGiChP) w Warszawie.
Postepowanie w sprawie nadania stopnia doktora prowadzone jest na podstawie art. 12 ustawy z
dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki oraz w zwigzku z art. 179 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace
ustawe Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce.

Rozprawa doktorska pt. ,Analiza mechanizméw wirulencji i adaptacji szczepéw
Pseudomonas aeruginosa u chorych na mukowiscydoze” dotyczy gatunku bakterii, ktdry najczesciej
izolowany jest z probek wody, gleby lub powietrza, czyli ze srodowiska Zycia cztowieka. Gatunek
ten ma jednakze wiele cech, ktore stanowig o jego unikalno$ci i zdolnosci do wywotywania
niebezpiecznych zakazen u os6b z niesprawnymi mechanizmami obrony immunologiczne;.
Najwazniejsza z tych cech jest niezwykta plastycznosé genomu tego gatunku bakterii, przejawiajgca
sie zdolnoscia do nabywania nowych cech na drodze horyzontalnego transferu genéw i wynikajaca
z niej ogromna zdolno$¢ do adaptacji do ré6znych warunkéw wzrostu. Jest to bakteria o wyjatkowo
duzym mozaikowym genomie, liczacym do siedmiu milionéw par zasad nukleotydowych.

Dwie grupy chorych s3 szczeg6lnie narazone na zakazenia pateczka P. aeruginosa - chorzy z
ciezkimi oparzeniami i chorzy na mukowiscydoze. Pani mgr Agnieszka Iwanska zainteresowata sie
wilasciwosciami szczepow P. aeruginosa tej drugiej grupy chorych, u ktérych zakazenie tg pateczka
nie jest wyleczalne i moze prowadzi¢ do zgonu.

Postawiony w rozprawie cel pracy, dotyczacy analizy genotypowej i fenotypowej szczepow
P. aeruginosa wsréd chorych na mukowiscydoze, uwazam za bardzo wazny. Plastyczno$¢ genomu
bakterii oznacza tez jego zmienno$¢ w czasie i w zaleznoSci od miejsca wystepowania. Populacje
szczepOw tego gatunku réznia sie miedzy soba znacznie, powinny$my zatem mie¢ wiedze o cechach
genotypowych i wynikajacych z nich cechach fenotypowych szczepéw w Polsce. Dane
piSmiennictwa wskazuja na mozliwo$¢ wyodrebnienia réznych kladéw z klonéw epidemicznych
tego gatunku po rozdzieleniu geograficznym szczepdow.

Dla realizacji postawionego celu Doktorantka podjeta sie realizacji czterech zadan

badawczych, co pozwolito na szeroka charakterystyke cech zjadliwosci szczepéw P. aeruginosa a
takze na Sledzenie transmisji izolatéw w badanej populacji chorych w kraju.



Uzasadnienie teoretyczne postawionego celu i zadan badawczych, przyjete metody,
uzyskane wyniki i ich dyskusja wraz z szeregiem aneksow, przedstawiajacych szczegétowe dane,
zebrane zostaly w obszernej, liczacej 219 stron, rozprawie. Rozprawa doktorska ma typowy dla
tego rodzaju opracowan uktad, wyr6znia sie natomiast niezwykle starannym opracowaniem
edytorskim i graficznym. Jedyny zarzut, ktéry mozna postawié¢ edycji pracy dotyczy bardzo matych
ilustracji, ktérych wielko$¢ determinowata, jak mysle, che¢ ograniczenia objetos$ci rozprawy. Stato
sie to jednak ze szkoda dla jej zawartosci, np. na Ryc. 11 morfotypy P. aeruginosa nie sg
rozréznialne.

Pozytywnie zaskakuje natomiast niezwykle szeroki zakres pi$miennictwa, z ktorego
korzystata Doktorantka i, co najwazniejsze, jego aktualnos¢. Wsréd 221 przytoczonych pozycji
piSmiennictwa, 109 pozycji, czyli prawie 50% zostato opublikowane w ciggu ostatnich pieciu lat.
Trudno tez bytoby wskaza¢ publikacje, ktérg Autorka pomineta z dostepnej najnowszej literatury
przedmiotu. Podnosi to bardzo poziom dyskusji otrzymanych wynikéw i pokazuje, jak aktualnego
tematu podjeta sie Doktorantka w swojej pracy.

Tak szeroki panel danych pi$miennictwa pozwolit mgr Agnieszce Iwanskiej na napisanie
wyczerpujacego Wstepu, w ktéorym omawia etiologie mukowiscydozy, charakteryzuje pateczki P.
aeruginosa, przedstawia ich udzial w rozwoju mukowiscydozy wraz z podkreSleniem roli
poszczegoblnych czynnikéw zjadliwosci w przebiegu zakazenia. Ze wzgledu na aktualno$¢ informacji
zawartych w omawianym rozdziale goragco namawiatabym Autorke na publikacje tego materiatu w
dobrym, indeksowanym czasopi$mie naukowym.

W celu realizacji postawionych zadan badawczych Doktorantka uzyla szeregu metod
analitycznych. Zostaty one prawidlowo dobrane. Dotyczy to zar6wno technik zaczerpnietych z
warsztatu klasycznej mikrobiologii, jak i nowoczesnych metod molekularnych, takich jak analiza
restrykcyjna dtugosci fragmentéw DNA za pomoca elektroforezy w zmiennym polu elektrycznym.
Badania wykonano prawidtowo, wprowadzono wymagane préobki kontrolne, pozwalajace na ocene
poprawno$ci stosowanych technik.

Za najwazniejsze wyniki Doktorantki uwazam przedstawienie procesu adaptacji szczepéw
P. aeruginosa w trakcie dtugotrwatej kolonizacji drég oddechowych pacjentéw z mukowiscydoza.
Szczepy izolowane z przewleklych zakazen przejawiaty nizsza aktywno$¢ proteolityczna (za
wyjatkiem aktywno$ci elastolitycznej), obnizong zdolno$¢ do ruchu typu swimming, swarming i
twitching i wytwarzaty mniej piocjaniny. Szczepy te byly jednoczesnie zdolne do tworzenia
biofilmu o znacznej masie i wysokiej aktywnosci metabolicznej. Wytwarzaty tez aktywnie elastaze.

Transmisje szczepéw P. aeruginosa w IGICHP w latach 2012-2019 u chorych na
mukowiscydoze Doktorantka ocenita analizujgc wielko$ci fragmentéw restrykcyjnych DNA po ich
rozdziale w zmiennym polu elektrycznym. Jest to nowoczesna technika biologii molekularne;j,
pozwalajaca na $ledzenie rozprzestrzeniania sie klonéw poszczegélnych szczepéw w srodowisku.
Do tej analizy wybrata 120 izolatéw P. aeruginosa pozyskanych od dziesieciu pacjentow. W
rozprawie zamieszczona zostata charakterystyka kliniczna tych chorych, natomiast nie podano
kryteriow doboru chorych do tej grupy badanej. Prositabym o uzupetnienie tej informacji podczas
obrony pracy.



Wsrdd analizowanych szczepow P. aeruginosa znaleziono trzy genotypy wspélne dla dwoch
(dwa) i trzech izolatéw (jeden) i te trzy szczepy nazwano szczepami transmisyjnymi. Na podstawie
analizy dokumentacji medycznej chorych stwierdzono, Ze byli oni hospitalizowani w podobnym
czasie, co sugeruje wspoOlne Zrédlo zakazenia tych pacjentéw. Bardzo ciekawa i oryginalng
obserwacjg Doktorantki jest wykazanie, Zze okre$lone cechy fenotypowe, takie jak wydzielanie
proteaz, piocjaniny oraz zdolno$¢ do ruchu typu twitching istotnie roéznicowaty izolaty
transmisyjne od pozostatych, o unikatowych genotypach, w grupie poddanej ocenie. Doktorantka
wykazata tez, Ze u pieciu pacjentéw mozna wyodrebni¢ szczepy przetrwate, czyli szczepy, ktére
bytuja w ptucach chorego przez dluzszy czas, pomimo stosowania leczenia przeciwbakteryjnego;
przyktadowo od pacjenta KP pozyskano w ciggu siedmiu lat badan 13 izolatéw P. aeruginosa o
wysokim pokrewienstwie genetycznym.

Doktorantka poszukiwata mechanizméw warunkujgcych wystgpienie tego zjawiska.
Poddata analizie dane kliniczne chorych oraz cechy zjadliwos$ci wyosobnionych izolatéw. Wsrod
oznaczanych w tej pracy cech charakterystycznych dla pateczek tego gatunku nie udato sie
wyodrebni¢ cechy unikalnej, wspélnej dla wszystkich badanych izolatéw. Natomiast stwierdzono,
ze izolaty pozyskane w okresach stabilno$ci klinicznej przejawiajg istotnie czeSciej fenotyp Sluzowy
i zdolno$¢ do ruchu typu swimming w poréwnaniu do izolatéw pozyskanych podczas zaostrzenia
choroby.

Oceniajac prezentacje wynikéw rozprawy nalezy podkresli¢é wnikliwo$§¢ Doktorantki.
Stawia ona prawidlowe i aktualne pytania i logicznie prowadzi prezentacje wynikéw, co pozwala na
udzielenie poprawnych odpowiedzi. Taki sposéb opracowania i przedstawienia wynikéw utatwit
ich pbézniejszg interpretacje i oméwienie na tle piSmiennictwa §wiatowego w rozdziale Dyskusja.

Rozdziat ten jest dobrze i ciekawie napisany, co podkresla dojrzato$¢ naukowa Doktorantki.
Pokazuje, ze wyniki uzyskane w ocenianej rozprawie sg unikalne i wnosza wazne dane do wiedzy o
zakazeniach P. aeruginosa u chorych na mukowiscydoze. Doktorantka zaznacza, Ze nie analizowano
dotychczas cech zjadliwosci u szczepéw P. aeruginosa izolowanych od tych chorych w réznych
grupach wiekowych. Wykazuje, ze badania przedstawione w ocenianej rozprawie moga zostaé
wykorzystane w praktyce; przyktadowo przy konstrukcji nowych urzadzen do badan
przesiewowych w Kkierunku zakazenia pateczkami P. aeruginosa. Za pomocg tych urzadzen mozliwa
bytaby analiza poziomu piocjaniny jako wskaznika obecno$ci wytwarzajacych ja pateczek.
Ciekawym fragmentem dyskusji jest analiza zasadnos$ci badania zdolno$ci szczepdw bakteryjnych
do tworzenia biofilmu w warunkach in vitro i wnikliwa interpretacja uzyskanych wynikdéw.
Doktorantka tez dociekliwie analizuje istotne wyniki wskazujace na brak wspdlnych profili
lekoopornosci i cech zjadliwo$ci nawet w populacji izolatbw o wysokim podobienstwie
genetycznym.

Za wazne uwazam tez uzupelnienie rozprawy doktorskiej aneksami, w Kktérych
przedstawiono wyniki jednostkowe. Pozwala to czytelnikowi na wykonanie witasnej analizy
uzyskanych przez Doktorantke wynikéw i postawienie wlasnych wnioskéw. Jest to zgodne z
obecnym trendem przedstawiania szczegétowych wynikéw badan w aneksach, proponowanym
przez wiodace czasopisma naukowe.



Na podstawie uzyskanych wynikéw w ocenianej rozprawie doktorskiej postawiono siedem
wnioskow, ktére maja charakter opisowy. Natomiast z omawianej pracy ptynie jeszcze jeden,
niezwykle istotny wniosek praktyczny, o ktérego rozwazenie prositabym Doktorantke w trakcie
obrony pracy. Uzyskane wyniki wskazujg jednoznacznie na konieczno$¢ podjecia badan
ukierunkowanych na opracowanie nowego schematu diagnostyki mikrobiologicznej w grupie
chorych na mukowiscydoze, w ktérym uwzgledniona zostataby i poddana ocenie, w tym badaniu
lekowrazliwos$ci, wieksza liczba izolatéw z jednej probki materiatu klinicznego.

Do ocenianej rozprawy doktorskiej mam jeszcze kilka uwag, gtéwnie dotyczacych stylu
wypowiedzi:

1. Str. 18: Czy mozemy méwic o ,iloSci” Pseudomonas? Bakterie sg policzalne.

2. Str. 18: Nie jest mozliwe ,zasiedlenie ludzkiej mikroflory” przez P. aeruginosa. Ponadto termin
mikroflora nie jest juz uzywany i zostat zastagpiony przez terminy mikrobiom, mikrobiota.

3. Str. 28: ,Elastaza B posiada znacznie wiekszg wirulencje” - o wirulencji méwimy w odniesieniu
do organizmu, nie biatka.

4. Str. 29: ,Pili.... s zdolne do szybkiej kolonizacji” - kolonizuje drobnoustréj, cata komoérka.

5. Str. 34: Czy mozemy mowi¢ o opornosci biofilmu, czy tez o jego tolerancji na antybiotyki?

6. Str. 65: ,,0cena aktywnosci proteolitycznej i elastynolitycznej”. Elastyna jest proteaza.

7. Str. 80: ,,Absorbancja biomasy przy OD550” - to jest pomiar absorbancji dla formazanu, produktu
reakcji enzymatyczne;j.

Uwagi te nie umniejszaja warto$ci naukowej rozprawy. Podsumowujac stwierdzam, ze
oceniana rozprawa doktorska Pani mgr Agnieszki Iwanskiej stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego, pokazuje samodzielno$¢ naukowa Doktorantki i jej duza wiedze teoretyczng
w uprawianej dyscyplinie. Spetnia zatem wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim,
okres$lone 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. 2017, poz. 1789).

W zwiazku z powyzszym wnosze do Wysokiej Rady Instytutu Gruzlicy i Choréb Ptuc o
dopuszczenie Pani mgr Agnieszki Iwanskiej do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania
stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki medyczne.

Ponadto prosze o wyrdznienie tej rozprawy doktorskiej ze wzgledu na znaczenie
uzyskanych wynikéw dla wiedzy o zakazeniach pateczkami P. aeruginosa u chorych z
mukowiscydoza, pracochtonno$¢ wykonanych analiz a takze interesujace przedstawienie
otrzymanych wynikéw i ich dojrzata dyskusje. Oceniana rozprawa doktorska wyrédznia sie
aktualno$cig poruszanych zagadnien, stanowigc wazny element obecnie prowadzonych badan
ukierunkowanych na poprawe leczenia chorych z mukowiscydoza.
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