Warszawa 05.09.2025

Prof. dr hab. med. Urszula Demkow
Zaktad Diagnostyki Laboratoryjnej i Immunologii Klinicznej Wieku Rozwojowego
Warszawski Uniwersytet Medyczny

Recenzja pracy doktorskiej

Mgr Dagmary Borkowskiej-Tatar pt: “Ewaluacja testu QuantiFeron-TB Gold Plus w
diagnozowaniu latentnego zakazenia pratkiem gruzlicy i poszukiwanie nowych alternatywnych

biomarkerow”.

Przy sprawnie dziatajacym ukladzie immunologicznym kontakt z pratkami gruzlicy nie
zawsze skutkuje rozwojem choroby. Odmiennoscia zakazenia pratkiem gruzlicy od innych
zakazen jest ograniczone ryzyko przejscia zakazenia w zachorowanie. Od wielu lat wykrywanie
i ewentualne leczenie latentnego zakazenia jest celem badan i zainteresowan wielu naukowcow.
W krajach o najlepszej sytuacji epidemiologiczne] szczegolna uwagg zwraca sig¢ na osoby z
utajonym zakazeniem pratkami i w odpowiednim postgpowaniu z takimi osobami upatruje sig

szans¢ na eradykacje gruzlicy.

Terminem zakazenie latentne lub utajone okreSlany jest stan, w ktérym obserwujemy
pozytywna reakcje skorna na tuberkuling lub inne antygeny pratka albo pozytywny wynik testu
IGRA, bez towarzyszacych objaw6w klinicznych i radiologicznych charakterystycznych dla

czynnej postaci gruzlicy.

Kraje o niskiej zapadalnosci na te chorobg prowadza do$¢ rygorystyczne badania
kontaktéw i profilaktyczne leczenie oséb zakazonych. Sytuacja epidemiologiczna Polski daje
mozliwo$é¢ rozwazenia wdrozenia dziatan analogicznych do tych, jakie stosowane sa w krajach
o niskiej zapadalnosci na gruzlice. Gléwnym zadaniem miatoby by¢ poszerzenie puli 0sob,
ktére podlegatyby badaniom i ewentualnemu profilaktycznemu leczeniu. Praca doktorska
dotyczy zatem bardzo aktualnego i waznego problemu oraz ma istotne znaczenie zar6wno

poznawcze jak i praktyczne.




Przedstawiona praca ma typowy uklad rozpraw na stopien doktora nauk medycznych.
Starannie przygotowany maszynopis pracy liczy 178 stron, jest podzielony na 14 rozdzialow,
opatrzony jest 22 czytelnymi rycinami, oraz 34 tabelami i zawiera zestawienie 238 pozycji
pi$miennictwa. Praca jest napisana poprawnym jezykiem naukowym, ulatwiajacym
zrozumienie tresci i §ledzenie mysli Autorki. Badania prowadzono w Zaktadzie Mikrobiologii

Instytutu Gruzlicy i Choréb Pluc w Warszawie.

Cele pracy sa jasne. Zasadniczym celem przeprowadzonych badafi bylo poréwnanie
automatycznej i manualnej metody oznaczania poziomu interferonu gamma w krétkotrwatych
hodowlach leukocytow krwi obwodowej oraz poszukiwanie nowych potencjalnych wczesnych
biomarkeréw latentnego zakazenia pratkiem. W ostatnich latach rosnie zainteresowanie
poszukiwaniem nowych biomarkeréw, ktére umozliwityby skuteczne odréznienie LTBI od

aktywnej choroby zatem wybrany temat ma istotne implikacje merytoryczne.

Wstep dobrze uzasadnia geneze pracy doktorskiej. We wstepie Doktorantka
przedstawita podstawowe informacje dotyczace gruzlicy, w tym dane epidemiologiczne,
informacje kliniczne, biologie pratka, przebieg zakazenia M. tuberculosis, oraz przebieg
odpowiedzi immunologicznej na antygeny pratka. Autorka szczegélowo opisata dostgpne
metody wykrywania latentnej postaci gruZlicy i ich ograniczenia. Obecnie WHO zaleca
stosowanie nastepujacych metod: proba tuberkulinowa, QuantiFeron-TB Gold Plus metoda
ELISA i automatyczna, T-SPOT.TB oraz Wantai TB-IGRA, a takze trzy nowe testy skorme:
Diaskintest, Cy-Tb oraz C-TST.

W rozdziale ,,metody” wyczerpujaco opisane zostaty techniki laboratoryjne stosowane
w pracy. Test QFT-Plus jest testem ELISA, oceniajacym poziom IFN-y wydzielonego przez
limfocyty T po stymulacji specyficznymi antygenami pratka gruzlicy ESAT-6 i CFP 10. Test
Liaison QFT-Plus jest testem zautomatyzowanym, opartym na tej samej zasadzie. Do detekcji
IFN-y stosuje si¢ bezposredni test chemiluminescencyjno-immunologiczny (CLIA).
Oznaczenie stezen cytokin w probkach osocza wykonano za pomoca system Bio- Plex 200.
Metoda wykorzystuje technologie Luminex xMAP taczaca wlasciwosci klasycznego testu
ELISA z przeplywowa cytometria fluorescencyjna. Podstawg oznaczenia sa fluorescencyjne
kulki magnetyczne oplaszczone odpowiednimi przeciwciatami, z ktorych kazda zawiera
unikalng kombinacje barwnikow fluorescencyjnych.

Zwraca uwage bardzo profesjonalnie przeprowadzona analiza statystyczna. Testy
statystyczne sa odpowiednio dobrane do stawianych pytan oraz do charakteru badanych cech i

liczebnos$ci badanych grup.




Wyniki i ich omowienie sq przedstawione wyczerpujaco i jasno. Zrozumienie tego

fragmentu rozprawy ulatwiaja ryciny i tabele.

Analizie poddano 5443 wyniki testow IGRA wykonanych w ciagu 7 lat w Zakladzie
Mikrobiologii Instytutu Gruzlicy i Choréb Phuc. Ostatecznie do analizy zakwalifikowano 712
pacjentéw w wieku od 1 miesigca do 87 lat z mediana 39 lat. Dzieci stanowily 34,3% badanych,

a doroéli 65,7%. Rozklad plci w badanej grupie wynosit 52,9% mezczyzn i 47,1% kobiet.

Doktorantka wykazata, ze dodatni wynik testu QFT-Plus istotnie czgsciej wystgpowal
u kobiet i dzieci niz u dorostych mezczyzn. Takie wyniki sa zaskakujace w $wietle danych
wskazujacych, ze mezczyzni czeSciej chorujg na gruzlice niz kobiety, a dzieci chorujg
wyjatkowo rzadko. Taka obserwacja mogta by¢ powiazana z doborem grup badanych. Problem
ten Doktorantka podejmuje w dyskusji pracy. Wigkszo$¢ dzieci z analizowanej populacji
pochodzita z domowego kontaktu z chorymi na gruzlicg. Dzieci zgloszone do KRG mialy
istotnie wyzsze wartoéci IFN-y w probowkach antygenowych testu QFT-Plus niz dorosli. Test
QFT-Plus charakteryzowal si¢ wyzsza czuloscia diagnostyczna (94,6%) u dzieci niz u
dorostych (76,5%) przy zblizonej swoistosci (ok. 60%). Trafnos¢ diagnostyczna testu byla
wyzsza u dzieci niz u dorostych. Te obserwacje rowniez wymagaja szerszego komentarza.
Poniewaz u dzieci granica pomiedzy zakazeniem a zachorowaniem jest wyjatkowo ptynna, by¢
moze niektére z badanych dzieci mogtyby by¢ zakwalifikowane jako osoby z czynna gruzlica,
jakkolwiek dzieci na ogdl nie pratkuja, a zatem w tych przypadkach nie udawalo sig potwierdzi¢

obecnosci aktywnej choroby.

Dodatni wynik testu byt zwiazany z ponad siedmiokrotnie wyzszym ryzykiem rozwoju
aktywnej postaci gruzlicy (RR = 7,2) co potwierdza przydatno$¢ QFT- Plus do identyfikacji
0séb z LTBI o wysokim ryzyku progresji. Autorka wykazata rowniez, ze interferon jest

produkowany zaréwno przez limfocyty CD4+ 1 CD8&+.

Testy QFT-Plus i Liaison QFT-Plus byly zgodne w 89,5%. Test ten moze zatem
stanowi¢ wartosciowa alternatywe¢ dla pracochlonnego testu QFT-Plus, zwlaszcza w

laboratoriach analizujacych duze liczby prébek.

Ciekawym aspektem badan byla analiza profili cytokinowych. Wykazano, ze taczna
ocena stezen IL-7 i IFN-y umozliwia bardzo skuteczne réznicowanie LTBI od aktywnej
gruzlicy. Opracowany model diagnostyczny osiagnat AUROC 98,1%, czuto$¢ 94,6% i
swoisto§é 96,5%. Ponadto stwierdzono, ze stgzenia MIG/CXCL9 byly istotnie wyzsze u
chorych na gruzlice niz u os6b z LTBI i zdrowych.




W rozdziale Dyskusja Doktorantka wlasne spostrzezenia konfrontuje z doniesieniami
zawartymi w bardzo obszernym pismiennictwie. Wigkszos¢ wynikéw pracy pozostaje w
zgodnoéci z obserwacjami innych autorow. Nietypowa obserwacja jest wysoki odsetek dzieci
z dodatnim wynikiem testu IGRA w badanej grupie. Autorka stusznie uwaza, ze jest to wynik
odpowiedniego doboru grupy badanej, gdzie wéréd badanych dzieci dominowaly dzieci z
kontaktu z osoba chora. Bardzo waznym, wnioskiem z powyzszych obserwacji jest fakt, iz
dzieci z dodatnim wynikiem testu IGRA powinny podlegaé¢ chemioprofilaktyce gruzlicy, ze
wzgledu na wysokie prawdopodobiefistwo rozwoju aktywnej postaci choroby. Ciekawym
elementem pracy byta réwniez analiza nowych, potencjalnych biomarkeréw latentnej postaci
gruzlicy. Doktorantka zaproponowata panel cytokin. Niestety jedynie stgzenie MIG/CXCL9
byto rézne w grupie chorych na gruzlicg i 0séb zdrowych. Taki wynik nie jest zaskoczeniem.
Cytokiny sa autakoidami i w przypadku minimalnych zmian zapalnych na ogét nie rosng we
krwi obwodowej. Znaczacy wzrost poziomu mediatorow zapalenia we krwi obserwuje sig
jedynie w przebiegu cigzkich, uogélnionych zakazen. Prawdopodobnie warto poszukiwaé
swoistych markeréw w krétkotrwatych hodowlach limfocytéw stymulowanych antygenami
pratka, jak to jest obserwowane w przypadku interferonu gamma.

Prace koficzy 7 wnioskow, ktore sa logicznie sformulowane i sa konsekwencja analizy
wynikéw uzyskanych przez Autorkg. Doktorantka sugeruje, Ze warto poszukiwaé przydatnych
klinicznie markeréw i ich kombinacji jako nowych markerow diagnostycznych. Poniewaz
wszystkie metody wykrywania latentnego zakazenia pratkiem gruzlicy oraz réznicowania
utajonego zakazenia od aktywnej postaci maja istotne ograniczenia, dlatego poszukiwanie
nowych, dokladniejszych biomarkerow jest w pelni uzasadnione. Doktorantka stusznie
zauwaza, ze niezbedna bedzie standaryzacja oznaczen i wypracowanie wartoSci

referencyjnych.

W podsumowaniu recenzji cheialabym podkresli¢ znaczenie przedstawianych w pracy
zagadnien. Bardzo warto$ciowe jest zwrocenie uwagi na konieczno§¢ koncentracji dziatan w
kierunku eliminacji ukrytego zakaZenia pratkiem, szczegélnie w krajach, w ktorych
zapadalno$é na te chorobg radykalnie si¢ zmniejsza. Przedstawiona do recenzji praca stanowi
oryginalny dorobek naukowy Doktorantki. Autorka wykonata wiele pracochtonnych
eksperymentéw i dokonata ciekawych obserwacji. Rozprawa jest dowodem pracowitosci,
umiejetnosci planowania i realizowania badan naukowych przez Doktorantke. Swiadczy o
zdolnosci do samodzielnego rozwiazywania postawionych sobie celow badawczych, o
umiejetnosci krytycznej interpretacji wynikéw badan na tle wlaSciwie wykorzystanego

pi$miennictwa naukowego oraz logicznego wnioskowania. Przedstawiona do oceny praca




doktorska niewatpliwie zacheca do stawiania dalszych pytan dotyczacych opisywanego

zagadnienia a wyniki pracy warte sg szerokiego rozpowszechnienia w srodowisku medycznym.

Stwierdzam, ze praca mgr Dagmary Borkowskiej-Tatar pt: “Ewaluacja testu
QuantiFeron-TB Gold Plus w diagnozowaniu latentnego zakazenia pratkiem gruzlicy i
poszukiwanie nowych alternatywnych biomarkerow” odpowiada kryteriom stawianym

rozprawom na stopien doktora nauk medycznych.

Przedstawiam zatem Radzie Naukowej Instytutu Gruzlicy i Chordéb Pluc w Warszawie
wniosek o dopuszczenie mgr Dagmary Borkowskiej-Tatar do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. W mojej opinii praca pozwolila na istotne poglebienie istniejacej wiedzy o
diagnostyce latentnego zakazenia pratkiem gruzlicy i stanowi wazny krok prowadzacy do
zahamowania rozprzestrzeniania si¢ choroby, dlatego zwracam sig¢ takze z wnioskiem o

wyrdznienie pracy.
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