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Od wielu lat jednym z waznych probleméw zdrowotnych u kobiet sg zakazenia uktadu
moczowo-plciowego. Tym bardziej, ze czesto maja one charakter przewlekly, trudny w
leczeniu ze sklonnoscia do nawrotéw. Najczesciej dochodzi do infekcji pochwy, tj.
bakteryjnego zapalenia pochwy (BV, bacterial vaginosis), drozdzakowego zapalenia sromu i
pochwy oraz zakazenia spowodowanego przez rzgsistki Trichomonas vaginalis. Ogromna
role w profilaktyce jak i w leczeniu infekcji oraz zapobieganiu nawrotom zakazenia ma
prawidlowa mikrobiota pochwy. Dlatego tak wazne jest poznanie sktadu mikrobiota pochwy,
jego funkcjonowania i wspoélzalezno$ci w warunkach fizjologicznych oraz zmienionych
chorobowo. Oprocz konwencjonalnej antybiotykoterapii w leczeniu infekcji pochwy i
zapobieganiu jej nawrotom stosowane sg preparaty probiotyczne zawierajace bakterie typowe
dla prawidtowej mikrobioty pochwy. Gléwnym sktadnikiem probiotykow sg bakterie kwasu
mlekowego (LAB), w tym z rodzaju Lactobacillus.

Rozprawa doktorska Pani mgr Anny Kawalec wpisuje si¢ w ten wazny i aktualny
temat badawczy. Jako model badawczy Doktorantka wybrata szczepy bakterii z dawnego
rodzaju Lactobacillus, ktére izolowata z wymazow z pochw pacjentek Centrum Badan
Mikrobiologicznych i Autoszczepionek im. Jana Bobra w Krakawie, gdzie wykonywana byta
praca prezentowana w niniejszym przewodzie doktorskim. Wstepnej analizie poddano 350
wymazow z pochw, dla ktérych przeprowadzono ocen¢ stopnia czystosci pochwy wg
Kuczynskiego w modyfikacji Kasprowicza. Do badan w przedstawionej rozprawie
doktorskiej Pani mgr A. Kawalec wyselekcjonowata 120 prébek materiatu klinicznego
reprezentujagcych stopnie fizjologiczne czystosci pochwy, od 0/ do II. W ocenie
mikroskopowej tych wymazéw widoczne byty jedynie bakterie LAB (stopnie czystosci 0/1, 1
oraz I/Il od tacznie 44 kobiet) lub bakterie LAB z pojedynczymi innymi bakteriami i/lub
grzybami (stopien czystosci II od 76 kobiet). “

Rozprawa doktorska przedstawiona jest w formie tradycyjnej — wszystkie materiaty
zebrano w pisemnym opracowaniu. Rozprawa doktorska liczy 122 stron druku, a jej uktad jest
typowy. Napisana jest w przystepny sposob, a jej logiczny uktad utatwia czytelnikowi
$ledzenie realizacji celow postawionych w pracy oraz analiz¢ uzyskanych wynikow.
Niezmiernie cenne sg tabele zawierajace bezposrednio odczytane wyniki dla wszystkich
izolatéw, co znacznie ulatwia §ledzenie przeprowadzonej przez Doktorantke analizy tych
danych i ich interpretacji. Pomocny jest takze zalgczony na poczgtku rozprawy wykaz
Skrétow stosowanych w pracy.

W 14-stronnicowym Wstepie do rozprawy Doktorantka rzeczowo przedstawia
aktualng wiedz¢ dotyczaca czterech zagadnien $cisle zwigzanych z tematykg pracy:
(I) przedstawia systematyke bakterii z rodzaju Lactobacillus wymieniajac gatunki istotne
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klinicznie, (I) analizuje sktad mikrobioty pochwy kobiet zdrowych i w czasie toczacego sie
zakazenia, (III) porusza problem antybiotykoterapii i stosowania preparatdéw probiotycznych
w leczeniu zakazen pochwy, w tym probiotykéw zawierajacych LAB oraz (IV)
charakteryzuje metody fenotypowe i molekularne stosowane w identyfikacji bakterii LAB.
Wstep stanowi dobre teoretyczne wprowadzenie do tematykl rozprawy doktorskiej i w pelni
uzasadnia wybdr tematyki badawczej pracy.-

Doktorantka postawita trzy cele (a wedlug Recenzenta dwa cele) w prezentowanej
rozprawie doktorskiej:

(I) Analize¢ réznorodnosci gatunkow szczepdw Lactobacillus sp. wystepujacych w

mikrobiomie pochwy kobiet w okresie rozrodczym, poprzez ich identyfikacje;

(II/IIT) ~ Scharakteryzowanie profilu fenotypowego (w tym biochemicznego i

lekowrazliwosci) oraz profilu molekularnego szczepéw w obrebie gatunkoéw z rodzaju

Lactobacillus.

Postawione cele w pelni odzwierciedlaja pierwsza czesé tytulu rozprawy doktorskiej tj.
,»Charakterystyka fenotypowa i molekularna szczepow bakterii z rodzaju Lactobacillus jako
podstawa opracowania mozliwosci farmakoterapii ginekologicznej”. Wedtug Recenzenta
zabraklo w pracy celu, ktéry obejmowatby analize uzyskanych przez Doktorantke wynikow
pod katem zaproponowania nowej terapii zawierajgcej szczepy wyizolowane w niniejszej
pracy doktorskiej jak sugeruje druga czg$¢ tytutu rozprawy — prosze Doktorantke o komentarz
w tej sprawie.

Czg$¢ eksperymentalna rozprawy doktorskiej zostala wykonana prawidlowo.

Eksperymenty zostaly zaplanowane logicznie z jasno postawionym celem. W rozdziale nr 3.
Materiaty i Metody, przedstawiono szczegolowo metodyke wykorzystang przez Panig mgr A.
Kawalec w rozprawie doktorskiej, z wyjatkiem podrozdziatu 3.4.1.5. dotyczacego
sekwencjonowania 16 S rRNA. Bardzo prosze Doktorantke o przedstawienie swojego udzialu
w tym etapie pracy i uszczegolowienie metodyki ktorg wykonywata.
Ponadto na potrzeby pracy Doktorantka opracowata Karte Charakterystyki dla kazdego
badanego szczepu Lactobacillus sp., ktora zawierata nastgpujace informacje: wywiad zebrany
od pacjentek, adnotacje o pobraniu dodatkowego materiatu, stopiefi czystosci pochwy, ocene
morfologii kolonii na podtozach PK i MRS, szczegélowe wyniki testow API 50 CH i
ostateczny wynik identyfikacji ta3 metoda, wynik identyfikacji przy uzyciu systemu MALDI-
TOF, wyniki sekwencjonowania, dane o zdolnosci do produkcji nadtlenku wodoru oraz
antybiogram. Zebranie takich spersonalizowanych danych o kazdym szczepie uwazam za
bardzo cenne i o duzym potencjale wykorzystania w przysziosci do dalszych badan
naukowych.

W recenzowanej pracy doktorskiej zastosowano caly szereg metod zaréwno:

(1) cytologiczno-mikrobiologicznych (tj. mikroskopowa ocena stopnia czystosci
pochwy, izolacja bakterii z wymazu z pochwy poprzez posianie materiatu klinicznego na
szereg podlozy, identyfikacja gatunkowa bakterii przy uzyciu testow API 50 CH i analiza
danych z tych testow dotyczacych szerokiego panelu cech biochemicznych badanych
szczepOw, badanie zdolnosci szczepéw do wytwarzania nadtlenku wodoru, okreslenie profili
lekoopornosci szczepow metoda E-testow),

(2) mikrobiologiczno-molekularnych (tj. identyfikacja izolatdéw w spektrofotometrze
mas typu MALDI-TOF i analiza danych z tych testow dotyczacych rozktadu widm biatek
bezposrednio w komorce bakteryjnej, w tym utworzenie dendrogramow i macierzy korelacji
CCI; sekwencjonowanie 16S rRNA i analiza otrzymanych danych),

(3) statystycznych (szereg testow np. test ANOVA czy test niezaleznosci chi-kwadrat).

Stosowanie rozmaitych, poprawnie dobranych metod §wiadczy o dobrym opanowaniu
warsztatu badawczego i umiej¢tnosei jego wykorzystania przez Doktorantke.



Doktorantka prowadzitla badania na 111 szczepach, ktére wyizolowala z 120
wymazow z pochw kobiet. Pomimo podania w rozdziale 3.4.1.2. szeregu podiozy, ktérych
uzyto w pracy do posiewu pobranego materiatu klinicznego, to w Wynikach nie opisano
doktadnie, na ktérych z nich wyrosly i o jakiej morfologii kolonie szczepéw z rodzaju
Lactobacillus. Czy byta widoczna mikrobiota towarzyszaca? Z ktorych podtozy wybrano i na
jakiej podstawie, izolaty do dalszych badan identyfikacyjnych? Bardzo prosze Doktorantke o
przedstawienie na obronie tej czgsci wynikow pracy, w polaczeniu z informacja o stopniu
czystosci pochwy danego materiatu klinicznego.

Uzyskane w pracy wyniki Doktorantka przedstawita w 16 tabelach, na 31 rycinach i
na 5 fotografiach. Jednakze tabela nr 7. nie zawiera wynikow ale zasady interpretacji, i
powinna by¢ podana w rozdziale Materialy i Metody. Ponadto w przypadku matej liczby
badanych szczepoéw z danego gatunku nie powinno podawac si¢ wynikdw w procentach ale w
liczbie szczepow, ktore posiadaja dang ceche¢ np. na rycinie nr 49. Generalnie wszystkie
tabele, ryciny i fotografie zawarte w pracy sa czytelne oraz pomocne w interpretacji
uzyskanych przez Doktorantke wynikow.

Doktadna analiza uzyskanych wynikow oraz ich skondensowana dyskusja na 10
stronach rozprawy doktorskiej, polaczona ze wskazaniem uzyskanych przez innych badaczy
rezultatow, zostala przeprowadzona w sposob poprawny, z analizg dostgpnego pismiennictwa
przedmiotu. Zacytowane pisSmiennictwo jest aktualne, obszerne, i obejmuje 118 artykuldéw
oraz dwie strony internetowe.

W rozdziale nr 6. Wnioski, postawione przez Doktorantke w czterech punktach
wnioski uwazam za niepelne. Bardzo prosz¢ Doktorantke aby je uzupetnita i przedstawita na
obronie pracy doktorskiej pelne wnioski wyplywajace z tych 4 punktéw podsumowania
wynikow ktdre podaje na str. 113.

W_rozprawie doktorskiej Pani mgr inz. Anna Kawalec w wyniku wykonanych
eksperymentow i przeprowadzonej analizy uzyskala szereg interesujacych wynikéw.
Za najcenniejsze elementy rozprawy. doktorskiej uwazam:

1. Izolacje, identyfikacje do poziomu gatunku i charakterystyke duzej puli 104 szczepdéw
z rodzaju Lactobacillus z wymazéw z pochw zdrowych kobiet. Badanie
pokrewienstwa izolatow przy wykorzystaniu widm bialek z systemu MALDI-TOF
pokazato réznice migdzy szczepami w obrebie danego gatunku jak i réznice miedzy
poszczegdlnymi gatunkami. Natomiast wykazanie zdolnosci produkcji nadtlenku
wodoru przez wigkszo$¢ otrzymanych szczepow jest wazng informacjg o spehnieniu
warunku wytwarzania zwigzkow przeciwbakteryjnych przez szczepy kliniczne LAB,
pod katem prowadzenia dalszych badan nad mozliwoscig ich zastosowania jako
szczepOw probiotycznych.

2. Niezmiernie waznym aspektem pracy bylo badanie lekowrazliwosci metoda E-testow i
wyznaczenie wartosci MIC dla szczepdw reprezentujacych 4 najliczniej wyizolowane
gatunki, po 10 szczepéw z kazdego gatunku. Lacznie dla 40 szczepow okreslono ich
profile wrazliwosci na antybiotyki i chemioterapeutyki. Dobdr antybiotykoéw do
badania i zasady interpretacji uzyskanych wynikéw Doktorantka przeprowadzita
zgodnie z zaleceniami EFSA. Doktorantka wykazala najczesciej wystepujaca
oporno$¢ na chloramfenikol u 10/10 szczepéw L. gasseri, klindamycyne u 5/10 i
kanamycyng¢ u 4/10 szczepéw z w/w gatunku, a takze na wankomycyne u 5/10
szczepdw L. crispatus. U zadnego z 40 wytypowanych do badan szczepdéw nie
stwierdzono opornosci jedynie na ampicyling i gentamycyng. Pomimo, iz wymagania
FAO/WHO dla szczepdw probiotycznych nie zawierajg informacji o ich pozgdanych
profilach lekowrazliowsci to niezmiernie wazne jest okreslenie lekowrazliwos$ci
szczepdw 1 mechanizméw ewentualnej lekoopornosci. Wystepowanie w obrebie




ruchomych elementéw genetycznych genow warunkujgcych opornos¢ na leki
praktycznie wyklucza dany szczep jako potencjalny drobnoustr6j probiotyczny.

Bardzo proszg Doktorantke aby wyjasnita nasuwajace si¢ watpliwosci i odpowiedziata na
nastepujace pytania:

1. W pracy Doktorantka wykonywata na biezaco izolacj¢ bakterii z probek materiatu
klinicznego pobieranego w latach 2012 — 2023. Czy nie byta konieczna zgoda komisji
bioetycznej?

2. Bardzo prosz¢ o komentarze i odpowiedzi na wczesniej zadane pytania w tej recenzji
rozprawy doktorskiej.
Jaki schemat postepowania proponuje Doktorantka aby prawidtowo przeprowadzi¢
oceng bioroznorodno$ci mikrobiota pochwy i efektywnie wyizolowa¢ bakterie z grupy
LAB.
Na rycinie nr 1. Doktorantka przedstawia systematyke bakterii z rodzaju Lactobacillus
podajac nazwy gatunkowe w oparciu o dane z NCBI. Bardzo prosz¢ Doktorantke o
pokazanie na slajdzie zmienionej systematyki zaprezentowanych na rycinie gatunkow.
Zmiany w systematyce zostaly opublikowane przez Zheng i wsp. I J. Syst. Evol.
Microbiol. 2020, 70, 2782-2858.
W rozdziatach Wyniki, jak i Dyskusja, Doktorantka podaje jedynie wyniki rozktadu
cukréw odczytane z testow API 50 CH. Bardzo prosze o krétka dyskusje tego
elementu pracy. Jakie znaczenie majg te wyniki dla fenotypowej charakterystyki
gatunkéw w obrebie rodzaju Lactobacillus?
W rozdziale Wyniki na Rycinie nr 46. Doktorantka pokazuje jak wygladata produkcja
nadtlenku wodoru przez badane szczepy i jej ocene w skali +++, ++, +, —. Natomiast
w tabeli nr 19. Doktorantka zastosowata jedynie skale 0/1 przy okresleniu tej cechy.
Bardzo prosze o podanie wynikéw w petnej skali poczynajac od produkcji na +++.
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Ponadto rozprawa doktorska zawiera liczne drobne uchybienia, nieprawidlowosci
stylistyczne zdan, niepoprawne sformutowania, okreslenia zargonowe oraz skroty myslowe.

Jednakze przedstawione powyzej uwagi nie umniejszaja zasadniczej zawarto$ci
merytorycznej pracy, ktora oceniam pozytywnie.

Whiosek:

W oparciu o powyzsza recenzje, stwierdzam, ze oceniana rozprawa doktorska Pani
mgr inz. Anny Kawalec spelnia wymogi stawiane rozprawie na stopien doktora zgodnie z art.
13 ust. 1 Ustawy ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
2017 r., poz. 1789 z pézn. zm.) w zwigzku z art.179 ust. 3 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. oraz
wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne, Wydzialu Farmaceutycznego,
Uniwersytetu Jagiellonskiego — Collegium Medicum w Krakowie o dopuszczenie Pani mgr
inz. Anny Kawalec do dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie
nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki farmaceutyczne.

Warszawa, dnia 08.09.2023 r.
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