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Recenzowana dysertacja doktorska. wpisuje sie w nurt badain nad przyczynami
obserwowanego w ostatnich latach wzrostu zachorowan na krztusiec w spoteczefistwach o wysokim
odsetku zaszczepienia populacji. W odrdznieniu od historycznie pojmowanego krztusca jako choroby
wieku dziecigcego, obecnie to starsze grupy wiekowe stanowig rezerwuar tej bakterii. Zakazenia wéréd
miodziezy i dorostych s zagrozeniem dla niezaszczepionych lub nie w petni zaszczepionych
noworodkéw i niemowlat. Chcac zapobiega¢ tym zachorowaniom musimy poznaé odpowied? na
pytanie o skuteczng modyfikacje szeroko pojetej strategii szczepien. Te aktualng problematyke
podejmuje recenzowana rozprawa Pani mgr Marty Prygiel, doktorantki w Zaktadzie Badania Surowic i
Szczepionek NIZP-PZH, kierowanym przez dr hab. Aleksandre Zasade. Zesp6t badawczy kierowany
przez Panig Docent ma diugoletnie tradycje w zakresie badar nad krztu$cem, poczawszy od zagadnien
mikrobiologicznych zwigzanych z charakterystykg krazacych szczepéw po kwestie dotyczace
profilaktyki i zapobieganiu tej chorobie.

Gtéwnym celem recenzowanej pracy doktorskiej byto okreslenie wptywu trzech réznych typéw
oraz roznych dawek szczepionek przeciw krztuscowi na uzyskiwanie przewagi selekcyjnej przez szczepy
Bordetella pertussis o r6znych genotypach.

Rozprawa doktorska liczy 202 strony, jest monografig opartg na wtasnym oryginalnym badaniu
realizowanym w ramach projektu badawczego NCN 2013/11/B/Nz7/02083. Sktada sie z zasadniczych
rozdziatéw, typowych dla prac o charakterze eksperymentalnym jak: wstep, zafozenia i cel pracy,
materiaty i metody, wyniki, dyskusja, wnioski, streszczenie w jezyku polskim, streszczenie w jezyku
angielskim, piémiennictwo. Na koricu pracy zamieszczono spis tabel i spis rycin. Pi$miennictwo
obejmuje 340 pozycji literatury. Bibliografia zawiera publikacje historyczne np. pierwsze opracowanie
Bordet J. i Gengou O. z 1906 roku oraz prace aktualne. Literatura naukowa jest odpowiednio dobrana
i wiasciwie wykorzystana w tekscie rozprawy. Odsetek publikacji z ostatnich 5 lat, czyli okresu 2013-
2018 stanowi 23,5% pozycji. Dodatkowo, w PiSmiennictwie uwzgledniono profesjonalne strony
internetowe.

Pierwszy rozdziat ,Wstgp” stanowi doskonate wprowadzenie do dalszych czeéci rozprawy i
integruje trzy wyraZnie zarysowane aspekty dysertacji zwigzane z B. pertussis: mikrobiologiczny,

ul. Banacha 1a, 02-097 Warszawa

NIP: 522-00-02-529, REGON: 000288975
KRS: 0000073036

tel. 22 317-95-11

fax 22 317-99-52

e-mail: laboratorium@litewska.edu.pl
www.uckwum.pl




epidemiologiczny i wakcynologiczny. Autorka opisuje: wszystkie czynniki zjadliwosci bakterii tego
gatunku, patogeneze i obraz kliniczny krztusca, metody diagnostyki laboratoryjnej z uwzglednieniem
obowigzujgcych w tym zakresie rekomendacji europejskich i §wiatowych oraz leczenie i profilaktyke.
Doktorantka nie tylko charakteryzuje aktualnie wykorzystywane w tym celu szczepionki
catokomdrkowe i bezkomdrkowe, ale réwniez wskazuje na nowe trendy np. szczepionki tworzone w
oparciu o pecherzyki btony zewnetrznej. W dalszej czesci Autorka bardzo szczegétowo przedstawia
sytuacje epidemiologiczng krztusca w Polsce od poczatku XX wieku, az do roku 2018. Wiele miejsca
Doktorantka poswieca przedstawieniu aktualnego stanu wiedzy na temat zmiennosci genetycznej
szczepOw B. pertussis wyhodowanych w Polsce i na $wiecie. W ostatniej cze$ci wstepu opisuje
zwierzece modele doswiadczalne wykorzystywane w badaniach nad tg chorobg. Wstep $wiadczy o
szerokiej i ugruntowanej wiedzy Doktorantki w zakresie przedstawianej tematyki oraz umiejetnosci
interpretacji literatury. Rozdziat napisany jest rzetelnie i wyczerpujaco, moze stanowi¢ podstawe do
przygotowania bardzo dobrej pracy przeglagdowe;.

Cel badawczy Autorka realizowata w dwdch podstawowych eksperymentach:

- oznaczeniu immunogennosci oraz dynamiki poziomdéw odpowiedzi poszczepiennej wobec wybranych
antygendw krztuscowych (toksyny krztuscowej, pertaktyny, widkienkowej hemaglutyniny, fimbrii typu
2 i 3), zawartych w szczepionkach komercyjnych: catokomdrkowej i bezkomdrkowej oraz
catokomorkowej szczepionce eksperymentalnej wytworzonej ze szczepdw B. pertussis 1/12 i 1330/07
o réznym profilu genetycznym, w badaniu odpowiedzi humoralnej u myszy domowych szczepu
wsobnego BALB/cANNCrICmd po immunizacji ww. preparatami,

- badaniu eliminacji zakazenia szczepami B. pertussis o réznych profilach alleli genéw kodujacych
czynniki wirulencji z tkanki ptuc myszy immunizowanych szczepionkami komercyjnymi oraz
szczepionka eksperymentalna.

W przeprowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej badaniach wykorzystano 1828 zwierzat, co
zagwarantowato odpowiednig liczebnos¢ grup, w kazdym z przeprowadzonych eksperymentéw i
zapewnito zwigzang z tym istotno$¢ wynikéw. Doktorantka wykazata sie duzg wiedza, doskonatym i
nowoczesnym warsztatem laboratoryjnym. Do badan wybrano szczepy wykazujace rdéznice w allelach
genu pertaktyny, genu kodujgcego podjednostke S3 toksyny krztuscowej oraz w sekwencji promotora
genu toksyny krztuscowej. Zgodnie z danymi literaturowymi s to biatka szczegdlnie istotne dla
zmiennosci szczepdw B. pertussis. Autorka szczegding dbatoé¢ wykazata w doborze kontroli do
doswiadczen przeprowadzonych na modelach zwierzecych oraz w doswiadczeniach laboratoryjnych.
Wykorzystany do badania odpowiedzi humoralnej u immunizowanych zwierzat test ELISA zostat
zwalidowany przed rozpoczeciem pracy eksperymentalnej. Pewien niedosyt powoduje brak
mikrobiologicznej charakterystyki wykorzystanych w badaniach szczepéw B. pertussis oraz brak
informacji o wykonaniu potwierdzenia, ze nie wystgpita zadna zmiana istotnych wtasciwosci badanych
kultur po okresie przechowywania.

Autorka uzyskane wyniki zaprezentowata w kilku podrozdziatach, dodatkowo ilustrowanych 50
barwnymi rycinami i 53 tabelami. Taka mnogos$¢ tabel i rycin wynika z duzej liczby wynikéw
oryginalnych oraz faktu, ze Doktorantka wyniki obu gtéwnych eksperymentéw przedstawita zaréwno
w formach tabelarycznych jak i wykreséw, co utatwia czytelnikowi analize trendu i kierunku zmian.
Jednak taki podwéjny sposéb przedstawiania wynikéw moze prowadzi¢ do pewnych niescistosci i tak
rycina 5 (str. 73) i rycina 8 (str.74) pokazuja inne Srednie wartosci po immunizacji szczepionka
eksperymentalng wP-exp w dawce 1/20 niz kompatybilna z nimi tabela 8 (str. 69) .

Doktorantka dokonata analizy statystycznej wynikéw badan eliminacji pateczek krztusca z ptuc myszy
wczesniej immunizowanych trzema réinymi dawkami szczepionek oraz wynikéw oznaczenia
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immunogennosci poszczegélnych sktadnikéw krztuscowych zawartych w badanych 3 szczepionkach
metoda ELISA za pomocq analizy wariancji ANOVA w programie Statistica 10, potwierdzajgc istotno$¢
statystyczng uzyskanych wynikéw. Wykazano miedzy innymi, ze wysoka dawka kazdej z zastosowanych
szczepionek byta optymalna do uzyskania odpornosci niezaleznie od szczepu B. pertussis uzytego do
zakazenia.

W dyskusji Doktorantka celujagco odpowiada na wszystkie pytania, ktére pojawiaja sie w trakcie
lektury rozdziatu ,Materialy i metody” i przedstawia m.in. argumenty dotyczace doboru
wykorzystanego modelu zwierzecego, kryteria doboru szczepéw do przeprowadzonych
eksperymentéw, powody badania immunogennosci szczepionek na podstawie odpowiedzi humoralnej
bez uwzglednienia odpowiedzi komdrkowej. W rozdziale tym Autorka skonfrontowata wyniki badan
wiasnych z danymi literaturowymi i dokonata ich obszernego oméwienia. Jednym z aspektéw dyskusji
jest analiza przyczyn wzrostu zachorowan na krztusiec. Doktorantka twierdzi, ze w Polsce w ostatnich
latach nie doszto do zmian w diagnostyce stosowanej do potwierdzenia zachorowar pateczka krztusca,
z czym nie moge sie do korica zgodzi¢. Oprécz zdecydowanie wigkszej liczby o$rodkéw wykonujgcych
to oznaczenie, niewatpliwie wprowadzenie w Europie w 1980 (i z pewnym opdznieniem w Polsce) do
rutynowej diagnostyki krztusca testéw ELISA przyczynito sie do wyiszej wykrywalnosci zachorowan.
Obowigzujace zalecenia europejskiej grupy ekspertéw EUpert dotyczace diagnostyki serologicznej w
kontekscie opisywanej przez Doktorantke Polski jako jedynego kraju w Europie, gdzie powszechnie
stosuje sig szczepionke catokomdrkowa (wP) moga umozliwi¢ w wielu przypadkach na jednoznaczne
rozréznienie osoby chorej od szczepionej, gdyz jedynym antygenem rekomendowanym w testach
ELISA jest toksyna krztuscowa, na ktdrg nie jest wytwarzana odpowiedZ immunologiczna po
immunizacji tym typem szczepionki, co Autorka potwierdzita w jednym z przeprowadzonych
eksperymentow.

Wyniki przeprowadzonych badan w petni upowazniajg Doktorantke do sformutowania 7
whioskdw potwierdzajgcych miedzy innymi fakt, ze:
- zastosowanie w sktadzie szczepionek, szczepéw B. pertusiss o profilach genetycznych aktualnie
dominujgcych w populacji moze wptynac¢ na poprawe skutecznosci szczepien przeciw krztuscowi,
- stosowanie aktualnych szczepionek stanowi wystarczajagcg ochrone przed zrdznicowanymi
genetycznie szczepami pateczki krztusca
- szczepionki catokomérkowe wykazujg przewage nad szczepionkami bezkomérkowymi w zakresie
ochrony przed zakazeniem przez szybszg eliminacje czynnika zakainego
- przyczyna obserwowanego w Polsce i na $wiecie wzrostu zachorowan na krztusiec, jest
najprawdopodobniej zwigzana z obnizeniem odpornosci poszczepiennej wraz z uptywem czasu od
podania ostatniej dawki.
Doprecyzowania wymaga wniosek nr 5, w ktdrym Autorka stwierdza, ze u 0s6b uodpornionych
szczepionkami bezkomdérkowymi bakteria moze dtuzej przebywaé¢ w ptucach. Zgodnie z danymi
literaturowymi dotyczacymi patogenezy zakazenia, B. pertussis nie zajmuje tkanki ptuc cztowieka. Po
adhezji do nabtonka migawkowego drég oddechowych, nastepuje namnazanie bakterii i produkcja
toksyn, co wigze sig z uszkodzeniem komérek nabtonka i ogéInoustrojowymi objawami toksemii.

Praca zostata przygotowana niezwykle starannie. Napisana jest przejrzystym i zwieztym
jezykiem. Poza jednym wyjatkiem (str.83) nie ma bteddéw literowych. Na ryc. 2 (str.58) oraz w tabelach
22 — 48 Doktorantka uzywa nieprecyzyjnego sformutowania ,Czas immunizacji zwierzat” i ,Czas
immunizacji 30/60/120 dni” zamiast odpowiednio ,Czas zakazenia zwierzat” i ,Czas zakazenia
30/60/120 dni” lub ,Okres immunizacji zwierzat” i ,,Okres immunizacji 30/60/120 dni”. Te drobne
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niedociggniecia nie zmniejszajag wartosci merytorycznej recenzowanej pracy i nie Wpfywajq na jej
0g0Ing, bardzo wysoka ocene.

Podsumowanie _

Oceniana dysertacja spetnia wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim zaréwno pod
wzgledem formalnym jaki i merytorycznym. Stanowi oryginalne i bardzo wartoéciowe opracowanie
potwierdzajgce skutecznos$¢ eliminacji szczepow B. pertussis o nowych genotypach za pomocy
eksperymentalnie przygotowywanych szczepionek, ale tez potwierdza skuteczno$é wobec nowych
szczepow wykorzystywanych obecnie szczepionek komercyjnych. Wiarygodno$¢ tej tezy jest poparta
duzg liczbg oryginalnych wynikéw badan eksperymentalnych oraz wykonanych na podstawie
uzyskanych danych analiz statystycznych. Przeprowadzone badania wnoszg istotny wktad do dyskusji
na temat zasadnosci zmiany sktadu szczepéw szczepionkowych. Ich znaczenie jest tym wieksze, ze
zostaty wykonane na szczepach B. pertussis izolowanych w ostatnich latach w Polsce. Badania zostaty
wiadciwie zaplanowane i przeprowadzone, reprezentuja wysoki poziom naukowy, i powinny jak
najszybciej zosta¢ opublikowane w czasopismach z wysokim wspétczynnikiem oddziatywania (ang.
impact factor, IF).

Stwierdzam, ze przedfozona do recenzji rozprawa doktorska autorstwa mgr Marty Prygiel spetnia
wszystkie ustawowe wymogi i kryteria, jakim powinna odpowiadaé praca na stopier doktora nauk
medycznych. Z petnym przekonaniem zwracam si¢ z wnioskiem do Wysokiej Rady Narodowego
Instytutu Zdrowia Publicznego — Parfistwowego Zakfadu Higieny o dopuszczenie mgr Marty Prygiel
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczes$nie korzystajagc z przystugujacej mi
mozliwosci, chciatabym przedstawi¢ Wysokiej Radzie wniosek o przyznanie jej stopnia doktora nauk
medycznych z wyrdznieniem.
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