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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Hallmann pt. Molekularne
determinanty lekoopornosci szczepdw wirusow grypy wywotujacych zakazenia
u ludzi w r6znych sezonach epidemicznych w Polsce., zlecona mi decyzja Rady
Naukowej NIZP PZH — Panstwowego Instytutu Badawczego (pismo N-NP.-
461/2221).

Ostatnie dekady dostarczyty przyktaddw, nie tylko z roznych obszarow
Swiata ale rdbwniez z naszego kraju, rozprzestrzeniania sie chordb
spowodowanych czynnikami biologicznymi w tym bedgcych wynikiem
przetamywania barier miedzy gatunkowych. Wiaze si¢ to nie tylko z globalnymi
zmianami klimatycznymi , ale bardziej z ingerencjg cztowieka w ekosystemy
czego przyktadem sa wczesniejsze epidemie grypy w tym odzwierzece, co jest
przyktadem odnawiania si¢ starego problemu zdrowia publicznego. Wynikato
to z faktu, ze wiele wiruséw krazy np. wsrod drobiu domowego i $win ktorych
pluca tez posiadajg receptory dla wirusa grypy.

Wspolczesnie zagrazaja nam nie tylko wirusy, czego wyrazem jest obecna
pandemia Covid-19, czy bakterie ale tez i inne mikroorganizmy jak np. pasozyty
ktére w sprzyjajacych okolicznosciach sg w stanie pokona¢ bariere gatunkowa
odgraniczajaca $wiat zwierzg od ludzi.

Epidemie chorob zakaznych dziesiatkuja ludzi niemal kazdego roku czego
przyktadem jest wspotczesnie toczaca si¢ pandemia. Grype u ludzi wywotuja
dwa rodzaje wirusa : wirusy typu A i typu B. Z ostatnich badan i zgodnych
wypowiedzi wielu ekspertow wynika, ze zastosowane, w zwigzku z pandemig
Covid-19 restrykcje p/epidemiologiczne (dystans, wzmozona dezynfekcja i
noszenie masek) ograniczyty aktywnos¢ dwoch szczepow wirusa grypy. Od
marca 2020roku trudno na przyktad odnotowac podtyp H3N2 wirusa grypy typu



A czy linie B'YAMAGATA-wirus grypy typu B nie ma podtypéw. Przyczyny
tego zjawiska sg intensywnie aktualnie badane. Jednoczesnie w obecnym
sezonie epidemicznym, nadal mimo wczesniejszych obcigzajacych grype
doswiadczen typu: cigzkiego przebiegu choroby czy powiktan ze strony uktadu
oddechowego, krazenia i nerek chorobe czesto utozsamia sie z przeziebieniem i
co niestety nie sprzyja zachecie do zaszczepieni.

Z kolei trwajace badania nad wprowadzeniem nowych lekow
p/grypowych i ich skutecznosciag zwracaja uwage na coraz powszechniejszy
wspoltczesnie problem lekoopornosci wiruséw grypy, co szczegdlnie dotyczy
inhibitordw neuraminidazy. Wigze si¢ z tym kolejne istotne zadanie ktérym jest
konsekwentne monitorowanie problemu lekoopornosci. Wigze sie to z
konieczna, cista wspdtpraca ze Swiatowa Siecia Wrazliwosci na Inhibitory
Neuraminidazy a takze z Europejska Siecig Nadzoru ds. Zarzadzania
Opornoscia na Leki Przeciwwirusowe, ktore zajmujg si¢ rGwnoczesnie
badaniami mechanizmoéw tej opornosci i to zaréwno w zakresie geno-jak i feno
typowym.

Majac powyzsze na uwadze podjecie przez Doktorantke mgr Eweline
Hallmann wtasnie tematu lekoopornosci szczepow wirusow grypy krazacych w
Polsce jest bardzo celowe i w pelni uzasadnione, a takze aktualne zaréwno z
poznawczego jak 1 epidemiologiczno-klinicznego punktu widzenia.

Zatozonym celem pracy byto uzyskanie odpowiedzi na 4 postawione
przez Doktorantke hipotezy badawcze a mianowicie: czy i w jakim stopniu oraz
zakresie ewolucyjnos¢ 1 tym samym mutagennos¢ wirusow grypy wptywa na
zrdznicowanie opornosci na leki szczepow wiruséw wywotujacych
zachorowania w poszczeg6lnych sezonach epidemicznych, a takze czy i na ile
czgstos¢ wystepowania mutacji wsrdd szczepow wirusow ma wpltywa na rozwdj
opornosci na inhibitory neuraminidazy i na ile jest rézna w okreslonych
sezonach epidemicznych oraz czy mozna przyjac , ze w sezonach ze zwiekszona
zachorowalnoscig wigcej szczepdw bedzie nabywato te opornosé. Wg
recenzenta to zatozenie jest szczegolnie uzasadnione i logiczne
epidemiologicznie.

Rowniez hipoteza zaktadajaca ,ze wsrdd dzieci zapadajgcych na grype
sezonowg mozna spodziewa¢ si¢ zwigkszonej czestosci mutacji wsrdd szczepow
wirusa grypy jest ciekawa szczegdlnie , ze doktorantka wigze to ze stopniem
zrdznicowania rozwoju uktadu immunologicznego zaleznego od wieku u dzieci.
Jest to hipoteza wartosciowa szczegdlnie poznawczo cho¢ moze sie wydawaé
oczywista.

Takze uzyta w doktoracie metodyka do izolacji materiatu genetycznego
wirusa okreslenia jego typdw i subtypdw oraz do wykrywania mutacji w genie
neraminidazy a nastepnie sekwencjonowania probek z wykrytymi mutacjami
oraz wybdr systemu analizowania uzyskanych wynikow sg zdaniem recenzenta
optymalne dla jakosci przeprowadzonych badan.



Jako recenzent, majac powyzsze na uwadze, stwierdzam, ze podjecie
przez doktorantke samego tematu byto celowe i jest przydatne praktycznie oraz
wartosciowe poznawczo.

Rozprawa ma uktad klasyczny, jest bogato ilustrowana tabelami i
rycinami, co, uruchamiajac wyobraznie czytelnika, utatwia zgtebienie tresci
myslowych badacza.

I tak, poczynajac od tytutu rozprawy sugerowatbym w tytule zamiane
stowa....r6znych...na : w wybranych sezonach epidemicznych w Polsce.
Uwazam ,ze wybor wtasnie okreslonych 3 i sagsiadujacych ze sobg sezondéw
(2016/2017, 2017/2018 1 2018/2019) byt podyktowany racjonalnoscig tj.
zroznicowaniem etiologiczno-epidemiologicznym materiatu biologicznego jak i
dostateczng jego iloscia.

We wstepie doktorantka charakteryzuje wirusy grypy, opisuje znaczenie
epidemiczne ewolucji wirusa grypy i mechanizmy wptywajace na ten proces co
tym samym mogloby tlumaczy¢ uwarunkowania determinujgce powstawanie
opornosci poszczegolnych szczepéw wirusa grypy na leki.

W Polsce zarowno sam problem lekoopornosci nie tylko wirusow grypy
ale tez innych patogenow, a takze skala uodpornienia populacji p/grypie nie sa
zadowalajaco rozpoznane czego przyktadem jest choéby wysoki stopien
opornosci na uzywane antybiotyki. Zatem i te wzgledy podkreslajg wage
poznawcza tematu podjetego przez Doktorantke. Dalej, we wstepie Doktorantka
dokonuje przegladu dostepnych lekéw p/wirusowych wraz z analiza
mechanizméw ich dzialania zaleznego od typu (A,B) i szczepow wirusow
grypy. Przedstawia 1 uzasadnia tez kryteria wyboru strategii leczenia i oceny
jego skutecznosci, co jest zwigzane i uwarunkowane konsekwentnym
metodycznym monitorowaniem zjawiska.

Z kolei wprowadzajac czytelnika w opisy mechanizmow rozwoju opornosci
lekowej podkresla wage i role wspotpracy Zaktadu Badania Wirusow Grypy
NIZP PZH-PIB nie tylko z powotana przez WHO Siecig Globalnego Nadzoru
nad Grypa (GISRS) ale przede wszystkim z wymienionymi wczesniej sieciami
Swiatowymi 1 europejskimi w nawigzaniu wspotpracy z ktérymi mogg
przyczyni¢ si¢ wykonane 1 mam nadzieje wykonywane nadal przez Doktorantke
badania.

Materiat wykorzystany w rozprawie obejmuje probki z 3 sezonow
epidemicznych rdznigcych sie typem wirusa dominujacego. W 2016/2017r i
2018/2019r. byty nimi: wirusy grypy typu A (H3N2) i odpowiednio
(AHINIpdm09) natomiast w sezonie dzielacym poprzednie (2017/2018r.) wirus
typu B co zdaniem recenzenta poglebia i obiektywizuje oraz uniwersalizuje
oceny analiz uzyskanych wynikéw, uzasadniajac tym samym stusznosé
hipotetycznych zatozen badawczych.

Liczba zidentyfikowanych zachorowan z badanego materiatu klinicznego
1 przeanalizowanego w wymienionych sezonach byta adekwatnie poréwnywalna
ilosciowo mimo zauwazalnych réznic sezonowych liczbowych i odsetkowych



potwierdzonych zakazen. Probki pochodzity od pacjentow w wieku od 1 do 89
roku zycia. W wigkszosci przypadkdw byly to wymazy z nosa i gardla jak tez
ptyn z ptukania oskrzelowo-pecherzykowego. L.gcznie analizie poddano 258
probek , w czym 91 dotyczylo pacjentow zakazonych AHINI /pdm09 ; 105
pacjentdw zakazonych wirusem AH3N2 oraz 62 zainfekowanych wirusem
grypy typu B. Ostatecznie po wykonaniu niezbednych badan sprawdzajacych
zawartos¢ materiatu genetycznego i po sklasyfikowaniu wiruséw analiza objeto
192 probki z materiatem klinicznym w tym : 36 pochodzace od pacjentow
zakazonym wirusem grypy AHIN1/pdm09 i 100 z materiatem zakazonym
AH3N2 oraz 57 probek uzyskanych od pacjentow zakazonych wirusem grypy
typu B.

Badania przeprowadzono, jak juz wczesniej byta o tym mowa, z uzyciem
metod biologii molekularnej, z elektoforeza uzyskanych produktow i
sekwencjonowaniem DNA metoda Sangera.

Wyniki opracowano postugujac si¢ zarowno metodami statystyki
opisowej jak tez testami statystycznymi wykorzystujac pakiet statystyczny
SPSS12.0PL dobierajac je zgodnie z obowigzujacymi zasadami i kryteriami
statystycznymi.

Wyniki badan zostaty przedstawione opisowo i ilustrowane réznymi
formami graficznymi (tabele, ryciny, mapki) i omoéwione przejrzyscie.
Zawieraja zarowno dane dotyczace liczby zachorowan, podejrzen o zakazenie
wirusami: grypy lub schorzen grypopodobnych a takze liczby skierowan do
szpitala oraz liczby zgondéw 1 dominujacego szczepu w analizowanym sezonie.

Ttem do istoty przeprowadzonym badan sa tez dane pochodzgce z tych
samych 3 sezonow epidemicznych, a ilustrujace ilos¢ podejrzen i
zachorowalnos¢ oraz zapadalnosé¢ na grype w 4 przedziatach wiekowych
dobranych wg zasad dziatania p/ epidemicznego. Wyniki te byly jednoczesnie
raportowane do Europejskiego centrum Zapobiegania i Kontroli Chordb oraz do
WHO.

W obu sezonach epidemicznych grypy wywotanej typem A wirusa
zardwno mutacje jak 1 te niosace lekoopornosé wystepowaty stosunkowo czesto
imimo r6znych liczebnosciowo probek (36/100) stwierdzano je odpowiednio w
: 86,11% (sezon 2016/2017) 1 89% (sezon 2018/2019).

W sezonie 2016/2017 z dominujacym wirusem subtypu AH3N2 w
probkach z mutacjami z lekoopornoscig zwigzanych byto 25 %, ale 22% z
ogolnie przebadanych nosilo mutacje lekooporne przy tym , co wazne wykryto
26 typow mutacji lekoopornych. W badanym 3 sezonie (2018/2019) tgcznie
wykrytych mutacji byto wigcej i tez wigcej (50%) stwierdzono mutacji
odpowiadajacych za lekoopornosé¢ a 58% probek z mutacjami niosgcymi
lekoopornos¢. Zidentyfikowano 28 tego typu mutacji.

Natomiast wsrod probek z potwierdzonym wirusem typu B w ogdlne;j
ilosci (72%) wykrytych mutacji, mutacje odpowiadajace za lekoopornosé



stwierdzono w 66% probek, ale 47% probek tej catej badanej grupy i tez w tej
grupie zidentyfikowano 67 typdw mutacji zwigzanych z lekoopornoscia.

Z kolei , biorgc pod uwage catos¢ materiatu 193 przebadanych probek, warto
zaznaczyc¢, ze mutacje niosace lekoopornosé wsrdd zidentyfikowanych wirusow
grypy wykryto w 67 probkach , co stanowito 35% badanego materiatu
genetycznego.

Waznym stwierdzeniem wynikajacym z analizy uzyskanych wynikéw
jest, z jednej strony, brak istotnych statystycznie rdznic w rozpowszechnieniu
opornosci podtypami AHIN1/pdm09 (5,4%) i AH3N2 (6,3%) ale niestety
istotnie wigkszy odsetek (19,1%) wystepowania mutacji lekoopornych w
przypadku wiruséw typu B niz typu A(5,8%) . Wynik ten jest o tyle ciekawy i
zdaniem recenzenta moglby by¢ inspirujgcym do rozszerzenia badan, ze
pojawiajg si¢ informacje w czasie obecnej pandemii Covid-19 tj. od marca
2020r o niewykrywaniu dwoch podtypoéw wirusa grypy: AH3N2 i typu
B/YAMAGATA. Jest to o tyle ciekawe, ze jak wynika rowniez z badan
Doktorantki podtyp AH3N2 mocno mutuje, a przed pandemia ulegat ciggte;
ewolucji genetycznej. Miedzy innymi eksperci z Mount Sinai Schooll of
Medicine NY (USA) regularnie analizuja bazy danych pod tym katem gdyz
potwierdzenie faktu nawet czasowego zniknigcia niektorych szczepdw wirusa
grypy ma znaczenie w corocznym przygotowywaniu szczepionki p/grypie.

Z kolei réznice odnosnie przecigtnych liczb, mutacji niosacych
lekoopornosé w obrebie 3 porownywanych grup okazaty sie by¢ istotnymi
statystycznie , rdwniez odsetek@?-ég 7 wykrytymi mutaCJ ami niosgcymi
lekoopornosé byt istotnie bardziej mekorzystng dla wirusa typu B (47% wobec
29%) dla wirusa grypy typu A.

Mimo potwierdzonej hipotezy zaktadajgcej zréznicowanie genetyczne
poszczegolnych typow wirusa grypy i zwigzek z podatnosciag do tworzenia
mutacj‘i\%f potwierdzi}\;?spodziewanej wiekszej sktonnosci do pojawiania sie
mutacji niosgcych lekoopornosé, wsrod zakazonych i chorujacych dzieci na
grype.

W dyskusji Doktorantka odnosi uzyskane przez siebie wyniki badan do
danych literaturowych, podkresla udziat i role Krajowego Osrodka ds. Grypy w
Zaktadzie Badania Wiruséw grypy w NIZP, PZH-PIB w opracowywaniu
corocznych strategii walki z epidemiami sezonowymi w Polsce oraz jego wktad
we wspotprace z adekwatnymi instytucjami WHO. Nawigzuje przy tym,
rowniez do udziatu Zaktadu w rozwigzywaniu probleméw naktadania sie
zakazen wirusa grypy na Covid-19. Szeroko merytorycznie dyskutuje problem
lekoopornosci wiruséw i uzasadnia wynikami swoich badan koniecznosé
rozwiniecia dziatalnosci systemu nadzoru nad grypa ktory wigczy Polske do obu
wczesniej wymienionych sieci (Swiatowego i europejskiego) nadzoru. Jako
recenzent w petni popieram powyzsze dazenie i uwazam jako lekarz specjalista
chorob zakaznych dazenie to za sprawe priorytetowa z racji znaczenia dla
zdrowia publicznego.



Prace koncza: pisSmiennictwo w liczbie 171 pozycji, i aktualnego oraz
starannie dobranego do badanego tematu w ktorym znajdujg sie najistotniejsze
publikacje krajowe i zagraniczne-angielskojezyczne. Znajduja sie tam tez
zataczniki dokumentujace wykonane badania.

Zabraklo jedynie streszczenia zardéwno w jezyku polskim jak i angielskim.

Oceniajgc catos¢ rozprawy stwierdzam, ze Doktorantka osiagneta
zatozony cel. Dobor pismiennictwa, wstep i dyskusja dowodza dociekliwosci
poznawczej 1 wnikliwosci badawczej. Praca jest oryginalnym, inspirujagcym do
dalszych badan dzietem naukowym , aktualizujacym wspotczesng wiedze.

Podsumowujac, stwierdzam iz przedstawiona do oceny praca doktorska
spetnia warunki okreslone przepisami art. 13 ustawy z dnia 14.03.2003r o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (tj. Dz.U.z 2017r) i tym samym zwracam si¢ do Wysokiej Rady
Naukowej Instytutu Zdrowia Publicznego PZH-Panstwowego Instytutu
Badawczego o dopuszczenie mgr Eweliny Hallmann do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.




