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Ocena rozprawy doktorskiej por. mgr Moniki Konior
zatytulowanej ,Analiza nosicielstwa Neisseria meningitidis
z identyfikacjq sero- i genogrup oraz okresleniem komplekséw klonalnych
w $rodowisku wojskowym w Polsce”.

Inwazyjna choroba meningokokowa (IChM) jest chorobg zagrazajaca Zyciu, ktorej
roczna czesto$¢ wystepowania wynosi od 1/1000 do 1/100 000 mieszkancow w
roznych czesciach §wiata. Neisseria meningitidis, czynnik etiologiczny tej choroby,
rozprzestrzenia sie m. in. drogg kropelkowa i moze wywotywaé okresowe
wybuchy epidemiczne lub epidemie IChM o wysokim wskaZniku $miertelnosci.
Badania przeprowadzone w Europie wykazaly, Ze nosicielstwo meningokokow
jest uzaleznione od wieku, a najwyzsza czesto$¢ wystepowania notowana jest u
nastolatkow i miodych dorostych. Czynnikami predysponujacymi do zakazenia
meningokokami jest aktywne lub bierne palenie, wspétistniejace wirusowe i/lub
bakteryjne zakazenia uktadu oddechowego, niski status spoteczno-ekonomiczny
oraz trudne warunki Zyciowe. W populacjach zamknietych i pdt-zamknietych,
takich jak bazy wojskowe i domy akademickie mtodzi ludzie w wieku 18-23 lata
sq szczegollnie narazeni na ryzyko zakaZenia i rozwoju IChM. Nalezy jednakze
zauwazyC, ze N. meningitidis stanowi tez istotny skitadnik mikrobiomu jamy
nosowo-gardtowej zdrowych ludzi. Do dzisiaj nie zostat wyjasniony zwigzek
pomiedzy nosicielstwem a rozwojem IChM. W celu monitorowania sytuacji
epidemiologicznej i oceny skuteczno$ci szczepionek przeciwko meningokokom
konieczne jest prowadzenie ciaglego nadzoru sanitarnego, zwlaszcza w

Srodowisku wojskowym.

Rozprawa doktorska por. mgr Moniki Konor, wykonana w Zakladzie
Epidemiologii i Medycyny Tropikalnej Wojskowego Instytutu Medycznego (WIM)
podejmuje to wyzwanie. Rozprawa ta jest trzecig znang mi pracg badawczy
poSwiecona monitorowaniu nosicielstwa meningokokéw w wybranych
jednostkach Wojska Polskiego. Wyniki pierwszej pracy wykonanej w 1998-1999
roku pod kierunkiem prof. Stefana Tyskiego pokazaty wysoki odsetek nosicieli
wsréd personelu wojskowego - od 36 do 61%. W roku 2007 miat miejsce wybuch
epidemiczny IChM w jednej z jednostek wojskowych w Warszawie, w ktdrej 15
0s0b zostato zakazonych hyperwirulentnym szczepem N. meningitidis, a dwoch
zolnierzy zmarto. W 2015 roku w publikacji autorstwa Korzeniewskiego i wsp.
(doi: 10.1007/5584_2014_22) pokazano znacznie niZszy poziom nosicielstwa (od
5 do10%) w $rodowisku Zoinierzy zawodowych. Od 2014 roku prowadzone s3
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pozyskanie danych o aktualnej sytuacji epidemiologicznej odnosnie nosicielstwa
tych ziarenkowcow jest bardzo pozadane. Dobér tematyki badawczej rozprawy
doktorskiej por. mgr Moniki Konor oceniam wysoko, ze wzgledu na istotne
znaczenie pozyskanych wynikéw dla zdrowia publicznego. Badania nosicielstwa
moga dostarczy¢ cennych informacji na temat epidemiologii, patogenezy,
wystepowania serogrup i mozliwych drég transmisji meningokokow.

Podstawy teoretyczne i uzasadnienie podjecia tematyki badawczej zostaty
klarownie przedstawione przez Doktorantke w rozdziatach WSTEP oraz
ZALOZENIA 1 CELE przedtozone] rozprawy. W rozdziale WSTEP przytoczono dane
dotyczace odsetka nosicieli meningokokéw w réznych europejskich krajach i
populacjach objetych nadzorem epidemiologicznym. Oméwiono tez wybrane
problemy epidemiologii zakazen meningokokami, przytaczajac aktualne dane
dotyczace zapadalnosci na IChM w Polsce i innych, endemicznych dla tej choroby,
krajach $wiata. Rozdziat ten konczy sie przedstawieniem aktualnych metod
identyfikacji N. meningitidis. W rozdziale tym zabrakto jednak omowienia
aktualnie stosowanych szczepionek i analizy efektywno$ci szczepien w
Srodowisku wojskowym w panstwach, w ktoérych szczepienia przeciwko
menigokokom stosuje sie od dawna.

Poziom nosicielstwa meningokokéw Doktorantka okre$lita na podstawie
analizy mikrobiologicznej wymazéw z jamy nosowo-gardtowej pobranych od
1744 zolnierzy zawodowych w wieku 21-59 lat, pelnigcych stuzbe w 10 Brygadzie
Kawalerii Pancernej w Swietoszowie. Wstepne etapy izolacji kolonii bakterii
podejrzanych o przynalezno$¢ do N. meningitidis wykonata w -Pracowni
Mikrobiologicznej WIM, natomiast identyfikacje co do gatunku, serogrupy i klonu
wyosobnionych izolatdw przeprowadzita osobiScie w Krajowym Osrodku
Referencyjnym ds. Diagnostyki Bakteryjnych Zakazenn Os$rodkowego Uktadu
Nerwowego Zakladu Epidemiologii i Mikrobiologii Klinicznej Narodowego
Instytutu Lekdw w Warszawie. Na istotno$¢ pozyskanych wynikéw istotne wplyw
miaty whasnie wykonane przez Doktorantke eksperymenty z uzyciem technik
molekularnych, takich jak PCR i MLST (ang. multilocus sequence typing), czyli
sekwencjonowania fragmentéw siedmiu gendéw kodujgcych biatka uczestniczgce
w podstawowych dla meningokokdéw szlakach metabolicznych. Uzyskane wyniki
Doktorantka podata wnikliwej i prawidtowej analizie statystycznej.

Wsrod uzyskanych wynikéw za interesujacg obserwacje uwazam
wykazanie trwatego nosicielstwa meningokokéw (w ciggu co najmniej 10
miesiqcy)' u 8,6% zomhierzy zawodowych jednostki wojskowej w Swietoszowie.
Doktoranka pokazala to zjawisko poprzez genogrupowanie oraz zastosowanie
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metody MLST; dwoch precyzyjnych technik molekularnych. U 26 nosicieli w
przeciggu tego czasu wykazano ten sam typ sekwencyjny izolatéw, a izolaty od 27
nosicieli wykazywaty ten sam typ klonalny. Spo$réd nich najwyzsza liczbe
izolatéw zaliczono do genogrupy B. Czy nosiciele przetrwatych izolatéw z grup C,
W 1Y byli szczepieni czterowalentng szczepionka? Prositabym o dyskusje tego
zagadnienia w trakcie publicznej obrony.

[stotnym wynikiem tej rozprawy, stanowigcym oryginélny wktad naukowy
Doktorantki, jest tez wyodrebnienie 16 izolatdw N. meningitidis o nieznanych
dotychczas typach sekwencyjnych, ktére zostaly zamieszczone w
migdzynarodowej bazie danych wzoréw PubMLST, prowadzonej przez
Uniwerytet Oxfordzki w Wielkiej Brytanii. Autorka wykazala tez, ze wsréd
izolatbw wyosobnionych od nosicieli sg izolaty nalezgce do komplekséw
Klonalnych, ktére powoduja zachorowania na inwazyjng chorobe
meningokokowa.

Bardzo pozytywnie oceniam krytyczna analize wynikéw uzyskanych w
rozprawie w rozdziale DYSKUSJA, a zwiaszcza omoéwienie ograniczen
poznawczych wynikajacych z przyjetego w pracy a obowigzujacego nadal w
rutynowej diagnostyce mikrobiologicznej badania tylko jednego izolatu
wyosobnionego z pobranej probki, w tym przypadku z wymazu z jamy nosowo-
gardtowej. Tego typu podejscie, uzasadnione wzgledami ekonomicznymi, zaweza
jednakze istotnie mozliwo$ci analityczne podczas badania zjawiska nosicielstwa,
zwlaszcza z wykorzystaniem technik epidemiologii molekularnej. Doktorantka
poddaje dyskusji niedoskonato$ci w przyjetej procedurze badawczej i analizuje
ich wpltyw na uzyskane wlasne wyniki oraz wyniki uzyskane przez innych
autorow.

Analiza statystyczna wynikéw uzyskanych przez Doktorantke
potwierdzila znany juz zwiazek pomiedzy paleniem papieroséw a zwiekszonym
prawdopodobienstwem nosicielstwa N. meningitidis. Palacze stanowili 68%
zidentyfikowanych nosicieli meningokokéw w omawianych badaniach. Biorac
pod uwage, Ze obserwacja ta dotyczy jednego ze skiadnikéw naturalnego
mikrobiomu gérnych drég oddechowych zdrowego cziowieka, aktywne palenie
tytoniu moze wywieraé pbdobny wplyw na inne gatunki drobnoustrojow,
tworzacych to konsorcjum.

Ostatni fragment rozdziatu DYSKUSJA Doktorantka poswiecita analizig
celowoS$ci imunoprofilaktyki zakazen menigokokami w Sitach Zbrojnych RP. We
fragmencie tym w mojej opinii zbyt daleko idace jest wnioskowanie o przyczynach




wprowadzenia obowigzkowych szczepien przeciwko meningokokom w Wojsku
Polskim. Natomast zgadzam sie z Doktorantka co do koniecznoéci prowadzenia
badan przesiewowych, dotyczacych nosicielstwa meningokokéw wéréd zohnierzy
zawodowych. Ponadto, wobec obowigzujacego obecnie Rozporzadzenia Ministra
Obrony z 2014 roku w sprawie programu szczepiefi ochronnych dla Zomierzy
zawodowych oraz sposobu rejestracji przeprowadzania szczepien ochronnych
zwraca uwage niska wyszczepialno$¢ (rzedu 18%) zarejestrowana przez
Doktoranke w 2015 i 2016 roku na podstawie ankiet przeprowadzonych wéréd
zolnierzy objetych badaniem. Dociekanie przyczyn tego zjawiska wykracza jednak
poza ramy tej rozprawy doktorskie;j.

Na podstawie dyskusji wlasnych wynikéw Doktorantka wysnuwa cztery wnioski.
Trzy pierwsze majg raczej charakter podsumowujgcy uzyskane w rozprawie
doktorskiej wyniki. Natomiast czwarty wniosek nie jest juz aktualny, poniewaz
immunoprofilaktyka dla Zotnierzy zawodowych zostata wprowadzona w 2014
roku. Oczywiécie, wyniki nadzoru epidemiologicznego moga wplywaé na
modyfikacje obowigzujgcych juz aktdéw prawnych i, jak rozumiem, taka mogta by¢
intencja Autorki formutujacej ten wniosek.

Ponadto, mam do rozprawy doktorskiej kilka innych uwag i zastrzezen, jak

Zestawiono ponizej:

1. Nie podzielam zdania Doktorantki, Ze ,wiele zakazen przebiega w postaci
bezobjawowego nosicielstwa”. Prositabym o uzasadnienie powyZszego
twierdzenia.

2. Bakterie mozna policzy¢, zatem piszemy o ,liczbie” a nie o ,iloéci” bakterii.

3. W podrozdziale 3.2.5 nie okreslano ekspresji genéw crg i ctr, jak napisano w
tytule podrozdziatu, lecz obecno$¢ fragmentéw tych genéw w DNA badanych
izolatow N. meningitidis.

4. Podrozdziat 3.2.6 - nie podano warunkéw amplifikacji fragmentéw genéw
analizowanych podczas okreslania genogrup badanych izolatéw w reakcji PCR

5. Blad w opisie Tabeli 8: nosiciele meningokokéw w 2015 byli istotnie mtodsi od
0s0b, od ktorych nie wyosobniono N. meningitidis.

6. Odnosnie analizy statystycznej: w jakim celu badano zwigzek pomiedzy
paleniem a szczepieniem przeciwko meningokokom?




7. W rozprawie Doktorantka wielokrotnie uzywa termin ,zakazenie” (np. na str.
55) w odniesieniu do kolonizacji jamy nosowo-gardiowej. W ewentualne;j

przyszlej publikacji prosze o korekte i odpowiednie stosowanie tego terminu.

Podsumowujac, rozprawa doktorska por. mgr Moniki Konior jest pracg
oryginalng, opartg o przejrzyste zalozenia. Realizacja celé6w pracy pozwolila na
uzyskanie potrzebnych dla zdrowia publicznego danych, dotyczacych
charakterystyki pozyskanych od nosicieli izolatéow N. meningitidis metodami
klasycznej mikrobiologii, serologii i epidemiologii molekularnej. Cze$¢
eksperymentalna tej pracy byla pracochtonna ze wzgledu na liczbe préobek
poddanych wstepnej analizie mikrobiologicznej oraz pézniejszemu typowaniu
molekularnemu. Por. mgr Monika Konior pokazata zatem w niniejszej rozprawie
doktorskiej swoje zaangazowanie i samodzielno§¢ w prowadzeniu badan
naukowych w oparciu o szeroka wiedze teoretyczna, udokumentowang w
rozdziatach WSTEP i DYSKUS]JA.

Whniosek:

W zwigzku z powyzszym stwierdzam, Ze oceniana rozprawa doktorska
speinia wymogi stawiane rozprawie na stopien doktora i zgodnie z art. 13 Ustawy
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie
sztuki z dnia 14 marca 2003 roku wnosze do Wysokiej Rady Naukowej
Wojskowego Instytutu Medycznego o dopuszczenie por. mgr Moniki Konior do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. n. med. Elzbieta Anna Trafny
Centrum Inzynierii Bliomedycznej

Instytut Optoelektroniki
Wojskowej Akademii Technicznej

Warszawa, dnia 27 lipca 2017 roku




