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Recenzja rozprawy doktorskiej pt.

,»Ocena wczesnej kolonizacji gérnego odcinka przewodu pokarmowego u

noworodka " mgr Renaty Witkowska-Wirstlein wykonanej pod kierunkiem

prof. dr hab. n. med. prof. dr hab. Mieczystawy Jurczk

Ludzki organizm zasiedlany jest przez drobnoustroje, ktére
stanowig mikrobiom czlowieka; sa one konieczne do prawidlowego
funkcjonowania organizmu, w tym utrzymania jego statusu odpornosciowego.
Postep technik izolacji i hodowli pozwolit na poglebienie wiedzy na ich temat
mikroorganizméw ale dopiero rozwdj technik molekularnych w péznych latach
XX wieku, zrewolucjonizowal wiedzg¢ na temat mikrobiomu skéry, przewodu
pokarmowego oraz uktadu oddechowego, w tym w dolnych jego odcinkéw —
pluc, a takze drég moczowo-piciowych.

Czlowiek w sposob ciagly znajduje si¢ w kontakcie ze
srodowiskiem zewngtrznym poprzez komorki nabtonkowe bton $luzowych oraz
skorg, co jest konieczne dla zachowania proceséw zyciowych, z drugiej za$
strony moze stanowi¢ powazne zagrozenie dla zdrowia. Interakcja czlowieka ze
srodowiskiem zewnetrznym rozpoczyna si¢ juz w momencie narodzin.
Pierwotnie jalowy noworodek kontaktuje si¢ ze srodowiskiem podczas porodu i
jest to moment wniknigcia drobnoustrojow na skore, Sluzéwki przewodu
pokarmowego oraz ukladu moczo-piciowego. Zrédtem drobnoustrojéw
kolonizujacych noworodka jest mikroflora drég rodnych matki, skéra oséb
odwiedzajacych, usta oraz noso-gardziel 0s6b pozostajacych w bezposrednim
kontakcie oraz drobnoustroje ze srodowiska jak réwniez rodzaj pokarmu jakim
zywione sa noworodki. Istotng sprawa jest sposéb porodu czy to silami natury
czy poprzez cesarskie ciecie.

Dlatego temat podjety przez Doktorantke jest tematem waznym
1 zapewne wymagajacym ciaglej weryfikacji i analizy z powodu ciaglego
wzrostu identyfikacji bakterii stanowigcych mikrobiom gléwnie w aspekcie
sposobu porodu jak i sposobu zywienia noworodka (mleko matki, pokarmy
sztuczne).
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Charakterystyka ogélna pracy

Rozprawa liczy 142 strony i sklada sie wykazu skrétéw, oraz
nastepujacych rozdziatéw: wstepu, celow pracy, materiatéw i metodyki badan,
wynikoéw, dyskusji, wnioskéw, streszczenia w jezyku polskim i angielskim,
piSmiennictwa (204 pozycji) spisu tabel (23) i rycin (12). Na koncu jest dotaczona
ankieta oraz zgoda Komisji Bioetycznej. Praca jest przejrzysta i starannie
sformatowana.

Wstep

Stanowi ponad jednostronicowe wprowadzenie do rozdziahu pt.
»Mikrobiom cziowieka”, ktory jest pierwsza cze$¢ pracy. Rozdzial ten zostal
podzielony na trzy podrozdziaty i stanowi 42 strony maszynopisu. W pierwszym
podrozdziale Doktorantka skupita si¢ na rozwoju mikroflory jelitowej - na
czynnikach wplywajgcych na jej rozwdj na konsekwencjach zdrowotnych w
przypadku jej zaburzen. Ponadto zawarla informacje na temat czynnikéw, ktére
mogg zakloca¢ kolonizacje noworodka. W drugim podrozdziale zostaly podane
informacje dotyczace aspektu karmienia piersia, m.in. korzysci ptynace z tego
rodzaju karmienia noworodkow, sktadu mleka kobiecego oraz sposobu karmienia
w aspekcie kolonizacji noworodka. Ostatni podrozdzial zawiera informacje
dotyczacg sposobu porodu jako czynnika wptywajacy na zdrowie dziecka.

Rozdziat ten stanowi bardzo ciekawe i wyczerpujace opracowanie, ktére moze by¢
wykorzystane do napisania pracy pogladowej. Doktorantka w bardzo ciekawy
sposob zaznajomita czytelnika z bakteriami kolonizujacymi organizm czlowieka.

Cel pracy

Glownym celem pracy Doktorantki byla ocena stopnia
zasiedlenia gérnego odcinka przewodu pokarmowego mikroflorg bakteryjna w
grupie noworodkéw urodzonych drogami natury i drogg ciecia cesarskiego.
Postanowita go zrealizowa¢ za pomoca trzech celow szczegbtowych, m.in. poprzez
oceng stopnia zasiedlenia gornego odcinka przewodu pokarmowego noworodkow -
sprawdzenie, czy droga porodu ma wptyw na ilos¢ bakterii tam zidentyfikowanych.
Nastepnie - analize sktadu mikroflory gérnego odcinka przewodu pokarmowego
noworodkéw celem ustalenia, czy sposob zakoriczenia cigzy jest czynnikiem
zwigzanym z wystepowaniem okreslonych bakterii oraz czy sposéb karmienia
noworodka w pierwszych dniach po porodzie ma wplyw na ilosciowg kolonizacje
gornego odcinka przewodu pokarmowego.

W mojej opinii cel gléwny jak i cele szczegdtowe zostaty prawidtowo postawione.
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Material i Metody

Rozdzial ten stanowi 16 stron maszynopisu. W projekcie
badawczym na ktory uzyskano zgode Komisji Bioetycznej 887/17 przy
Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu bralo udziat
100 noworodkéw od ktoérych pobierano wymazy z jamy ustnej w 1, 2 1 3 dobie
zycia. Podzialu na dwie podgrupy dokonano na podstawie sposéb porodu: przez
ciecie cesarskie oraz sitami natury. Nastepnie dokonano podziatu noworodkéw na
dwie kolejne podgrupy w zaleznosci od sposobu karmienia: karmienie wylacznie
piersig oraz noworodki karmione w sposéb mieszany - pier$ i mieszanka sztuczna.
Doktorantka wilgczyla do tej ostatniej podgrupy dwoje niemowlat karmionych
wylgcznie mieszankg sztuczng. Na podstawie opracowanej ankiety skladajacej si¢ z
20 pytan przeprowadzila charakterystyke¢ kliniczng grupy badanej z podzialem: na
pacjentki po porodzie drogg cigcia cesarskiego oraz po porodzie sitami natury.
Wszystkie dane wynikajace z powyzszych podzialéw grupy badanej Doktorantka
przedstawita w trzech tabelach. W tabeli 2 przedstawiono charakterystyke grupy
badane;j.

Od 56 strony Doktorantka opisuje metod¢ badawcza: pobranie wymazdw, izolacje
DNA, parametry zwigzane z reakcjg qPCR oraz analizg statystyczng.

Uwaga:

- brak informacji dotyczacej miejsca poboru probek materiatu od noworodkéw (klinika,
szpital miejski?),

- tabele od 1 do 3 wraz z opisem powinny si¢ znalez¢ w czgs$ci wynikowej,
- brak opisu metody qPCR,

-podziat tego rozdziatu na podrozdziaty bylby bardziej czytelniejszy.

Wyniki

Do opracowania wynikéw, ktore Doktorantka przedstawila w
15 tabelach i na 10 rycinach uzyla pakietu statystycznego PQStat. Wszystkie testy
niniejszego opracowania zostaty dobrane prawidlowo.

Wykazano istotng statystycznie r6znice w tygodniu rozwigzania cigzy pomigdzy
grupg pacjentek rodzacych drogg cigcia cesarskiego a sitami natury.

Analizujac  DNA bakterii Lactobacillus spp. w wymazach z jamy ustnej
noworodkoéw, wyrazony wartoSciami MoM Doktorantka wykazata istotnie
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Uwaga:

-Doktorantka podata warto$¢ p do szesciu miejsc po przecinku co jest mato czytelne.
Powinna by¢ podana do trzech miejsc.

' Dyskusja i wnioski

Dyskusja jest napisana poprawnie. Autorka poréwnuje wyniki
wlasne z innymi badaczami. Podkre$la w niej jak ogromna role w rozwoju
prawidiowej flory bakteryjnej ma sposob porodu, rodzaju spozywanego pokarmu w
okresie noworodkowym i niemowlecym, a takze czynnikéw z okresu prenatalnego,
W tym stan kobiety cigzarnej. Mikrobiota kobiety ciezarnej zmienia sie wraz z
rozwojem cigzy przewazajg wtedy bakterie z rodzaju Lactobacillus dlatego flora
bakteryjna noworodkéw urodzonych sitami natury przypominaé¢ bedzie flore
bakteryjng spotykang u matki. Waznym aspektem jest karmienie mlekiem matki
przez co mikrobiota przewodu pokarmowego noworodka bedzie zasiedlona
bakteriami z rodzaju Lactobacillus i Bifidobacterium, w przeciwiefistwie do dzieci
karmionych mieszanka sztuczna, u ktorych bedg przewazaty bakterie Bacteroides i
Clostridium.

Whioski zostaty sformutowane prawidtowo i odpowiadajg celom pracy.
PiSmiennictwo

Dotaczone pismiennictwo jest prawidlowo cytowane. Sktada sie
z 204 pozycji z czego z ostatnich pieciu lat stanowi 36%.

Rozprawe zamykajg streszczenia w jezyku polskim oraz
angielskim, przedstawiajace skrétowo zatozenia pracy oraz uzyskane wyniki.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny
dysertacja zawiera oryginalng i nowatorska koncepcje naukowo-badawcza. Ponadto
swiadczy o doskonalym warsztacie Doktorantki umiejetnosci wyciagania
kluczowych wnioskéw na podstawie uzyskanych wynikéw. Wymienione wyzej
uwagi w recenzji w zaden sposob nie umniejszajg wartosci i oryginalnosci
dysertacji i sg jedynie wskazowkami do dalszych publikacji.

Przedstawiona praca w pelni odpowiada kryteriom stawianym przed kandydatami
do stopnia doktora, spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm.).
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statystycznie wyzszy ich poziom w kolejnych dobach (pierwsza, druga, trzecia) u
dzieci urodzonych sitami natury w stosunku do dzieci urodzonych droga ciecia
cesarskiego. Natomiast analiza wariancji nie potwierdzita istotnej statystycznie
zmiany wzglednego poziomu bakterii Lactobacillus w wymazach z jamy ustnej
noworodkéw pozyskanych w kolejnych dobach od dzieci urodzonych sitami natury
jak rowniez drogg ciecia cesarskiego.

DNA Bifidobacterium I (amplikon I) jak i Bacteroides I i II w wymazach z jamy
ustnej noworodkow, wyrazony wartosciami MoM, w kolejnych dobach u dzieci
urodzonych sitami natury nie réznit si¢ w sposéb istotny statystycznie w stosunku
do dzieci urodzonych droga cigcia cesarskiego. Analiza wariancji potwierdzila
istotnie statystycznie zmiany wzglednego poziomu DNA bakterii Bifidobacterium 1
(amplikon I) w wymazach z jamy ustnej noworodkéw pozyskanych w kolejnych
dobach od dzieci urodzonych sitami natury. Takiej zalezno$ci nie wykazano u
dzieci urodzonych drogg cigcia cesarskiego. W przypadku Bacteroides I i II analiza
wariancji nie potwierdzita istotnej statystycznie zmiany wzglednego poziomu
bakterii Bacteroides I (amplikon I) w wymazach z jamy ustnej noworodkéw
pozyskanych w kolejnych dobach od dzieci urodzonych sitami natury jak i drogg
cigcia cesarskiego.

Doktorantka wykazata, ze wzgledny poziom bakterii Bifidobacterium II (amplikon
IT) w wymazach z jamy ustnej noworodkéw, wyrazony wartosciami MoM, byl
istotnie statystycznie wyzszy w kolejnych dobach u dzieci urodzonych silami
natury w stosunku do dzieci urodzonych droga cigcia cesarskiego. Natomiast
analiza wariancji powtarzanych pomiaréw nie potwierdzita istotnej statystycznie
zmiany wzglednego poziomu bakterii Bifidobacterium II (amplikon II) w
wymazach z jamy ustnej noworodkoéw pozyskanych w kolejnych dobach od dzieci
urodzonych sitami natury.

Po dokonaniu analizy poziomu DNA bakterii Lactobacillus spp. w wymazach z
jamy ustnej noworodkéw w zaleznosci od sposobu karmienia w poszczegdlnych
dobach Doktorantka nie wykazata istotnie réznic w kolejnych dobach u dzieci
karmionych wylacznie piersia w stosunku do dzieci karmionych w sposob
mieszany. Podobne zaleznosci wykazano we wszystkich pozostalych
analizowanych prze Doktorantke wariantach.

W zadnej z pobranych prébek, zaréwno u noworodkow urodzonych sitami natury
jak 1 droga cigcia cesarskiego, nie wykryto bakterii z rodzaju Escherichia coli.

Wykazano nieznaczng liczebnos¢ bakterii Clostridium difficile w wymazach u

noworodkéw urodzonych za pomocg cigcia cesarskiego i karmionych wylgcznie
mieszanka.
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W zwigzku z tym mam zaszczyt zwrdcié¢ si¢ do Wysokiej Rady
Dyscypliny Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu z wnioskiem o dopuszczenie mgr Renaty
Witkowskiej - Wirstlein do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z powazaniem

Vatowiesoh



