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Recenzja rozprawy na stopien doktora nauk medycznych w dyscyplinie medycyna

lek. med. Kamila Bara

pt. ,Odrgbnosci bakteryjnej mikrobioty drég oddechowych dzieci chorujgcych na astme

oskrzelowg"

Mam zaszczyt i przyjemno$¢ wystapi¢ w roli recenzenta drugiej w krotkim czasie rozprawy
doktorskiej, ktéra powstata w | Katedrze i Klinice Pediatrii, Alergologii i Kardiologii
Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu kierowanej przez prof. dr hab.
Barbare Sozanska. Obie rozprawy dowodzg wysokiego poziomu naukowego jednostki i
koncentracji na bardzo aktualnych, ciekawych, ale i trudnych zagadnieniach zwigzanych z
astma dziecieca.

Wielokierunkowe badania nad patogeneza astmy sag zrodiem nowych koncepcji rozwoju
choroby, odkrywajg nowe szlaki indukcji zapalenia, ujawniajg zréznicowany udziat réoznych
mechanizméw. Uzasadnia to postrzeganie astmy jako zespotu chorobowego, zdefiniowanie
roznych jej endotypdw i fenotypdéw i wreszcie na poziomie Kklinicznym personalizacje
leczenia. Poznanie etiopatogenezy choroby powinno zgodnie z oczekiwaniami przyczyni¢ sie
do ustalenia mozliwosci profilaktyki, precyzyjnego i pewnego rozpoznawania, monitorowania
aktywnosci choroby i znalezienia skutecznych metod terapii. Faktycznie wprowadzone na
przestrzeni ostatnich kilku dekad leki przeciwzapalne, bronchodilatacyjne i leki biologiczne
blokujace wybrane ogniwa patogenetyczne w sposob dramatyczny wpiynely na przebieg
choroby i jakosS¢ zycia pacjentow. Nadal jednak nie znaleziono skutecznych metod
profilaktyki, nie zmienia sie epidemiologia ani astmy, ani innych choréb alergicznych. Nadal

nie u wszystkich mozliwa jest kontrola choroby i wreszcie mozliwos¢ wyleczenia astmy jest
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ciggle nieosiggalna. Sytuacje komplikuje fakt, ze czynniki z tej samej grupy mogg wywierac
dwojakie zupetnie rozne dziatania w zaleznosci od intensywnosci, okolicznosci, czasu
ekspozycji np. ekspozycja na alergen moze indukowa¢ uczulenie, ale tez tolerancje
alergenu. Szczegolnie ztozona sytuacja dotyczy udziatu czynnikéw infekcyjnych w
patogenezie astmy. Do poczatku lat 80. tych ubiegtego wieku czyli do czasu narodzin
hipotezy higienicznej dostrzegano wytacznie ich negatywne dziatanie pod postacig indukcji
rozwoju i zaostrzen astmy. Hipoteza higieniczna, ktéra przez lata ewaluowata w kierunku
hipotezy bioroznorodnosci sugeruje dobroczynny wptyw stymulacji mikrobiologicznej i
mikrobioty dla utrzymania rownowagi immunologicznej chronigcej przed rozwojem reakcji
nadwrazliwosci. Nadal zaostrzenia astmy wiaze sie z ekspozycjg na czynniki infekcyjne, ale
udziat réznych wiruséw i profil bakteryjne] kolonizacji gérnych i dolnych drég oddechowych
w odniesieniu do objawdéw sg przedmiotem szeroko prowadzonych badan. Postep w
zakresie metod pozyskiwania materiatu, nowe techniki badawcze i nowoczesne metody
analizy wzbogacajg, ale tez zmieniaja dotychczasowag wiedze co moze okazac sie istotne
dla terapii. W ten bardzo aktualny nurt badan nad mikrobiota drég oddechowych u dzieci
chorych na astme wpisujg sie nowatorskie oryginalne badania dr Kamila Bara. Podjecie tych
badan uwazam za w peilni celowe i przydatne, majg one znaczenie 2z naukowego,
poznawczego punktu widzenia i moga mie¢ wptyw na praktyke kliniczna.

Rozprawa zostata przygotowana w formie ksiazkowej zawierajgcej rozdziaty, analogiczne do
zwyczajowych rozdziatow rozpraw w formie monografii takie jak streszczenia w jezyku polski
i angielskim, wstep, cele | zatozenia pracy, materiat i metody. Kolejny zasadniczy rozdziat
stanowig kopie publikacji cyklu doktorskiego. Ostatnie rozdziaty obejmujg dyskusje, wnioski
oraz bibliografig). Uzupetnieniem sg zatgczniki zawierajgce zestawienie dorobku naukowego
Doktoranta, oswiadczenia o wspotautorstwie, Zgode komisji bioetycznej oraz Ankiete dla
Rodzicéw.

We wstepie (2 stronnicowym) Doktorant sygnalizuje uwarunkowania astmy zwracajac
szczegoblng uwage na role czynnikéw infekcyjnych i stymulacji mikrobiologicznej. Definiuje
mikrobiom i mikrobiote, kréotko charakteryzuje nowoczesne metody badania obecnosci
drobnoustrojow i dostepnos¢ materiatu do badan.

Cele zaréwno badan oryginalnych jak i pracy pogladowe] sformutowane sg jasno i
szczegotowo okreslaja obszar zainteresowan Doktoranta. Materiat | metodyka opisane sg
w sposob skrocony, co jest uzasadnione faktem, ze peten opis znajduje sie w publikacji.
Catos¢ analizy laboratoryjnej przeprowadzono w profesjonalnym wysokospecjalistycznym
Laboratorium Genomiki 1 Bioinformatyki Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnegj
Polskie] Akademii Nauk we Wroctawiu. Analiza bicinformatyczna zostata przeprowadzona

przy pomocy odpowiednio dobranych metod. W Kkolejnej czesci opracowania Doktorant



krotko przedstawia wyniki pracy oryginalnej i kryteria witaczenia prac do przegladu
pismiennictwa omoéwionego w pracy poglgdowe;.

Zasadnicza cze$¢ przedstawionej do recenzji rozprawy obejmuje 2 artykuly powiazane
tematycznie. W obu publikacjach Doktorant jest pierwszym autorem. Pierwsza praca pt.
Airway bacterial biodiversity in exhaled breath condensates of asthmatic children - does it
differ from the healthy ones? (Bar K., Zebrowska P., taczmanski t., Sozarnska B.) jest
prezentacjg wtasnych oryginalnych wynikéw i zostata opublikowana w roku 2022, druga pt.
Bacterial microbiota of asthmatic children and preschool wheezers’ airways — what do we
know? (Bar K., Litera-Bar M., Sozarnska B.) ma charakter pracy pogladowej i opublikowano
ja w biezgcym roku. Obie zostaty opublikowane na tamach recenzowanych czasopism. Tym
samym obie prace musiaty przed dopuszczeniem do druku uzyska¢ pozytywne opinie
miedzynarodowych, z pewnoscig wymagajacych recenzentéw i opinie te podzielam w mojej
recenzji. tgczna punktacja IF za obie prace wynosi — 9.89, a w punktacji MNiSW — 180
punktow. Wspotautorzy publikacji w indywidualnych oswiadczeniach okreslili swéj udziat w
ich powstaniu. Doktorant jest takze wspoétautorem dwoch innych publikacji o tgcznym IF
8,579 (wg punktacji MNiSW — 210 punktow) i dwéch innych prac bez punktacji IF. W sumie
wigc taczny IF Doktoranta wynosi 18,469, a punktacja MNiSW — 406.

Badania oryginalne, bgdgce przedmiotem pierwszego artykutu, przeprowadzono w grupie 19
dzieci chorych na astme i w liczgcej 12 dzieci grupie kontrolnej w wieku 6 do 17 lat. Celem
pracy byto porownanie mikrobioty drég oddechowych w obu grupach oraz poréwnanie
mikrobioty gornych i dolnych drég oddechowych. Dodatkowo analizowano wptyw takich
czynnikdéw jak sposob rozwigzania cigzy, ekspozycja na palenie, a u chorych na astme
rodzinne obcigzenie chorobami alergicznymi, stosowane leki, udziat atopii, miejsce
zamieszkania. Materiat do badan mikrobioty gérnych drog oddechowych stanowit wymaz z
jamy nosowo-gardiowej, a mikrobiote dolnych drog oddechowych badano w kondensacie
powietrza wydychanego z drog oddechowych. Ta ostatnia metoda zostata po raz pierwszy
wykorzystana w badaniu dzieci, wczesniej opublikowano jej zastosowanie na modelu
zwierzecym i w ocenie mikrobiomu i mykobiomu u dorostych. Doktorant dla realizacji celu
badawczego musiat pokonac¢ trudnoéci techniczne zwigzane nie tylko z pozyskaniem
materiatu z dolnych drég oddechowych (kondentsat powietrza wydychanego), ale takze z
przygotowaniem bibliotek DNA do sekwencjonowania z materialu pochodzacego z
kondensatu powietrza wydychanego. W ocenie mikrobiomu i réznorodnosci bakteryjnej
gérnych i dolnych drég oddechowych zastosowano czulg i nowoczesng metode opartg na
identyfikacji drobnoustrojéw na podstawie amplifikacji uzyskanego materiatu genetycznego i
sekwencjonowaniu bakteryjnego 16S rRNA dla celéw taksonomicznych Praca ma uktad
typowy, wstep uzasadnia podjecie badan, metodyka opisana jest bardzo szczegétowo.

Poréwnano wyniki badan u chorych z wynikami uzyskanymi w grupie kontrolnej. Zaréwno
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wybor nowoczesnych metod badania, ich konsekwentna realizacja jak i skuteczno$é
diagnostyczna zastugujg na uznanie. W analizie danych uwzgledniono taksonomie oraz alfa i
beta réznorodno$¢. Wyniki omowiono systematycznie, obrazujac je czytelnymi przejrzystymi
rycinami. W ich analizie wykorzystano odpowiednie metody statystyczne i wskazniki
wiasciwe do oszacowania roznorodnoéci alfa i beta, oceny jako$ciowe i ilosciowej mikrobioty
w tym metody stuzgce przypisaniu taksonomii do wariantéw sekwencji aminokwasow.
Mikrobiota gérnych i dolnych drég oddechowych wykazywaty podobne zréznicowanie, ale
mikrobiota gérnych drég oddechowych byta bogatsza pod wzgledem liczby odmiennych
typdw bakterii i réznorodnosci filogenetycznej. Wyniki badan w materiale pobranym z
gornych drég oddechowych nie roznity sig pomiedzy grup chorych i grupag kontrolna.
Natomiast roznice dotyczyty dolnych drog oddechowych bowiem w kondensacie powietrza
wydychanego u dzieci chorych na astme wigksze bylo bogactwo gatunkéw, ale z bardziej
rownomierng dystrybucjg i podobnie spostrzezenia dotyczyly badania kondensatu u dzieci
urodzonych naturalnie.  Natomiast alfa-réznorodnos¢ dolnych drég oddechowych byta
wigksza u dzieci u dzieci chorych na astme z rodzinnym obciazeniem chorobami
alergicznymi niz bez takich obcigzen. W obu lokalizacjach dominowaly typy Firmicutes,
Proteobacteria i Actinobacteriota. W  kondensacie mniej liczne byly klasy
Gammaproteobacteria i Bacilli. Uzyskane wyniki sg zgodne z wczeéniejszymi doniesieniami,
przy czym w tych wczeéniejszych badaniach mikrobiote dolnych drég oddechowych
oceniano na ogdt w poptuczynach oskrzelowo-pecherzykowych.,

Badania majg charakter pionierski, co jest istotng wartoscig pracy. Niewatpliwie sg
zwiastunem nowych mozliwosci wgladu w patogeneze astmy i nowych mozliwosci
diagnostycznych jednak uwzgledniajac problemy metodologiczne i dotychczas obserwowane
(i opisane pracy pogladowej) duze zréznicowanie wynikéw badan innych materiatow
diagnostycznych, wymaga¢ bedg potwierdzenia przed wykorzystaniem dla celéw
leczniczych i prewencji. Tak jak wszystkie dotychczas stosowane metody diagnostyczne ta
takze musi by¢ poddana weryfikacji klinicznej z oceng zwigzku pomiedzy jakosciowg i
losciowg charakterystykg mikrobioty a objawami, fenotypem i przebiegiem astmy.
Ograniczeniem jest na pewno mata liczebno$¢ grup, co w powigzaniu z napotkanymi u
czesci badanych trudnosciami  z uzyskaniem materiaiu (19 kondensatéw i 12 wymazéw w
grupie badanej, w grupie kontrolnej po 14) i potencjalnym wptywem czynnikéw dodatkowych
nakazuje ostroznos¢ w wnioskowaniu. Doktorant ocenit szereg korelacji miedzy mikrobiotg a
takimi czynnikami jak wywiad rodzinny, atopia u dziecka, wiek, leczenie, rodzaj porodu,
miejsce zamieszkania narazenie na dym tytoniowy, ale analizy te wymagajg weryfikacji na
wigkszym materiale. W dyskusji zawartej w publikacji Doktorant odwotuje sie do nielicznych
dotad badan mikrobioty zwtaszcza dolnych drog oddechowych u dzieci i bardziej licznych u

dorostych. W badaniach tych wykonywanych u dzieci zrodtem materiatu byty poptuczyny
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oskrzelowo-pecherzykowe, a grupg badana stanowita nieliczna grupa dzieci z astma ciezka.
Ciekawe w badaniach u dorostych byto odniesienie mikrobioty do charakteru lokalnej reakcji
zapalnej i je] zréznicowanie w zaleznosci od dominacji neutrofilow lub eozynofildw. Ocena
zwigzku mikrobioty ze stosowaniem wziewnych glikokortykosteroidéw (wGKS) jest w
literaturze niejednoznaczna i trudno rozstrzygna¢ czy odmienna mikrobiota decyduje o
odpowiedzi na leczenie, czy leczenie zmienia mikrobiote. W prezentowanej pracy
stosowanie wGKS miato wptyw na beta réoznorodnosé. Dyskusja jest konfrontacjg wynikow
badan wiasnych z wynikami badan mikrobioty uzyskanych przez innych autoréw,
przeprowadzonych podobnymi lub innymi metodami. Doktorant wykazat sie bardzo dobrg
znajomoscig zagadnienia, znajomoscia piSmiennictwa i umiejetnoscia interpretacji oraz
krytycznej oceny wiasnych badan. Dyskusja dowodzi duzej dojrzatosci naukowej Doktoranta.
Doktorant opiera sie na aktualnym, dobrze dobranym pi$émiennictwie. Publikacja zostata
przygotowana bardzo starannie.

Praca poglgdowa jest obszernym omowieniem dotychczasowych badan na temat mikrobioty
gornych i dolnych drég oddechowych u dzieci chorych na astme. Uwzgledniajgc problemy z
rozpoznawaniem astmy u dzieci najmiodszych do analizy wigczono takze badania
przeprowadzone u dzieci z obturacjg czyli sSwiszczacym oddechem, ale oméwiono je
oddzielnie. Uwzgledniono wytgcznie badania, w ktérych oceny mikrobioty bakteryjnej
dokonano z zastosowaniem metody identyfikacji bakterii na podstawie badania 16S RNA. W
opisie badan uwzgledniono kryteria wiaczenia (w tym kryteria rozpoznania astmy), rodzaj
materiatu, istotne dane kliniczne, w tym wiek, liczebno§¢ badanych grup i gtowne wyniki
charakteryzujgce mikrobiote iloSciowo i jakoSciowo, réznorodno$¢ na poziomie typdw i
gatunkow drobnoustrojow, Generalnie mikrobiota gérnych i dolnych drog oddechowych jest
pod wzgledem réznorodnosci podobna, réznica dotyczy gtéwnie ilosci drobnoustrojéw.

W ocenie mikrobioty gérnych drég oddechowych wykorzystywano rézny materiat o
zroznicowanej wartosci diagnostycznej w tym wymazy z jamy nosowo-gardtowej, wymazy z
gardta, poptuczyny nosowe, wymazy szczoteczkowe, wydzieline z nosa lub sline. W
niektorych pracach materiat pobierano kilkakrotnie, korelowano wyniki z fenotypami
klinicznymi astmy, ze stopniem aktywnosci choroby (remisja, okresy bezobjawowe i
objawowe), ze stopniem kontroli objawow, wynikami badan czynnosciowych. Zaostrzenia i
brak kontroli korelowaty na ogoét z wieksza iloscig wykrywanego materiatu bakteryjnego,
wspotistnieniem rinowiruséw i obecnoscia Moraxella catarrhalis, a takze zmniejszeniem
Corynebacterium 1 i Dolosigranulum. Nie odnotowano istotnych roznic jakosciowych w
profilu mikrobiologicznym chorych na astme i dzieci zdrowych, natomiast wyniki oceny
llosciowe] byty zréznicowane. W badaniach zwigzku pomiedzy mikrobiomem a atopig
zwracajg uwage niejednolite kryteria wartosci aslgE uznawanych za podwyzszone, co

utrudnia poréwnywanie badan. Podobny problem pojawia sie przy interpretacji mikrobiomu u
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dzieci z nawrotowym $wiszczacym oddechem . Badania w tej grupie dzieci prowadzone G|
pod katem mozliwosci przewidywania u nich rozwoju astmy w oparciu o wczesny profil
mikrobiomu i poszukiwania mozliwosci dziatan prewencyjnych.

Badania mikrobiomu dolnych drég oddechowych sg na pewno trudniejsze, stad ich mniejsza
liczba. Doktorant oméwit je réwniez systematycznie i szczegotowo. Wobec faktu, ze w
wigkszosci materiat pozyskiwany jest metodami inwazyjnymi wskazania do jego pobierania
s3 ograniczone i najwigcej badan wykonano u dzieci z astmg ciezkg. Stad tez wyniki nie
mogg by¢ uogodlniane na catg populacje chorych na astme W niektérych badaniach
diagnostyka obejmowata takze klasyczne metody wykrywania antygenow drobnoustrojow
zwiaszcza wirusowych, izolacje materiatu genetycznego przy pomocy amplifikacii metoda
PCR oraz hodowle bakteryjne. Warto$¢ tych prac jest szczegélna, bo przeciez dotad na tych
badaniach zbudowano wiedze na temat korelacji mikrobiologiczno-klinicznych. Doktorant
wnikliwie i catoSciowo omoéwit wyniki cytowanych badan, nie tylko bezposrednio
charakteryzujgce mikrobiote, ale takze wyniki oznaczen cytokin i ekspresji gendw
zwigzanych z zapaleniem. Badania te stuzg ustaleniu znaczenia okreslonych stymulacji w
indukcji roznych szlakow zapalenia w astmie. Poréwnanie wynikéw z gornych i dolnych drog
oddechowych ujawnito wigksza réznorodnosc¢ alfa i beta i wieksza obfitoscig bakterii na
poziomie dolnych drég oddechowych. Na tle omawianych prac wyréznia sie jedyna jak dotad
publikacja Doktoranta oparta na materiale uzyskanym =z kondensatu powietrza
wydychanego.

Omowiono takze badania mikrobiomu dolnych drog oddechowych u dzieci ze $wiszczacym
oddechem. Zaréwno wyniki badania mikrobiomu jak i konwencjonalna diagnostyka
mikrobiologiczna wskazujg na prognostyczne znaczenie zakazen Moraxella (zwlaszcza w
powigzaniu z zakazeniem rinowirusami). Realizujgc cele poznawcze i diagnostyczne niektére
badania przeprowadzano w sytuacjach, w ktérych nie sa one postepowaniem
standardowym, a nawet obarczone sg ryzykiem pogorszenia jak ptukanie oskrzelowo-
pecherzykowe w okresie ostrych objawow.

Ogromnym atutem pracy jest, oprécz przedstawienia rzetelnej szczegdtowej analizy
aktualnej wiedzy, syntetyczne zbiorcze i krytyczne jej podsumowanie z uwypukleniem tego

co wiadomo na pewno i wskazaniem jak wiele jest jeszcze do wyjasnienia.

Podsumowujgc: badania prowadzone przez Doktoranta dotyczg aktualnego i ciekawego
problemu jakim jest okreslenie roli mikrobiomu drég oddechowych w patogenezie astmy. Dr
Bar przeprowadzit udang prébe oceny mikrobiomu dolnych drég oddechowych w
kondensacie powietrza wydychanego, a wiec w materiale wykorzystywanym dotychczas do
innych celow, a co bardzo wazne materiat ten pozyskiwany jest metoda nieinwazyjna. W

ocenie bakteryjnej mikrobioty zastosowat nowoczesne oryginalne metody diagnostyczne.



Opracowany przez Doktoranta warsztat badawczy moze byé wykorzystany w dalszych
badaniach.

Oceniana rozprawa stanowi oryginalny i wartosciowy dorobek naukowy. Jest znaczgcym
osiggnigciem w badaniach nad mikrobiomem u chorych na astme i stawowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego. Badania, analiza wynikéw i ich opracowane
charakteryzuje wysoka jakos¢, zostaty przeprowadzone z duzg starannoscia. Doktorant
dowiodt dobrego przygotowania do prowadzenia badan naukowych. Oceniam rozprawe
bardzo wysoko.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art.13 ust.1 ustawy z dnia 14 marca 2003
roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U. Nr 65, poz.595, z pdzn. zm.).

Zwracam sie do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego im.
Piastéw Slaskich we Wroctawiu o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

W oparciu o powyzsze podsumowanie zgtaszam rowniez wniosek o wyroznienie rozprawy.

Prof. dr hab. Anna Breborowicz
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