UNIWERSYTET MEDYCZNY W LUBLINIE
WYDZIAL FARMACEUTYCZNY

KATEDRA | ZAKLAD MIKROBIOLOGII FARMACEUTYCZNEJ

ul. dr W. Chodzki 1, 20-093 Lublin; tel. (fax) 81-448-71-00

Lublin, 14 kwietnia 2023 r.

Recenzja
rozprawy doktorskiej pt.: ,,Zastosowanie zmodyfikowanej metody cytometrii przeplywowej do
analizy wybranych elementéw morfotycznych w moczu.”, wykonanej przez Pania mgr anal.
med. Magdalene Szmulik, przygotowana na zlecenie Rady Naukowej Wojskowego
Instytutu Medycyny Lotniczej w Warszawie

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr anal. med. Magdaleny Szmulik dotyczy
zastosowania i poréwnania przydatnosci technik diagnostycznych opartych na cytometrii
przeptywowej i realizowanych z uzyciem dwoch réznych cytometréw do analizy probek moczu w
oparciu o oznaczenie wystepowania i liczby wybranych elementéw morfotycznych (w tym
krwinek biatych i czerwonych, bakterii, grzybéw drozdzopodobnych). Rozprawg doktorska
wykonano pod kierunkiem dr hab. n. med. Agnieszki Wozniak-Kosek w Zaktadzie Diagnostyki
Laboratoryjnej WIM-PIB Wojskowego Instytutu Medycyny Lotniczej w Warszawie.

Ocena ukladu rozprawy

Rozprawa stanowi zwarte opracowanie liczgce facznie 176 stron tekstu, sktadajace si¢ z dziesigeiu
numerowanych rozdzialtéw z podrozdzialami, wsréd ktérych zostaty umieszczone: Wykaz

Uzywanych Skrotow (3 strony), nastgpnie Spis tresci (3 strony).

Kolejna czgéé pracy stanowi wstep (27 stron), Zatozenia i cel pracy (2 strony), Material i metody
(18 stron), Wyniki (71 stron), Oméwienie wynikow i dyskusja (9 stron, w tym wnioski),
Streszczenie w jezyku polskim i angielskim (po 4 strony). Po streszczeniach zostat podany spis

tabel (6 stron) i rycin (9 stron) oraz ,,Pismiennictwo”, zawierajace 100 pozycji (12 stron).

We Wstepie oméwione zostaly problemy zwiagzane ze stosowaniem podczas analizy moczu,
réznych technik diagnostycznych oraz koniecznos$cig wprowadzania nowych rozwigzan, w tym
technik opartych na cytometrii przeptywowej, ich dostgpnoscia i praktycznym wykorzystaniem.
Zebrane zostaly informacje na temat analizatorow oraz mozliwosci, jakie stwarzajg automatyzacja
procesu diagnostycznego, rozne konfiguracje i modyfikacje zarowno sprzgtu, oprogramowania jak

i stosowanych odczynnikéw oraz procedur diagnostycznych. Wyjasnione zostaly zasady
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odczytywania i prezentowania wynikow, ich analizy oraz interpretacji i mozliwo$ci praktycznego
zastosowania w diagnostyce laboratoryjnej. Watpliwosci budzi umieszczenie w tej czgsci bardzo
technicznych wiadomosci skupiajacych sie na prezentowaniu analizatoréw, szczegétach ich
budowy, sposobu uzyskiwania i gromadzenia danych oraz ich analizy i interpretacji,
prezentowaniu otrzymywanych wynikow. Bardziej stusznym wydawaloby si¢ ich umieszczenie w

czescl ,,Materiat i metody”.

W czesci ,,Zatozenia i cel pracy” sformutowane zostaty zatozenia i cele badawcze oraz hipotezy
glowna i szczegdtowe. Zaskakujacym jest, ze hipotezy zostaly przedstawione w formie pytan. W
czeéci ,Material i metody” podano informacje na temat wykorzystywanych w badaniach
analizatoréw i odczynnikéw oraz sposobu liczenia elementéw morfotycznych, obrazowania oraz
interpretacji wynikéw. Opisane zostaty rowniez metody hodowlane wykorzystywane w rutynowe]

analizie moczu w celu okreslenia zakazenia uktadu moczowego (ZUM).

W rozdziale ,Wyniki” przedstawiono w réznych konfiguracjach dane otrzymane w wyniku
analizy 1131 przypadkéw, w tym 680 pochodzacych od kobiet oraz 451 od mezczyzn. Czg$¢
okreslona jako ,,Omoéwienie wynikow i dyskusja” jest bardzo krétka (9 stron) i zawiera bardzo
mato elementéw dyskusji. W tej czesci zawarte zostaty rowniez wnioski, ktére moim zdaniem
jako bardzo wazna cze$¢ kazdej pracy naukowej, powinny by¢ ujete jako niezalezny i wyraznie
oznaczony rozdzial dysertacji. Tym bardziej, ze przedstawione w rozprawie dane i
przeprowadzona analiza poréwnawcza maja znaczenie praktyczne, szczego6lnie w odniesieniu do

procedur diagnostycznych i terapeutycznych.
Ocena przedstawionych danych

Rozprawa doktorska dotyczy oceny przydatnosci i potencjatu laboratoryjnego zwigzanego z
wykorzystywaniem dwéch rodzajéw cytometrow i metod oceny, w tym iloSciowej, wystgpowania
wybranych elementéw morfotycznych w moczu - obrazowania cyfrowego po wczesniejszym
ogniskowaniu hydrodynamicznym oraz fluorescencyjnej cytometrii przeptywowej. Glownym
celem prowadzonych badan byta ocena przydatnosci zmodyfikowanych technik cytometrii
przeptywowej w analizie moczu i mozliwosci skroceniu czasu uzyskania wyniku pozwalajgcego
na ocene stanu pacjenta pod katem zakazen uktadu moczowego i choréb nerek. Choroby te,
mogace mieé przebieg objawowy lub bezobjawowy, naleza do najczesciej wystgpujacych w

réznych grupach wiekowych, zwlaszcza u matych dzieci.

W badaniach poréwnywano wyniki analizy probek moczu pod katem wystepowania w nim i liczby
elementéw morfotycznych takich jak leukocyty (WBC) i erytrocyty (RBC) w korelacji z liczba

komorek bakterii. Poréwnywano dane otrzymane dla tych samych probek moczu, pochodzace z



analizatora UF-4000 (Sysmex, Kobe, Japonia) z oprogramowaniem do analizy 1 interpretacji
wynikow U-WAM tej samej firmy oraz analizatora Iris iQ®200 ELITE/VELOCITY iChem (IRIS
Diagnostics, Beckman Coulter, USA), ztozonego z podjednostki IRIS VELOCITY iChem stuzgce]
do analizy biochemicznej moczu i podjednostki Iris iQ®200 ELITE wykorzystywanej do analizy
mikroskopowej moczu oraz oprogramowania APR tej samej firmy, automatycznie rozpoznajgcego
czastki (ang. Auto Particle Recognition). W przypadku obydwu cytometréw najwazniejsze roznice
dotyczyly budowy analizatoréw, wykorzystywanych odczynnikéw i metod analizy oraz sposobu
obrazowania wynikéw. Analizy pordwnawcze dotyczyly uzycia metody obrazowania cyfrowego
po wczesniejszym ogniskowaniu hydrodynamicznym (element zmodyfikowanej metody
cytometrii przeptywowej) oraz metody fluorescencyjnej cytometrii przeptywowej. Praktycznym
celem badan prowadzonych przez mgr Magdaleng Szmulik byta ocena mozliwosci zastosowanie
obydwu analizatoréw i cytometrii przeptywowej do skrdcenia czasu potrzebnego na potwierdzenie
ZUM w poréwnaniu ze znacznie dluzej trwajacymi proce_durami opartymi na klasycznych

metodach hodowlanych.

Autorka w pracy przedstawita dane otrzymane z wykorzystaniem techniki cytometrii
przeplywowej na temat wystepowania elementéw morfotycznych i upostaciowanych w probkach
moczu pobranych od pacjentdw. Dane te zostaty bardzo szczegétowo opracowane 1 przedstawione
w formie tabelarycznej, na rycinach i schematach.

W czesei ,,Oméwienie wynikow i dyskusja” Autorka wskazuje na konieczno$¢ modyfikowania i
udoskonalania metod diagnostycznych, zwlaszcza w §wietle nowych lub ciggle zmieniajacych sig
zagrozen, w tym mikrobiologicznych, i wzrostu znaczenia metod nieinwazyjnych, w tym
umozliwiajgcych otrzymywanie wynikéw w bardzo krotkim czasie, w diagnostyce choréb
infekcyjnych i zmian wywotywanych w organizmie pacjenta przez mikroorganizmy. W ocenie tej
istotne jest okreslenie ilosciowe i jako$ciowe wystgpowania np. krwinek biatych i czerwonych,
nabtonkéw, wateczkéw, krysztatkéw i innych form upostaciowanych oraz bakterii czy grzybow,
gléwnie drozdzakéw. Zardwno sama ocena jak i interpretacja otrzymywanych danych wymagaja
standaryzacji, okreslenia wartosci referencyjnych, szczegélnie w $wietle obowigzujacych norm i
rekomendacji, oraz umiejetno$ci manualnych i duzego do$wiadczenia diagnosty. Udoskonalanie
tych technik prowadzi do coraz lepszej diagnostyki tego materiatu klinicznego i wzrostu znaczenia
otrzymywanych danych, oraz redukcji popetnianych podczas pracy btedow przedanalitycznych i
analitycznych.

Wiyniki opublikowane przez Doktorantke wskazuja, ze metody oparte na cytometrii przeptywowej
moga uzupelniaé standardowe procedury analizy moczu i stanowi¢ dopelnienie technik
manualnych, zwlaszcza w poczatkowych etapach, gdy potrzebny jest szybki wynik w celu

wdrozenia terapii. Sg one jednocze$nie interesujaca alternatywe wobec manualnych metod oceny
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réznych parametréw mozliwych do okreslenia w moczu i §wiadczacych o toczacym sig procesie
zapalnym Iub chorobowym. Dotyczy to takze elementow morfotycznych, w tym krwinek i
drobnoustrojéw — bakterii i grzybow, co umozliwia wykorzystywanie technik opartych na

cytometrii przeplywowej do zwiekszania doktadnosci i szybkosci oznaczen.

Uwazam, Ze oceniana praca wniosta bardzo duzo danych i praktycznych informacji. Szacunek
budzi liczba probek analizowanych z uzyciem cytometréw, starania, aby dopracowac kryteria
oceny otrzymywanych danych i interpretacji wynikéw w odniesieniu do klasycznych metod
mikrobiologicznych, w tym hodowlanych. Badania byly szeroko zaplanowane, pracochtonne, o
istotnej wartosci poznawczej i praktycznej. Proby ustalenia korelacji pomiedzy np. liczbg biatych
i czerwonych krwinek i liczbg komorek bakterii i grzybéw w odniesieniu do potwierdzenia
wystepowania ZUM zastugujg na szczegdlng uwage ze wzgledu na szereg trudnosci i problemow,
jakie stajg przed diagnostami i lekarzami, zwlaszcza, gdy szybko przekazane i wiarygodne wyniki
analiz pozwalaja na dobér i wdrozenie odpowiedniej terapii. To z kolei przektada si¢ na tempo
powrotu pacjenta do zdrowia, czas jego pobytu w placowkach szpitalnych i stosowania réznych
lekéw, a tym samym na koszt leczenia. Ma to jeszcze wigksze znaczenie w przypadku pacjentow
pediatrycznych, gdzie zmiany moga nastepowaé bardzo szybko i czgsto, ze wzgledu na
niespecyficzny czy skgpoobjawowy przebieg, moga si¢ wigza¢ z powiklaniami i stanowi¢
zagrozenie nawet dla zycia dziecka. Z tych wzgledow dysertacje doktorska oceniam jako

wartosciowg i cenna.

Uwagi

W trakcie czytania rozprawy zauwazylam pewne braki i niescistosci oraz bledy edytorskie,
stylistyczne, interpunkcyjne, drobne pomylki czy niezrgcznosci jezykowe, w tym:

- W ocenianej pracy Autorka po$wiecita za mato uwagi na scharakteryzowanie, w odniesieniu do
aktualnie obowiazujacych zalecen i wytycznych, pozwalajacych na sklasyfikowanie zakazen
ukladu moczowego i nerek w roéznych grupach wiekowych, zwlaszcza u dzieci, 1 oznaczenie
bakteriurii, w tym znamiennej. Jest to bardzo wazny problem w kontekscie poszukiwania nowych,
doktadnych metod diagnostycznych.

- Waznym elementem diagnostyki ZUM, w tym takze opartej na punktach odcigcia cut-off, jest
ocena liczby mikroorganizméw zdolnych do namnazania (znamienne miano), ponadto ich
przynalezno$é gatunkowa i aktywno$¢ metaboliczna oraz od kogo pochodzit materiat
diagnostyczny (wiek pacjenta, zwlaszcza w przypadku dzieci; ple¢; niektére stany fizjologiczne,
np. cigza; oraz niektére grupy pacjentéw) i w jaki sposob zostat pobrany (srodkowy strumien czy
cewnikowanie, ewentualnie nakhlucie nadtonowe). Przyjete dla celow pracy kryteria odcigcia w

odniesieniu do metod hodowlanych moim zdaniem byly zbyt ogélne (jednakowe dla kobiet, w tym
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ciezarnych, i mezczyzn), a liczba wykonanych oznaczen mikrobiologicznych z posiewami
materiatu diagnostycznego mata, co moglo wplyna¢ na liczbe potwierdzonych przypadkow ZUM
w obydwu grupach. Dopracowania wymagaja réwniez algorytmy, w oparciu o ktore
kwalifikowano podejrzenie ZUM z r6zng swoisto$cia 1 doktadnoscia. Jest to istotne, tym bardziej,
ze w przypadku analizy moczu znaczenie ma nie tylko ocena ogélnej liczby komorek bakterii czy
grzybéw, ale réwniez liczby komorek okreslonego gatunku w odniesieniu do pochodzenia
materiatu diagnostycznego. Niemniej potgczenie danych analitycznych i mikrobiologicznych oraz
odpowiednie dopracowanie procedur wydaje si¢ by¢ bardzo interesujgcym kierunkiem

poszukiwan nowych rozwigzan diagnostycznych.

- Wynik analizy materiatu klinicznego powinien by¢ podawany w przeliczeniu na okreSlone
wartosci (np. procentowe lub jednostki). Uwazam, ze w przypadku ocenianej pracy, dla
zachowania standardéw raportowania wynikoéw badan diagnostycznych oraz dla dobra pracy i
unikania niejasno$ci, Doktorantka mogta wprowadzi¢ okreslenie jednostki miary dla liczonych
elementéw, np. ,,jednostka/ul; jtk/ul”. Nie jest jednoznacznym zapisanie liczby komoérek bakterii
w formie np. 2100/ul. W czesci Metodyka lub ,,Wyniki” Doktorantka mogta wskaza¢, ze pod
okresleniem ,jtk/ul” kryje sie np. liczba RBC, liczba WBC, liczba komérek bakterii, liczba
komérek grzybéw itd. Ten zapis pozwolilby na ujednolicenie sposobu prezentowania
otrzymywanych danych oraz utatwil opisywanie parametréw w tabelach czy osi na wykresach,

czego rowniez zabrakto.

- Czesto uzywane sa skroty myslowe typu ,,zasady pomiaru analizatora A” (bardziej dokiadne
byloby okreslenie np. ,,zasady pomiaru z uzyciem analizatora A”), ,wynik RBC czy WBC” ,
,ocena bakterii” (réwnie dobrze moze to oznacza¢ oceng liczby bakterii, oceng ich cech
fenotypowych lub wlasciwosci biochemicznych, a nie liczby bakterii). Okreslenie ,liczenie
bakterii” w dysertacji naukowej powinno by¢ bardziej $ciste, tym bardziej, ze w przypadku analizy
materialdw biologicznych i organizméw zywych, wyrazenie to moze oznacza¢ zarowno liczenie
pojedynczych komérek bakterii, liczenie zywych i aktywnych metabolicznie komorek bakterii lub
komoérek nieaktywnych metabolicznie, martwych, albo moze obejmowa¢ wszystkie te formy
jednoczesnie. Podobnie okreslenie ,,ocena bakterii” (np. s. 20) nie pozwala jednoznacznie przyjac,
czy chodzi o liczbe komoérek, czy o cechy komorek bakterii, a moze jedno i drugie (np. z podziatem
na bakterie Gram-dodatnie i Gram-ujemne)?

- W calej pracy i bardzo czesto uzywane jest stowo ,,ilos¢” w odniesieniu do czegos, co jest
policzalne i z tego wzgledu powinno by¢ okreslane jako ,liczba”, np. czastek, jednostek, komérek
(np. ,,Wszystkie dane przedstawiono jako ilo$¢ na pul,”, ,,wyniki elementéw upostaciowanych np.

bakterii jako ilo$¢ komoérek w mikrolitrze,...”). Okreslenia typu np. ,,...ocena bakterii...”,



,...wartoéci krwinek...”, ,,wyniki elementéw morfotycznych...”, odnosza si¢ do oceny liczby (nie
»iloéci”) komorek bakterii czy liczby (nie ,,warto$ci” lub ,,wynikéw”) krwinek.

- Bardzo czesto w pracy uzywane jest okreslenie ,drozdze” w odniesieniu do grzybow
drozdzopodobnych (drozdzakéw), takich jak np. Candida spp. Termin ,,drozdze” przynalezny jest
grzybom o znaczeniu gospodarczym i przemystowym, do ktorych naleza tzw. drozdze szlachetne,
czyli odmiany i szczepy hodowlane z gatunku Saccharomyces cerevisiae (drozdze piwowarskie,
winiarskie, gorzelnicze i piekarniane), oraz niektore gatunki grzybéw niedoskonatych.

- W pracy nie ujednolicono terminologii i sposobu pisania nazw czy symboli, co bardzo utrudnia
zrozumienie i analize wielu fragmentéw tekstu. Co innego oznaczajg stowa technika i metoda
badawcza 1 nie mozna ich stosowaé¢ zamiennie ani jako synonimy. Mylace jest opisywanie
analizatoréw i metod tymi samymi symbolami, np. litera ,,A” (lub nie wiadomo z jakich powodow
mala litera ,,a”) albo B. Ponadto, uzywanie, zwlaszcza w tytulach i podtytutach, podobnie jak w
spisie tresci, wyrazen ,,analizator A” i ,,...B” (lub urzadzenie A, B) jest nieprecyzyjne, poniewaz
nie okresla, jakiego urzadzenia dany symbol dotyczy, i zmusza czytelnika do poszukiwania
bardziej precyzyjnych informacji w tresci pracy.

- Zastanowienie budzg wyrazenia typu ,,przedstawiajace wyniki elementéw...”, czy ,,zestawiajgc
je na szczego6lowej liscie wyniku” (jeden wynik nie moze stanowi¢ podstawy do skonstruowania
listy). Nie jest jednoznacznym okreslenie ,,rozktad liczbowych wynikéw RBC”, ,,ocena WBC i
BACT”, ,,lepsza doktadno$¢” i podobne.

- Bardzo réznie, nawet na tej samej stronie, opisywano np. bakterie Gram-dodatnie - m.in. jako
G(+), G (+), gram dodatnie, Gram dodatnie, Gram (+), lub G+, gram +, itd. Podobnie opisywano
bakterie Gram-ujemne.

- W niektérych przypadkach sugeruje polaczenie danych z kilku tabel w jednej (np. tabela 18 i
19, tabela 27 i 28, tabela 55 1 56, itd.). Zastrzezenia budzi obserwowany pod niektérymi tabelami
brak wyjasnien, co oznaczaty uzyte symbole lub skréty, albo uzycie jezyka angielskiego, podczas
gdy podstawowym jezykiem pracy jest jezyk polski (np. tabela 76 — symbol * i jezyk angielski).
- Niektére informacije, jak np. tre$¢ komunikatéw zaprogramowanych celem wykonania badania,
powinny by¢ umieszczone w podrozdziale ,,Metody”.

- Osie wykreséw nie zostaly zaopatrzone w tytuly ani opisane, co utrudnia interpretacje
przedstawianych na nich danych. Nie jest mozliwe, aby, po wydzieleniu z tekstu, zardwno ryciny
jak i wykresy czy tabele mogly by¢ analizowane ze zrozumieniem jako odrgbne czgscl.

- W , Materiatach i metodach”, obok nazw odczynnikéw powinien by¢ podany producent, nawet
jesli sa one przypisane do okreslonego analizatora. Podobnie w odniesieniu do fragmentu (s. 23)
.. operator ma dostep do tzw. ,,Research Info”..” — powinno by¢ podane zrédlo, skad pochodzi ta

baza (np. strona internetowa).



- Praca doktorska nie zawiera dyskusji jako odrebnego rozdziatu, natomiast czes$¢ ,,Omoéwienie
wynikow i dyskusja” zostala oparta w duzej mierze na podsumowaniu otrzymanych wynikow,

podczas gdy rzeczywista dyskusja jest bardzo krotka i nie wyczerpuje .

- Duze zastrzezenia budzi sposob cytowania publikacji i opracowan oraz ich spis w czesci
,,Pimiennictwo”. Wielokrotnie pozycje literaturowe, na ktére powotuje si¢ Autorka, nie zostaty
oznaczone w tek$cie numerem, pod ktérym sa umieszc.zone w ,,PisSmiennictwo”, co utrudnia
szybkie ich odnalezienie oraz konfrontacje z tym, co juz istnieje, a co recenzowana praca wnosi
nowego i istotnego na konkretny temat (np. s. 11 — doniesienie Moldavana, s. 136 — Oyaert i wsp.,

s. 137 Haugun K i wsp., s. 138 — Duyeal Song, itp.).

- Dopracowania wymaga cze$¢ ,,Pi$miennictwo”, w ktérej nie zachowano jednolitych zasad
cytowania pozycji literaturowych (m.in. na poczatku cytowania znajduje si¢ albo nazwisko, albo
skrét imienia pierwszego autora, rézny jest sposob pisania tytutéw czasopism, stron i roku

wydania, dowolnie zostaly zastosowane znaki interpunkcyjne, itd.).

- Uwazam, ze cennym materialem dodatkowym, ktéry mozna byto umiesci¢ na koncu dysertacji,
bylyby instrukcje (pelne Iub skrocone) producentéw analizatoréw uzytych do badan, ponadto

certyfikaty czy protokotly lub $wiadectwa walidacji.
Ogo6lny wniosek

Uwagi, ktére zostaly przedstawione w tresci recenzji rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny
Szmulik, nie pomniejszajg merytorycznej oceny dysertacji ani praktycznego znaczenia
przedstawionych wynikéw i szacunku dla pracy, jaka zostala wlozona w ich uzyskanie.
Opiniowana dysertacja stanowi wazne zaréwno z poznawczego, jak i praktycznego punktu
widzenia opracowanie zagadnienia naukowego i praktycznego jego wykorzystywania w
diagnostyce moczu. Ze wzgledu na konieczno$¢ standaryzacji nowych metod diagnostycznych
oraz ich przydatno$¢ kliniczng i potencjalne zastosowanie w opracowaniu procedur
diagnostycznych opartych na aktualnej wiedzy i mozliwo$ciach technicznych, badania te

zashugujg na uwage i powinny by¢ kontynuowane.

Podsumowanie

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Magdaleny Szmulik, odpowiada warunkom
okre$lonym w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule
naukowych oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 15 wrzes$nia 2017 r., poz. 1789 z
pézn. zm.). Wobec powyzszego zwracam si¢ do Rady Naukowej Wojskowego Instytutu
Medycyny Lotniczej w Warszawie o dopuszczenie pani mgr anal. med. Magdaleny Szmulik

do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora.
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