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Mikrobiom noworodka zaleiy zaréwno od czynnikéw srodowiskowych, jak i genetycznych i wptywa na
stan zdrowia dziecka. Dysbioza, a wiec zaburzenia jakosciowej i ilosciowej réwnowagi mikrobiologicznej
organizmu, postrzegana jest jako czynnik patogenetyczny wielu choréb okresu noworodkowego. Transfer
mikrobiomu rozpoczyna sie juz w okresie prenatalnym i determinowany jest przez mikroflore macicy, pochwy,
przewodu pokarmowego i jamy ustnej matki. Dane literaturowe sugerujy, ze mikrobiom noworodkéw
urodzonych drogami natury réini sie od mikrobiomu noworodkéw urodzonych drogg ciecia cesarskiego.
Innym krytycznym czynnikiem odpowiedzialnym za dysbioze w okresie noworodkowym jest wiek ciazowy w
chwili urodzenia. Odmienno$¢ mikrobiomu u noworodkéw urodzonych przedwczesnie wynika z nagtego
przerwania rozwoju ptodu w trzecim trymestrze cigzy, wyzszego odsetka porodéw drogg ciecia cesarskiego,
pobytem na oddziale intensywnej terapii oraz stosowaniem szerokiej farmakoterapii. Opisywanych jest wiele
negatywnych konsekwencji dysbiozy, takich jak dezaktywacja i nieprawidlowy rozwéj uktadu
odpornosciowego, zaburzenia rozwoju osrodkowego uktadu nerwowego, problemy z trawieniem i przemiang
materii.

Mikrobiota pochwy zapewnia homeostaze oraz stanowi bariere zapobiegajaca kolonizacji przez
drobnoustroje chorobotwércze. Zachwianie réwnowagi mikrobiologicznej w ekosystemie pochwy moze
powodowac rozwdj waginozy bakteryjnej lub zapalenia pochwy. Zaréwno waginoza bakteryjna jak i stany
zapalne pochwy i sromu moga przyczynia¢ sie do wystagpienia powiktain cigzy, w tym do porodu
przedwczesnego. Bakteriami najczesciej zwigzanymi z porodem przedwczesnym sg Gardnerella vaginalis,
Bacteroides spp., Fusobacterium nucleatum, Mycoplasma hominis oraz Ureaplasma urealyticum. Mikrobiom
matki jest niezwykle wazny takze po urodzeniu sie dziecka — skéra noworodka podczas porodu drogami natury
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Lactobacillus, ktére z kolei kolonizujg przewdd pokarmowy dziecka.
) Przedstawiona do recenzji praca Pani Alicji Harmozy, porusza niezwykle istotny problem réznorodnosci
mikrobiomu u kobiet ciezarnych i jego wptywu na czestos¢ wystepowania porodéw przedwczesnych.

Manuskrypt wraz z wszystkimi zatgcznikami liczy 96 stron. Przygotowany zostat w jezyku angielskim,
jako ze doktorantka byta stuchaczka interdyscyplinarnych, anglojezycznych, stacjonarnych studiow
doktoranckich o zasiegu miedzynarodowym, na Wydziale Lekarskim Collegium Medicum im. Ludwika
Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu. Manuskrypt podzielony zostat na
typowe rozdzialy, zawiera 22 tabele i 29 wykreséw (Graphs), co ufatwia przeanalizowanie danych i
zrozumienie tekstu. Pismiennictwo liczy 126 pozycji, z czego ponad potowa to prace z ostatnich 10 lat.
Doktorantka uzyskata zgode witasciwej Komisji Bioetycznej na przeprowadzenie badania.

Pierwszy rozdziat pracy, czyli ,Introduction”, doktorantka podzielita na kilka podrozdziatow, w ktérych
omowita problematyke wczesniactwa — definicja porodu przedwczesnego, metody szacowania terminu
porodu, epidemiologia, czynniki ryzyka i najczestsze powikitania wczedniactwa). W kolejnym rozdziale
zatytutowanym , Microbiome and microbiota” przedstawita zagadnienia dotyczgce mikrobiomu i dysbiozy, ze
szczegolnym uwzglednieniem zmian jakie zachodza u kobiet ciezarnych. Rozdziat 3 zatytutowany ,,Maternal
Blood Parameters and the Impact on Preterm Delivery” omawia zmiany w zakresie parametrow
laboratoryjnych u kobiet ciezarnych, ktére mogg wptywacé na wystgpienie porodu przedwczesnego. Mysle, ze
rozdziaty 1-3 powinny tacznie stanowic wstep do pracy (,Introduction”), podzielony na kilka czesci.

Niepotrzebna w tekscie jest Tabela 1, w ktorej doktorantka przedstawia regute Naegelego oraz
okreslanie terminu porodu na podstawie daty ostatniej miesigczki jako dwa alternatywne sposoby
oszacowania wieku cigzowego, podczas gdy de facto jest to ta sama metoda. Dodatkowo btedny jest tytut
tabeli, ktéry powinien raczej brzmie¢ — ,,Most accurate gestational age assessment method”. Trudno tez
zgodzié sie, ze s3g to najdoktadniejsze metody oceny wieku cigzowego; duzo bardziej precyzyjna metoda jest
przeciez badanie USG. Do Tabeli 2 wkradt sie btad przy podziale noworodkéw urodzonych przedwczesnie —w
zadnej kategorii nie zostat uwzgledniony 33.t.c.. Tabela 4 do$¢ ogdlnikowo traktuje powiktania wynikajgce z
wczesniactwa i tu réowniez wkradto sie kilka bteddéw i niescistosci — leczenie chirurgiczne nie jest przeciez
podstawowym sposobem leczenia NEC; nie wspomniano o leczeniu ROP za pomocg iniekcji przeciwciat
monoklonalnych; nie uwzgledniono braku autoregulacji przeptywu modzgowego jako przyczyny krwawien
dokomorowych. Dane z wykreséw 1 i 2 powinny zosta¢ przedstawione na jednej rycinie — bytyby woéwczas
zdecydowanie bardziej obrazowe. Pojawito sie tez kilka niescistosci pomiedzy danymi w tekscie i w Tabeli 5.
Autorka podaje, ze odsetek wczesniactwa w Polsce wynosi 6,1%, podczas gdy w Tabeli ta warto$¢ odnosi sie
tylko do noworodkéw urodzonych miedzy 32. a 36. t.c., a tgczny odsetek wczesniactwa (zgodnie z Tabelg 5) to
7,2% (25,581 wczesniakéw na 356,540 wszystkich noworodkow). Ponadto tytut Tabeli 5 powinien brzmiec
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Celem pracy byta ocena réznorodnosci mikrobiomu jelitowego kobiet cigzarnych i jego potencjalnego
waywu na wystepowanie porodéw przedwczesnych. Hipoteze i cel gtéwny badania autorka okreslita w
Rozdziatach 4 i 5, ktére znowu mogty byé potraktowane jako jedna cze$¢ rozprawy. Dodatkowym elementem
pracy, byla préba stworzenia algorytmu uczenia maszynowego, celem predykcji ryzyka wystapienia porodu
przedwczesnego. Autorka nie uwzglednita jednak tego aspektu w zatozeniach i celach pracy, i pojawia sig on
dopiero w czesci metodologicznej oraz w wynikach.

Szésty rozdziat rozprawy zatytutowany zostat ,Methodology of microbiome research”. Autorka
przedstawia tu projekt badania, grupy badawcze, sposéb pobierania materiatu i dalej szczegétowo metody
analizy mikrobiomu oraz sposéb tworzenia algorytmu uczenia maszynowego. Brakuje w tym rozdziale
okreslenia w jakim czasie i gdzie prowadzone byto badanie oraz ile pacjentek zostato wtaczonych do badania
(ta informacja pojawia sie dopiero w wynikach). W Tabeli 7 pojawit sig btad w kolumnie ,Exclusion criteria”,
gdzie jako jedno z kryteriéw podano ,<16 weeks”. Niejasne s tutaj réwniez sformufowania — “Absence of
certain medical conditions or treatments” oraz “No use of certain medications or treatments during
pregnancy” — brakuje informacji jakie konkretnie stany, metody leczenia czy leki stanowity kryterium
wylaczenia z badania. Bardzo ciekawy i niezwykle precyzyjny jest natomiast opis metodologii analizy
mikrobiomu.

Autorka przeprowadzita badanie, w ktérym od pacjentek pobierano wymazy z czgsci pochwowej i
zewnetrznego ujscia szyjki macicy oraz wymaz z odbytu. Z uzyskanych probek izolowano DNA, wykonywano
identyfikacje drobnoustrojéw wykorzystujac technike PCR z zastosowaniem odpowiednich starterow, a
nastepnie przeprowadzano analize bioinformatyczng mikrobiomu. Dodatkowo analizowano wyniki badan
laboratoryjnych pacjentek oraz dane z wywiadu medycznego. Do badania wtaczono 28 pacjentek, u ktérych
cigza zakoriczyta sie porodem przedwczesnym (migdzy 24. a 36+6/7 t.c) oraz grupg kontrolng 22 pacjentek,
ktére urodzity 237.t.c.

Na podstawie przeprowadzonej analizy doktorantka wykazata istotna réznice w zakresie r6znorodnosci
mikrobiomu pomiedzy grupa kobiet, ktére urodzity przedwczesnie i tych, ktére urodzity o czasie. W przypadku
pacjentek, ktére urodzity przedwczesénie zréznicowanie mikrobiomu byto zdecydowanie mniejsze. Wykazata
rowniez, ze stworzony algorytm uczenia maszynowego obejmujacy wyniki badan laboratoryjnych, dane z
wywiadu oraz podstawowe dane antropometryczne moze by¢ przydatny w ocenie ryzyka wystgpienia porodu
przedwczesnego.

W rozdziale ,Results” zauwazytam jednak réwniez kilka niescistosci i btedéw. W Tabeli 10 autorka
podaje mase ciata matek i tu z danych dotyczacych grupy badanej wynika, ze minimalna masa ciata wynosita
146 kg (1), a maksymalna 115 kg, co na pewno mija sie z prawd3. W wierszu dotyczacym tygodnia porodu dane
podane sg natomiast odwrotnie — min. 35 / max. 32 oraz min. 42 / max. 41. Btednie podane sg tez wartosci

mediany i odchylenia standardowego. Ponadto przy poszczegélnych parametrach nie wskazano w jakich



jednostkach sa podawane wartosci.

W kolejnych kilku wykresach i tabelach (Graphs 4, 8, 10, 12, 16, 18, 21) autorka zamiennie stosuje
pojecia ,median” — w tytutach wykreséw oraz ,mean” w nagféwkach tabel. Nie wiadomo wobec tego jak
ostatecznie interpretowad te dane i czy sa tu podane $rednie czy mediany. Co wigcej wartosci podane
sumarycznie w Tabeli 11 s3 inne niz na poszczegolnych wykresach i w kolejnych tabelach, pomimo iz wartosci
p sa dokfadnie takie same, za wyjgtkiem Tabeli 14, gdzie wartos¢ p zostata btednie przepisana. Przypuszczam,
7e w Tabeli 11 podano wartosci median, a w kolejnych tabelach i wykresach wartosci srednich, nalezatoby sig
jednak zastanowi¢ czy byto to konieczne i czy wielokrotne przytaczanie tych samych de facto danych
cokolwiek nowego wnosi do pracy.

W Tabeli 11 moja watpliwoé¢ budzi poréwnanie wartosci WBC w grupie badanej i kontrolnej, gdzie
mediana wynosi odpowiednio 11,76 oraz 11,2, natomiast obliczono ze rdinica jest istotna statystycznie i p
wynosi 1x10°™%. Patrzac tylko pobieznie na te wartosci wydaje sig to mato prawdopodobne i myslg, ze wymaga
to sprawdzenia.

Warto zwrdci¢ uwage, ze na wykresach 7 i 9 wyniki zaprezentowane sa odmiennie niz na analogicznych
wykresach 11, 13, 14, 17, 19 (na osi X tydzien cigzy, na osi Y parametr mierzony i odwrotnie na kolejnych
wykresach), co znacznie utrudnia czytanie i interpretacje wynikéw. Na czesci wykresow brakuje rowniez
wyjaénienia w jakich jednostkach s3 prezentowane dane (np. Graph 26).

Niezbyt spdjna w catej pracy jest rowniez numeracja tabel i wykreséw — sg np. dwa rozne wykresy o
numerach 12 i 13, zdanie w tekécie odnoszace sie do Graph 23 dotyczy Graph 24 (str. 63), zdanie odnoszace
sie do Graph 26 dotyczy Graph 28 (str. 69), a zdanie odnoszace sie do Graph 28 dotyczy Graph 29 (str. 71). W
tekscie brakuje tez odniesien do czesci tabel i wykreséw.

Zbyt lakonicznie potraktowany zostat opis wynikéw uczenia maszynowego. W ostatecznym modelu
pojawiaja sie parametry, o ktérych w pracy nie byto wczesniej wzmianki — np. ciezar wtasciwy moczu,
PROM/PPROM, AFl. Nie do korca jasna jest réwniez interpretacja modelu, w ktorej autorka podaje, ze
hematocrit was the most critical feature... for predicting preterm birth”, co oznaczatoby, ze wartosc
hematokrytu u matki jest czynnikiem najbardziej predykcyjnym dla wystgpienie porodu przedwczesnego. Czy
rzeczywiécie mozna wyciagna¢ taki wniosek i czy jest on uzasadniony klinicznie? Uwazam, ze w modelu tym
warto by réwniez wzigé pod uwage réznorodnosé¢ mikrobiomu czy wystepowanie w wymazach okreslonych
drobnoustrojéw, co zostato zupetnie pominigte. Celem pracy byta przeciez ocena wptywu mikrobiomu kobiety
ciezarnej na ryzyko wystgpienia porodu przedwczesnego. W modelu uczenia maszynowego ten aspekt nie
zostat uwzgledniony, a mysle, ze jego wigczenie zdecydowanie zwiekszytoby wartosé pracy.

Swoje wyniki Pani Alicja Harmoza skonfrontowata z wynikami innych autoréw w dyskusji. Omowita
wczedniejsze badania wskazujace na role mikrobiomu matczynego w porodach przedwczesnych, zauwazajgc

7e w szeregu badan wskazywano na obecnos$¢ tych samych bakterii w grupie kobiet, u ktérych doszto do



pdrodu przedwczesnego. W zwigzku z tym takie bakterie jak Prevotella, Finegoldia, Faecalibacterium oraz
Péptoniphﬁus moga by¢ waznymi biomarkerami, pozwalajacymi na oceng ryzyka porodu przedwczesnego.

W dyskusji doktorantka zwrdcita réwniez uwage na niezwykle istotny element badania jakim byto
precyzyjne pobieranie wymazéw do analizy mikrobiomu, tak aby nie doszto do zanieczyszczenia
drobnoustrojami z innych $rodowisk. Podkreélita rézne metody pobierania materiatu w innych badaniach, co
mogto wptynaé na ostateczne ich wyniki.

Dyskusja zostata przeprowadzona w sposéb poprawny. Doktorantka wykazata sie znajomoscia tematu,
umiejetnoscia krytycznego oméwienia wynikéw badan wtasnych i poréwnania ich z wynikami innych autorow.

Publikacje s odpowiednio cytowane w tekscie, jednak w bibliografii brakuje prawidtowych danych dla
pozycji 21, 24, 33, 34, 60, 67, 98. Bibliografia jest tez bardzo chaotyczna pod wzgledem formatu — dane
poszczegolnych publikacji s3 podawane w bardzo rézny, niespéjny sposob. Wymaga to na pewno poprawienia.

Z obowiazku recenzenta musze jeszcze zwrdci¢ uwage na fakt, ze do pracy wkradto sig kilka bfedow
jezykowych, gléwnie w zakresie niewtasciwego zastosowania pewnych stéw angielskich oraz gramatyki.
Ponadto, jako ze praca napisana zostata w jezyku angielskim, w utamkowych wartosciach liczbowych stosowac
nalezy konsekwentnie kropke a nie przecinek (np. w Tabeli 10). Pisanie pracy w jezyku angielskim jest
niewatpliwie trudne, wobec czego przed publikacja uzyskanych danych w czasopismach anglojgzycznych
warto skorzystac z pomocy lingwisty.

Rozprawa doktorska Pani Alicji Harmozy jest ciekawym opracowaniem naukowym, dostarczajgcym
nowych danych dla wiedzy klinicznej, co uzasadnia kontynuacje badari nad mikrobiomem i jego transferem
matczyno-ptodowym i matczyno-noworodkowym. Ciekawym elementem pracy jest niewatpliwie
zastosowanie algorytmu uczenia maszynowego do predykcji wystapienia porodu przedwczesnego. Metody
takie nie s3 powszechnie stosowane, istnieje w tym zakresie kilka badan, ktore jednak stosowaty odmienne
predyktory.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawione uwagi krytyczne i wychwycone niescistosci nie maja
wptywu na ocene przedstawionej mi do recenzji pracy. Doktorantka w sposéb wiasciwy przeprowadzita
badanie naukowe realizujac cel pracy i potwierdzajgc postawiong na poczatku rozprawy hipoteze badawcza.

Rozprawa doktorska lek. Alicji Harmozy pt. ,Variability of the microbiome of pregnant women and its
impact on the frequency of preterm birth” odpowiada pod wzgledem merytorycznym i formalnym wymogom
stawianym na stopied naukowy doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, dyscyplinie nauki
medyczne oraz spetnia warunki okreslone w art. 13 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 péZniejszymi zmianami).

Mam zatem zaszczyt przedstawié¢ Radzie Dyscypliny Nauki Medyczne Collegium Medicum im. Ludwika
Rydygiera w Bydgoszczy wniosek o dopuszczenie lek. Alicji Harmozy do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.




