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Ocena formalna:

Temat rozprawy doktorskiej Pani mgr Matgorzaty Smoguly sformutowany zostat
prawidlowo i w petni oddaje cele oraz zalozenia badaf. Rozprawe doktorskg stanowi cykl
czterech spojnych tematycznie publikacji dotyczacych czgstodci wystepowania inwazji
wywolywanych przez pasozytnicze pierwotniaki oraz wpltywu wybranych czynnikow
fizycznych, chemicznych i biologicznych na przezywalnos¢ i wykrywanie form rozwojowych
pierwotniakéw na przykladzie Giardia intestinalis 1 Toxoplasma gondii. W skiad cyklu
wchodzi jedna praca przegladowa i trzy prace oryginalne, ktére zostaly opublikowane
w latach 2022-2023 w czasopismach o zasiegu migdzynarodowym. Sg to nastgpujace prace:

1. Smoguta M., Mila-Kierzenkowska C., Szewczyk-Golec K. The influence of selected
factors on the detection of Giardia intestinalis by microscopic and immunoenzymatic
methods. Iran. J. Parasitol. 2023;18: 30-37 (IF=1.217, MEiN=70 pkt),

2.  Smoguta M., Wesolowski R., Pawlowska M., Mila-Kierzenkowska C. Influence of
selected factors on the survival assessment and detection of Giardia intestinalis DNA in

axenic culture. Pathogens 2023;12:316 (IF=4.531, MEIN=100 pkt),



3. Smogula M. Pawlowska M., Wesotowski R., Szewczyk-Golec K., Mila-
Kierzenkowska C. Seroprevalence of Toxoplasma gondii in people at an increased risk of
HIV infection — a pilot study. Diagn. Lab. 2022;58:9-14 (MEiN=40 pkt),

4.  Wesolowski R., Pawlowska M., Smoguta M., Szewczyk-Golec K. Advances and
challenges in diagnostics of toxoplasmosis in HIV-infected patients. Pathogens
2023;12:110 (IF=4.531, MEiN=100 pkt).

Wszystkie prace s3 opracowaniami zbiorowymi, w trzech z nich Doktorantka jest
pierwszym autorem. Sumaryczny wspétezynnik oddziatywania (impact factor, IF) czasopism,
w ktérych zamieszczono te prace zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 10.279, a
punktacja wedtug Ministerstwa Edukacji i Nauki (MEiN) wynosi 310.

Uktad pracy doktorskiej jest zgodny z zasadami przyjetymi dla tego typu opracowan, a
na podkreslenie zashuguje duza przejrzysto$é wynikajaca z wilasciwie przyjetej koncepcji
przygotowania rozprawy. W rozprawie doktorskiej krétko oméwiono przeprowadzone
badania. Zawarto w niej kolejno wykaz skrétoéw, wstep, cel pracy, opis czesci doswiadczalnej
pracy, oméwienie wynikéw z dolaczonymi kopiami publikacji, podsumowanie i wnioski,
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, pismiennictwo, wykaz tabel i rycin, a takze
zatgezniki. Do rozprawy doktorskiej zostaty dotaczone pisemne o§wiadczenia wspolautorow
wyzej wymienionych publikacji o ich udziale w przygotowaniu poszczegblnych prac i zgoda

Komisji Bioetycznej na wykonywanie opisanych w pracy badan.

Merytoryczna ocena pracy:

Podjete przez Doktorantke badania dotyczg bardzo waznego problemu zZwigzanego
z ochrong zdrowia. Giardioza wywolana przez kosmopolitycznego pierwotniaka
G. intestinalis jest jedng z choréb pasozytniczych przewodu pokarmowego. W Polsce liczba
zarazonych osob nie przekracza kilku procent. Inwazja zwykle przebiega skapoobjawowo lub
bezobjawowo. Zarazony pasozytem zywiciel wraz z kalem wydala formy inwazyjne - cysty,
ktére w wilgotnym $rodowisku przez dhugi okres pozostajg inwazyjne. Sg one oporne
na dziatanie wigkszodci srodkéw dezynfekujacych, w tym rutynowe chlorowanie wody.
W diagnostyce laboratoryjnej w celu wykrycia cyst G. intestinalis wykorzystuje sie trzykrotne
mikroskopowe badanie rozmazéw bezposrednich katu i preparatow uzyskanych po
zastosowaniu zageszczajacych metod sedymentacyjnych. Ponadto wykorzystuje sie
wykrywanie swoistych koproantygenéw w kale z wykorzystaniem komercyjnych testéw
immunoenzymatycznych (ELISA). Rzadko bada si¢ tresé dwunastnicza, w ktérej poszukuje

si¢ trofozoitéw G. intestinalis. W ostatnim czasie wprowadzono immunochromatograficzne



testy paskowe, ale maja one mniejsza warto$¢ diagnostyczng ze wzgledu na niskg ich czutosé.
Metod molekularnych nie wykorzystuje si¢ w rutynowej diagnostyce giardiozy, a jedynie w
badaniach naukowych i epidemiologicznych, do okreslenia genotypu pasozyta. Zauwazono,
7e wplyw na wykrywanie form pasozyta mogg mie¢ inne patogeny wystepujace w kale lub
substancje chemiczne.

Innym pierwotniakiem czesto notowanym w Polsce jest 7. gondii. Toksoplazmoza jest jedng z
najczesciej wystepujacych inwazji oportunistycznych u chorych z obnizonym poziomem
odpornosci, w tym u os6b zakazonych wirusem HIV. W przeciwienstwie do oséb
immunokompetentnych, u ktérych inwazja przebiega najczedciej bezobjawowo, u pacjentow z
obnizonym poziomem odpornodci inwazja ma przebieg cigzki z licznymi powiktaniami,
nierzadko koriczy sie zgonem. Rozpoznanie zarazenia 7. gondii u pacjentéw z uposledzonym
ukladem immunologicznym nie jest latwe, a wczesne wykrycie zarazenia pasozytem moze
zapobiec rozwojowi ciezkiej postaci toksoplazmozy. Dlatego badania dotyczace oceny
czestosci wystepowania giardiozy oraz toksoplazmozy sg bardzo wazne, szczegOlnie u 0séb o
obnizonym poziomie odpornosci. Ponadto wazna jest identyfikacja czynnikéw wptywajacych
na przezywalno$¢ i wykrywanie form rozwojowych pierwotniakéw zaréwno w materiale
pobranych od zarazonej osoby, jak i w probach §rodowiskowych. Podjete przez Doktorantke
badania uwazam za niezwykle wazne z punktu widzenia zardwno poznawczego, jak rdwniez
praktycznego.

We wstepie pracy Doktorantka uzasadnita potrzebe prowadzenia badan i przejrzyscie
przedstawita podstawy naukowe rozprawy. Uwzgledniajac aktualne pi$miennictwo mgr
Malgorzata Smoguta scharakteryzowala epidemiologie, cykl zyciowy, chorobotworczosé i
leczenie inwazji wywolanych przez G. intestinalis i T. gondii. Ta czgs¢ pracy jest napisana
zwiezle, czytelnie i jest bardzo dobrze skonstruowana. Zawiera bogats dokumentacje
omawianych zagadnien. Informacje zawarte w tej czgsci pracy swiadczg o glebokiej analizie
dostepnego  pi$miennictwa przed podjeciem badan. Jednak w opisie metod
wykorzystywanych w diagnostyce zarazenia T. gondii brakuje opisu metody
immunofluorescencji posrednie;.

Cele rozprawy doktorskiej sa klarowne i zawierajg uzasadnienie podj¢tych badan.
Gléwnymi celami badan byta ocena prewalencji choréb wywotywanych przez pasozytnicze
pierwotniaki, a takze analiza wplywu wybranych czynnikéw fizycznych, chemicznych i
biologicznych na przezywalno$¢ i wykrywanie form inwazyjnych jednokomérkowych
pasozytoéw na przykladzie G. intestinalis i T. gondii.



Rozdziat ,,Czg$¢ doswiadczalna™ zostat podzielony na pigé czesci stanowiacych etapy
badan. Rozdzial ten zostat przygotowany starannie i umozliwia innym badaczom powtérzenie
badan. Prébki kahi pacjentéw badano na obecno$¢ odpowiednio: G. intestinalis metodami
mikroskopowa i immunoenzymatyczna (I etap). Nastepnie do wybranych probek kahu
zawierajacych cysty G. intestinalis dodawano szczepy bakteryjne (Salmonella enteritidis,
Shigella sonnei i Yersinia enterocolitica), norowirusy i substancje dodawane do zywnosci
(sorbinian potasu, gume¢ guar, glutaminian monosodowego i kwas cytrynowy), po czym
badano prébki metodami mikroskopowymi i immunoenzymatycznymi (etap II). Etap III
badan polegat na badaniu zywotnosci i DNA trofozoitéw G. infestinalis pochodzacych z
hodowli aksenicznej poddanych wptywowi wybranych czynnikéw fizycznych i chemicznych,
W tym promieniowania UV, temperatury, etanolu, $rodkéw dezynfekcyjnych, alkoholu
benzylowego, podchlorynu sodu, formaliny, kwasu cytrynowego, maltodekstryny, cytrynianu
sodu, mleczanu wapnia, glikolu propylenowego, benzoesanu sodu, wodoroweglanu sodu i
10% NaOH. Do badan wykorzystano metode mikroskopowg i real-time PCR. Ponadto w
surowicy krwi pobranej od oséb o wysokim ryzyku zakazenia wirusem HIV oznaczano
przeciwciata anty-HIV-1/HIV-2, antygen p24 oraz przeciwciala w klasie IgM i IgG
przeciwko 7. gondii z wykorzystaniem metody enzymoimmunofluorescencyjnej (etap IV).
Dokonano takze analizy aktualnego piSmiennictwa naukowego dotyczacego metod
diagnostycznych wykorzystywanych do wykrywania zarazenia 7. gondii u 0s6b z obnizonym
poziomem odpornosci (etap V).

Rozdziat ,,Omoéwienie wynikow” jest syntetycznym przedstawieniem wynikéw badaf
zawartych w czterech publikacjach Doktorantki. Na poczatku tej czesci pracy Doktorantka
oméwita niepublikowane dane dotyczace czesto$ci wystepowania G. infestinalis u 0séb
pochodzacych z terenu wojewoddztwa kujawsko-pomorskiego. Analizujge dane pacjentéw
badanych w latach 2000-2018 w Wojewodzkiej Stacji Sanitarno-Epidemiologicznej w
Bydgoszezy stwierdzita, Ze czestos¢ wystepowania G. infestinalis u tych pacjentéw byt
zmienny na przestrzeni lat i wynosi od 0,16 do 0,85% ($rednio 0,47%).

Celem pierwszej pracy Doktorantki opublikowanej w Iranian Journal of Parasitology
byla analiza wplywu wybranych czynnikéw biologicznych, w tym szczepéw bakteryjnych,
wiruséw oraz substancji chemicznych stanowigcych dodatek do zywnosci na skutecznogé
wykrywania cyst G. intestinalis kale pacjentéw. Nie odnotowano wpltywu wystepowania
bakterii i wiruséw w kale na wynik badania na obecno$é G. intestinalis, natomiast dodanie

sorbinianu potasu i kwasu cytrynowego spowodowalo spadek wykrywalnodci pasozyta.



Jednak wedlug mnie wniosek, ze kwas cytrynowy dodawany do zywnosci jako
przeciwutleniacz moze zwigkszac jej bezpieczenstwo przeciwpasozytnicze jest spekulacja.

W pracy zamieszczonej w International Journal of Molecular Sciences analizowano
wplyw wybranych czynnikéw fizycznych i chemicznych, w tym $rodkéw dezynfekujacych i
konserwujacych na oceng¢ przezywalnosci 1 wykrywanie DNA G. intestinalis W hodowli
aksenicznej. Brak ruchu trofozoitow G. intestinalis stwierdzono w przypadku zastosowania
promieniowania UV, réznych wartodci temperatury, etanolu, $rodkéw dezynfekcyjnych,
kwasu cytrynowego E330, benzoesanu sodu 1 10% roztworu NaOH. Natomiast podchloryn
sodu, formalina i wodoroweglan sodu wplynely na wykrywanie materialu genetycznego
pierwotniaka.

W pracy zamieszczone] w Diagnosiyce Laboratoryjnej analizowano miano
przeciwciat przeciwko 7. gondii w surowicy 0s6b o wysokim ryzyku zakazenia wirusem HIV
pochodzacych z wojewodztwa kujawsko-pomorskiego. U ponad potowy badanych
stwierdzono przeciwciata klasy IgG przeciwko T gondii, natomiast u zadnej z badanych osob
nie stwierdzono przeciwcial klasy IgM. Wysoki wskaznik awidnosci przeciwciat IgG
odnotowano w ponad 90% prébek seropozytywnych. Wirusa HIV wykryto u jednego
pacjenta, u ktorego stwierdzono réwniez przeciwciata przeciwko T. gondii w klasie IgG.
Wiyniki badan dowodza wysokiej seroprewalencji 7. gondii wéréd badanych 0séb z grupy
wysokiego ryzyka zakazenia wirusem HIV.

W czwartej pracy zamieszczonej Pathogens dokonano przegladu metod
diagnostycznych wykorzystywanych do wykrywania zarazenia 7. gondii u ludzi, zwracajac
szczegbdlng uwage na pacjentow zakazonych wirusem HIV. ZauwazZono, ze metody
molekularne sa metodami czutymi i specyficznymi pozwalajacymi na whasciwe
monitorowanie przebiegu inwazji, zwlaszcza u pacjentow zakazonych wirusem HIV.

Przedstawione do oceny prace majg duzg wartos¢ merytoryczng. S3 oryginalnymi
opracowaniami aktualnego i istotnego problemu dotyczacego epidemiologii i diagnostyki
zarazenia G. intestinalis i T. gondii. A wyniki w znacznym stopniu poszerzajg wiedzg
dotyczacg wplywu roznych czynnikéw na cysty i trofozoity G. intestinalis. Problemy
badawcze podjete przez Doktorantke sg bardzo istotne, opracowanie zawiera elementy
nowatorskie i wnosi nowe dane w zakresie biologii medycznej. Swiadczy to takze
o bardzo dobrej znajomosci przedstawionego problemu. Badania byly dobrze zaplanowane,
przeprowadzone, a ich wyniki opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych.
Maja one charakter nowatorski o charakterze poznawczym. Ponadto Doktorantka wykazata
sie duzymi umiejgtnosciami w krytycznym oméwieniu otrzymanych wynikéow. Wysoki



poziom naukowy opublikowanych prac i znaczacy w nich udziat Doktorantki dokumentuje
bardzo dobre opanowanie warsztatu badawczego.

Na podstawie uzyskanych wynikéw Pani mgr Matgorzata Smoguta stwierdzita, ze
wystgpowanie innych organizméw w kale nie wplywa na wynik badania w kierunku G.
intestinalis z wykorzystaniem metod mikroskopowych i immunoenzymatycznych, natomiast
kwas cytrynowy zmniejsza wykrywalnosé tego pierwotniaka. Badane czynniki fizyczne i
chemiczne wplywaja na wykrywalnosé trofozoitéw G. infestinalis pochodzacych z hodowli
aksenicznej, w przeciwienstwie do metody real-time PCR. Nie stwierdzono ostrej fazy
toksoplazmozy u 0s6b badanych w kierunku obecnosci wirusa HIV.

Pi$miennictwo zawiera 66 aktualne pozycje. Na podkreslenie zastuguje zaréwno
trafny ich dobér, jak i aktualnosé.

W streszczeniu Doktorantka przedstawila podsumowanie zagadnien oméwionych

w publikacjach.
Doktorantka w kilku miejscach nie ustrzegta sie drobnych blgdéw. Na przyktad na stronie 8
jest napisane przeglad epidemii choréb przenoszonych przez wodg oraz zarazona osoba moze
wydala¢ okoto 108 do 1010 cyst dziennie aby doszto do zarazenia, na stronie 9 mitochondria
oddechowe, podtuzne podwéjne rozszczepienie (strona 10), ogrodnictwo golymi rekami
(strona 16) i w suchych warunkach (strona 17). Uwagi te wynikaja z obowigzku recenzenta,
ale nie wptywaja na warto$¢ merytoryczna ocenianej pracy.

Podsumowujac - przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma duza wartos¢
merytoryczna, stanowi warto$ciowe i interesujgce opracowanie naukowe. Problemy badawcze
podjgte przez Doktorantke sg bardzo istotne, opracowanie zawiera elementy nowatorskie i
wnosi nowe dane w zakresie nauk medycznych. Swiadczy to  takze
0 bardzo dobrej znajomosci przedstawionego problemu i umiejgtnosci postugiwania sig
réznymi metodami badawczymi. Badania byly dobrze zaplanowane i przeprowadzone.
Doktorantka wykazala si¢ duzymi umiejetnosciami w krytycznym oméwieniu otrzymanych
wynikow.

Uzasadnienie:

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Matgorzaty Smoguly w pelni spetnia
warunki okreslone w ustawie dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym, oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2017 r., poz. 1789 ze zm.).
Dlatego zatem do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Collegium Medicum im.
Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy o dopuszczenie Pani mgr Malgorzaty Smoguly do



dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednocze$nie z uwagi na nowatorski charakter
badan, ich kompleksowos$¢ i duzg warto§¢ merytoryczng wnioskuje do Wysokiej Rady o
wyroéznienie pracy doktorskiej mgr Malgorzaty Smoguty.







