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Zakres tematyczny i zawartos¢ Rozprawy

Rozprawa doktorska autorstwa mgr Katarzyny F.ubiech dotyczy niezwykle waznego

zagadnienia zwigzanego z obecnoscig w mleku kobiecym bakterii kwasu mlekowego z
rodziny Lactobacillaceae. Wykrycie przeszio 10 lat temu Lactobacillus gasseri w

mleku matek 1 kale karmionych piersig dzieci dato poczatek poszukiwaniom znaczenia
istnienia mikroorganizméw w mleku kobiecym, ktére wezedniej traktowano jak
zanieczyszczenia. Ostanie lata przyniosly dowody na wielokierunkowe pozytywne
dziatanie mikrobioty mleka matki jako kluczowego czynnika oddziatywujacego na

zdrowie noworodkow, a takze niemowlat i dzieci na dalszych etapach zycia.

Nic wige dziwnego, ze wigkszo$¢ prowadzonych obecnie badan skupia sie na ustaleniu
czynnikéw wplywajacych na r6znorodno$¢ mikrobiologiczna mleka matki oraz

okresleniu skfadu jakosciowego i ilosciowego czesci korowej tego ztozonego

ekosystemu.
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W nurt tych prac doskonale wpisuje si¢ rozprawa Pani mgr Katarzyny Lubiech

przedstawiona mi do recenzjl.

Doktorantka osadza jednak swoje badania nad mlekiem kobiecym w szerszym
kontekscie interpretujgc wyniki prowadzonych eksperymentéw przez pryzmat promocjl

karmienia piersig i wspierania optymalnego sposobu Zywienia noworodka.

Teoretyczny wstgp pracy rozpoczyna sie wiec od opisu istoty i ztozone] roli karmienia
piersig. Nastepnie znajduje si¢ omowienie udokumentowanych i postulowanych
czynnikéw $rodowiskowych, genetycznych oraz immunologicznych ktére determinuja
skiad i funkcjonowanie mikrobiomu mleka matki. Do opisanych we wstepie czynnikOw
ktére wplywaja na obecno$é i typ mikroorganizmow doktorantka odnosi si¢
szczegolowo w badawczej czgsci pracy. Nalezg do nich: wiek matki w chwili porodu,
rodzaj porodu, miejsce zamieszkania, stan zdrowia matki, etap laktacji, sktad mleka pod
katem oligosacharyd6éw, odzywcza wartos¢ pokarmu, restrykcje 1 ZWyczaje Zywieniowe
matki. W dalszych czesciach wstgpu omowione zostaly ostatnie zmiany w taksonomii

przedstawicieli bakterii fermentacji mlekowej ktore sg istotne nie tylko dla nauki, ale

takze z punktu widzenia praktycznego wykorzystania w przemysle.

Przedstawiona do recenzji praca, liczgca 126 stron, ma ukiad typowy 1 po wstepie

znajduje si¢ opis celu pracy 1 przedstawienie hipotez badawczych. Doktorantka przyjela
sobie za cel okredlenie czestoéci wystepowania bakterii nalezacych do Lactobacillaceae
w mleku kobiecym, w populacji polskich kobiet karmigcych piersig oraz
scharakteryzowanie czynnikéw $rodowiskowych oraz matczynych mogacych mie¢
wplyw na jako$¢ mikrobiologiczng mleka kobiecego. Dodatkowym aspektem pracy

bylo okreslenie wiasciwosci bakteril nalezacych do Lactobacillaceae wyizolowanych z

mleka kobiecego oraz mozliwosci ich praktycznego wykorzystania.

Wyznaczony przez doktorantke cel byt bardzo ambitny ze wzgledu na liczne wyzwania 1
ograniczenia zwigzane z technicznymi aspektami badania mikroorganizméw mleka
kobiecego, w szczegblnosci hodowli Lactobacillaceae , ale takze ze wzgledu na ogromng
zmienno$é wewnatrz- i miedzyosobnicza wsrdd drobnoustrojow odnajdywanych w

pokarmie kobiet karmigcych piersia.
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W pracy zastosowano réznorodne metody pozwalajgce na identyfikacje bakteri1 w tym
posiew mikrobiologiczny, ocena mikroskopowa, testy biochemiczne oraz techniki
biologii molekularnej oraz metody spektroskopowe.

Dodatkowo wykorzystano metody hodowli komorkowej do oceny wpltywu metabolitow
postbiotycznych pochodzacych ze szczepow bakterii nalezacych do Lactobacillaceae,
wyizolowanych z mleka kobiecego, na komorki nowotworu piersi linii MCF-7 w
warunkach in vitro. Skorzystano tez z zaplecza sprzgtowego Regionalnego Banku
Mileka w Toruniu do analizy sktadu mleka pod katem odzywczym, a do oceny
zawartosci oligosacharydow w mleku kobiecym zastosowano urzadzenia analityczne
dostepne dzieki nawigzanej wspotpracy z Politechnikg Gdanska

Na uznanie zastuguje wysoka dbato$¢ o prawidlowy dobér metod w celu oznaczenia
wrazliwosci na antybiotyki wyizolowanych szczepow oraz podl6z umozliwiajacych

oznaczanie minimalnego stezenia hamujacego badanych Zwigzkow.

Szeroki wachlarz technik laboratoryjnych i metod analitycznych $wiadczy o wihasciwie

dobranej metodyce umozliwiajacej osiggnigcia zalozonych celéw naukowych.

Moja uwage zwrécit jedynie brak szczegélowego opisu zasad pobierania 1
przechowywania probek mleka - znajduje si¢ tylko wzmianka, ze mleko bylo pobierane
w godzinach porannych z zachowaniem zasad higieny. Tym niemniej uzyskane wyniki
badan mikrobiologicznych mleka pod wzglgdem ogdlnej liczby drobnoustrojow
tlenowych wskazujg na wysoki poziom rezimu higienicznego, gdyz potwierdzono niska

kontaminacje mikrobiologiczng pobranych prébek.

Nie znalaztam tez informacji jaka objeto$¢ pokarmu byla pobierana 1 czy byla ona
poréwnywalna pomigdzy uczestniczkami oraz czy pobierano mleko pierwszej czy
drugiej fazy, w jakiej temperaturze probki byto przechowywane do czasu podzielenia na
porcje na poszczegolne analizy. Tymczasem wskazuje sie, ze réznorodne protokoty
pobierania ludzkiego materiatu do badan mikrobiologicznych sg gldéwnym zZrdédiem
rozbieznych wynikéw — niedawno zaproponowano listg kontrolng STORMS dla
ujednolicenia sposobu prowadzenia 1 raportowania badan w obszarze ludzkie
mikrobioty.

W przypadku recenzowanej pracy materiat badany stanowily prébki mleka pobrane
jednorazowo od 63 uczestniczek, ktére rekrutowano bez wskazania kryteriow

zwiazanych z okresem jaki mingt od porodu. Brak zalozen zwiazanych z wlaczeniem do
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badania kobiet znajdujacych si¢ na okreslonym etapie laktacji oraz przekrojowy
charakter badania bez kontynuacji pobierania probek mleka w kolejnych miesigcach
laktacji powoduje ograniczenia w interpretacji uzyskanych wynikéw, gdyz jednym z
czynnikéw determinujgcych réznorodnosé mikroflory moze by¢ etap laktacji.

W pracy zastosowano autorski kwestionariusz ankiety ktéry byl zrédtem waznych
informacji demograficznych, danych zwiazanych z porodem oraz sposobem zywienia
dziecka w chwili pobierania probki do badania. K westionariusz zawieral tez pojedyncze

pytania o nawyki zywieniowe ktore moga mie¢ potencjalnie znaczenie dla obecnoscl

badanych bakterii.

Wyniki pracy przedstawiono na 42 stronach w przejrzysty sposob ulatwiajacy

zidentyfikowane bakterie nalezgce do Lactobacillaceae liczyta 14 uczestniczek,
podczas gdy u pozostatych 49 nie potwierdzono obecnosci bakterii probiotycznych w
pobranych préobkach. Ze wzglgdu na dysproporcje liczbowa poréwnywanych grup w
wielu przypadkach nie przeprowadzono analiz statystycznych lub nie wykazano

istotnodci statystycznej zauwazonych réznic, co jest obiektywna staboscig pracy.

Pomimo ze wiele z zauwazonych przez doktorantke zaleznosci jest potwierdzeniem
danych literaturowych to jednak na podkreslenie zastuguje fakt, ze przedstawiona do
recenzji praca, wedtug mojej wiedzy, stanowi pierwsze tego typu badanie dotyczace

polskiej populacji kobiet karmiacych piersia.

W toku wielowatkowej, ale uporzadkowanej logicznie, dyskusji autorka zestawila
otrzymane wyniki do dostgpnych danych literaturowych podkreslajac ograniczenia
metodologiczne wplywajace na trudnosci w interpretacji i wnioskowaniu na podstawie
badan wiasnych. Szczegdlnie dotyczy to testow wrazliwo$ci szczepOw bakteril

Lactobacillaceae na poszczegdlne grupy antybiotykow.

Rozprawe konczy zwiezte podsumowanie 1 poprawnie sformutowane wnioski.
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Istotne i oryginalne elementy Rozprawy

Do istotnych elementéw pracy ktore decyduja o jej duzej wartosci naukowe; 1

praktycznej zaliczam:

1. Imponujacy zakres badania pod katem metodologii, zastosowanych technik
laboratoryjnych i narz¢dzi analitycznych.

2. Praktyczny aspekt uzyskanych wynikow w szczegblnosci w zakresie ich
wykorzystania do odtwarzania mikrobioty w utrwalanym mleku kobiecym,
w uzupelnianiu terapii antynowotworowych oraz planowaniu bezpieczne]
antybiotykoterapii dla pacjentek w ciazy i w czasie laktacji

3. Potwierdzenie wysokiej wartosci odzywczej mleka kobiet karmiacych dluzej niz
rok - co ma ogromne znaczenie w kontekscie promocji dtugiego i efektywnego

karmienia piersig w Polsce.

Uwagi krytyczne

1. Najpowazniejszym ograniczeniem przedstawionej do recenzji pracy jest
niewystarczajgca liczba pobranych prébek mleka, ktora zdecydowata o tym, ze
w wielu aspektach nie mozna dokona¢ analizy poréwnawczej pomigdzy obiema
grupami — matek ktérych mleko zawieralo bakterie z Lactobacillaceae oraz tych
w ktorych mleku ich nie zidentyfikowano.

2. Moje watpliwosci wzbudza przedstawienie zmian skfadu mleka w przebiegu
24 miesiecy Jaktacji (wykres nr 4-9) na podstawie wynikow pochodzacych z
analiz sktadu mleka pobranego raz do badania z wiasciwego dla danej pacjentki
etapu laktacji. Pomimo ze przeprowadzona analiza potwierdzita dobrze znane z
literatury zalezno$ci dotyczacy zmian sktadu mleka z uptywem czasu od porodu
to w $wietle wiedzy o réznicach osobniczych 1 réznej dynamice zmian u kazdej

kobiety, takie zestawienie nie wydaje mi sie do konca uzasadnione.
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3. W nawigzaniu do powyzszych uwag zastanawiam sie, dlaczego nie
zdecydowano si¢ na badanie prospektywne przy udziale pacjentek wiaczonych
do badania np. w pierwszym miesigcu laktacji i dlaczego nie wykorzystano
szpitala jako dogodnego miejsca rekrutacji matek noworodkéw.

4. Do analizy wplywu zwyczajéw zywieniowych i diety na obecno$é
mikroorganizméw w mleku matek powinno sie moim zdaniem zastosowa¢
kwestionariusz czgstosci spozycia zywnosci tzw. FFQ (Food Frequency
Questionnaire). Kwestionariusz czestosci spozycia pozwala na uzyskanie
odpowiedzi na pytanie, jak czgsto spozywane sg poszczeg6lne produkty lub
grupy produktow w okreslonym przedziale czasu (dzien, tydzien, miesiac).
Sktadowymi kwestionariusza sg: doktadana lista spozywanych produktéw oraz
informacje o czgstosci spozycia poszczegdlnych produktéw i potraw w
okreslonym czasie w przesztosci np. w minionym miesiacu, pélroczu, roku.
Zadawanie pytania matkom niemowlat ,, jak czesto” bez odniesienia do okresu
czasu np. ,,Jak czgsto w ciggu ostatniego miesigca” jest bardzo ryzykowne,
gdyz wiadomo, ze okres ciazy i laktacji to czas wielu zmian zyciowych takze
tych zwigzanych z codziennym funkcjonowaniem i dieta.

Peiniejsza lista produktéw bylaby szczegdlnie wskazana przy pytaniu o Zywnos¢
wysokoprzetworzong gdyz jest to duzo pekiejsze pojecie niz wskazana

,»ZyWwnos¢ instant”.

Uwagi redakcyjne

Rozprawa zostata przygotowana bardzo starannie i estetycznie pod katem sktadu i

edycji tekstu, z wykorzystaniem wielu kolorowych zdje¢ i schematéw. Juz sama szata

graficzna oktadki zacheca do lektury !

Natknetam si¢ na jedng niesp6jnosé w przywotaniu definicji karmienia piersig za
WHO/APP ktéra najprawdopodobniej wynika z btedu ttumaczenia. W plerwszym
zdaniu rozprawy doktorantka o karmieniu pokarmem kobiecym doprecyzowujac, ze
chodzi o karmienie piersig lub odciagnietym mlekiem kobiecym, tymczasem zgodnie z
definicjg WHO karmienie piersia to karmienie mlekiem kobiecym podanym wprost z
piersi lub odciagnietym. Z takiej definicji karmienia piersig wynika to, ze wg. WHO

dzieci ktore nie sg przystawiane do piersi w pierwszym pétroczu ale sa karmione
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mlekiem odciggnietym sg uznane za karmione wylgcznie piersig o ile otrzymuja

pokarm matki bez dodatku wody, innych napojéw z wyjatkiem podazy witamin 1 lekow.

Whnioski koncowe

Pani Katarzyna Lubiech wykazala si¢ szeroka wiedza z zakresu planowania 1
przeprowadzenia badan z wykorzystaniem prébek na cele zlozonych badan
mikrobiologicznych. Sposob prezentacji wynikoéw pochodzacych z doswiadczen z
uzyciem wielu technik dowodzi takze ze posiadia umiejetnos¢ opracowania bogatego

materiatu biologicznego poddanego wnikliwej analizie.

Przedstawione w niniejszej recenzji uwagi krytyczne sg racze) zach¢tg do dalszych
badan 1 stawiania sobie nowych wyzwan zwigzanych z badaniami mikrobioty mleka
kobiecego, 1 w niewielkim stopniu obnizajg bardzo wysokg warto$§¢ merytoryczng

roZprawy.

Stwierdzam, ze rozprawa p.t ,, Bakterie z rodziny Lactobacillaceae w mleku
kobiecym ,, spetnia wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim, wnosze
wiec o dopuszczenie jej do publicznej obrony i kontynuowanie czynnosci w ramach

przewodu doktorskiego Pani mgr Katarzyny f.ubiech

Podpis

"“klorownlk pracowni badan nad miekiem.
kobiecym i laktacjq
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