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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pani mgr Patrycji Kulas
pt. ,,Cechy determinujace patogeniczno$¢ mikrogrzybow zasiedlajacych przewod

pokarmowy o0s0b zdrowych oraz pacjentéw z rakiem jelita grubego”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Patrycji Kulas (zwanej dalej
Autorka) zostata wykonana pod kierunkiem Pani Promotor prof. dr hab. Marii Dynowskiej
w Katedrze Mikrobiologii i Mykologii Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Podjeta przez Doktorantke tematyka jest szczegodlnie
wazna w aspekcie wyjatkowego znaczenia grzyboéw w przyrodzie, w tym ich istotnego wptywu
na zdrowie czltowieka. Duza réznorodno$¢ a takze szerokie rozprzestrzenienia tej grupy
drobnoustrojéw w $rodowisku, w tym ich zdolno$¢ do zasiedlania ludzkiego organizmu
| znaczacy potencjat chorobotworczy sprawiaja, ze badania nad ta grupa mikroorganizmow
prowadza naukowcy z roznych dziedzin 1 dyscyplin naukowych, w tym biolodzy,
mikrobiolodzy, genetycy, lekarze czy epidemiolodzy. Warto jednoczesnie zwrdci¢ uwage, ze
dotychczasowa wiedza na temat znaczenia grzyboéw obecnych w mikrobiomie cztowieka jest
nadal niewystarczajaca. Nalezy podkresli¢, ze podjeta w pracy tematyka wpisuje si¢ w Kierunek
badan i zainteresowanie naukowe zespolu badawczego Katedry Mikrobiologii i Mykologii
UWM w Olsztynie, w ktorym Doktorantka wykonata swojg prace doktorska.

Autorka w przedstawionej do oceny rozprawie koncentruje si¢ na badaniu grzybow
kolonizujacych przewdd pokarmowy ludzi zdrowych oraz pacjentéow z rakiem jelita grubego.
Przeprowadzone badania poszerzaja aktualny stan wiedzy nie tylko w zakresie znajomosci
mikrobiomu zdrowego cztowieka, ale tez potencjalnych zmian w mikrobiomie zwigzanych
Zz procesem chorobowym. Wartym podkreslenia jest zebranie unikatowego materiatu
badawczego obejmujacego izolaty grzybowe pochodzace zaréwno od oséb zdrowych, jak
I pacjentow ze zdiagnozowanym histopatologicznie rakiem jelita grubego.

Oceniana praca doktorska jest dzietem oryginalnym, zostata przedstawiona w postaci

oprawionego, estetycznie przygotowanego maszynopisu. Zostata napisana starannie,
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poprawnym jezykiem, cechuje si¢ logicznym i przejrzystym uktadem. Obejmuje 97 stron,
w tym 14 tabeli i 2 ryciny. Uktad pracy spelnia wymogi stawiane pracom eksperymentalnym.
Catos$¢ zostata podzielona na rozdziaty, zawiera w kolejnosci wstep (z podrozdziatami),
uzasadnienie wyboru tematu, cel badan, materiat i metody, wyniki (z podrozdziatami),
dyskusje, wnioski, a takze pi$miennictwo, spis tabel i rycin oraz zamieszczone na poczatku
pracy streszczenie w jezyku polskim 1 angielskim oraz spis nazw gatunkéw ze skrotami.

W pierwszym rozdziale zatytulowanym ,Wstep” Autorka w sposob syntetyczny
I wyczerpujacy opisata dotychczasowy stan wiedzy na temat grzybow jako drobnoustrojow
0 potencjale chorobotworczym dla czlowieka. Zwrdcita uwage zar6wno na patogenicznosc
grzybow, jak 1 na czynniki wplywajace i determinujace rozwoj zakazen grzybiczych. Zwrocita
uwage na zroznicowanie 1 szerokie rozprzestrzenienie grzybow w Srodowisku cztowieka,
a takze podkreslita ich czesto oportunistyczny, a wiec warunkowo chorobotwoérczy charakter.
Omowita réznice w etiopatogenezie chorob zwigzanych z grzybami uwzgledniajac nie tylko
grzybice (mykozy), a takze mozliwo$¢ oddzialywania metabolitéw o charakterze toksyn
(mykotoksykozy) i potencjat do wywotywania reakcji alergicznych (mykoalergozy). Cenne jest
zwrocenie uwagi na role biofilmu w rozwoju zakazenia grzybiczego, a takze na produkcje
szerokiego spektrum enzymow, ktoérych wystgpowanie moze sprzyja¢ rozwojowi, penetracji
I namnazaniu grzybow. Autorka podkreslita takze rolg swoistych i nieswoistych mechanizmow
obronnych gospodarza w rozwoju zakazenia grzybiczego oraz przeanalizowata wptyw réznych
czynnikow, ktoére moga predysponowac do zakazenia.

W rozdziale zatytulowanym ,,Uzasadnienie wyboru tematu” Autorka w sposob
zwiezly przedstawita przestanki sktaniajace do podjecia realizowanego tematu, podkreslajac
jednocze$nie mozliwy wptyw choréb, w tym chordb nowotworowych oraz ich leczenia na
zmiany w mikrobiocie i podatno$¢ na rozwdj zakazen grzybiczych. Uzasadnita zar6wno wybor
grupy badawczej, jak i koniecznos¢ podjecia prowadzonych badan.

W kolejnym rozdziale zatytutowanym ,,Cel badan” Autorka jasno przedstawita gléwny

cel pracy obejmujacy nie tylko identyfikacjg, ale tez charakterystyke grzybow kolonizujacych
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rézne ontocenozy 0sob zdrowych i pacjentdw z rakiem jelita grubego oraz przedstawita kolejno
zaplanowane i wykonane zadania badawcze umozliwiajgce realizacj¢ zatozonego celu badan.

W rozdziale czwartym zatytulowanym ,,Material i metody” Autorka opisala
pochodzenie materialu badawczego i metody wykorzystywane w identyfikacji
| charakterystyce badanych izolatow grzybowych. Szkoda, ze przy opisie pochodzenia
materialu badawczego nie zostata zawarta informacja kiedy, tj. w jakim okresie, czy w jakich
latach materiat byl pobierany. Uzupelnieniem bylaby tez informacja o wieku pacjentéw
zar6wno z grupy kontrolnej, jak i pacjentow ze zdiagnozowanym rakiem jelita.

W dalszej czgsci rozdziatu Autorka szczegdlowo przedstawita metody prowadzenia
hodowli grzybow uwzgledniajac rodzaj stosowanych podlozy i warunki hodowli. W sposob nie
budzacy watpliwosci opisata metody identyfikacji otrzymanych izolatow, uwzgledniajac
zardbwno cechy grzybow, ktore byly brane pod uwage przy oznaczaniu, jak i klucze
wykorzystane do okreslania przynaleznosci systematycznej. Wartym podkres$lenia jest uzycie
do identyfikacji izolatow grzybowych spektometrii mas MALDI-TOF - metody, ktora coraz
powszechniej jest stosowana do szybkiej i1 precyzyjnej identyfikacji drobnoustrojow.
W rozdziale ,,Material i metody” Autorka opisata takze metody oceny lekoopornosci grzybow
z uwzglednieniem zaré6wno spektrum testowanych lekow przeciwgrzybiczych, jak 1 wielkosci
stref zahamowania wzrostu, ktore pozwalajg na oszacowanie stopnie wrazliwosci na dany lek.
Wydaje si¢ jednak, ze odwrotnie zamieszczono znak nierownos$ci w podanych w tab. 1.
zakresach wielko$ci stref zahamowania wzrostu dla szczepdw opornych, bowiem przy
szczepach opornych strefa zahamowania wzrostu jest mata lub nawet jest jej brak. Przy opisie
oceny aktywno$ci enzymatycznej zostaly wymienione testowane enzymy i hydrolizowany
substrat, a takze zostata uwzgledniona skala pozwalajaca na okreslenie aktywnosci enzymow.
Autorka doktadnie opisata takze metodg bazujaca na Candida albicans, ktora wykorzystata do
oceny tempa wzrostu grzybow izolowanych z réznych lokalizacji obydwéch grup pacjentow.
Nie do konca jednak jest dla mnie czytelny opis schematu wykonywania odczytu (str. 25): ”...w
pierwszej godzinie inkubacji, pomiary wykonywano co 15 minut, aw 2, 4, 8, 12, 24, 481 72
godzinie co 30 minut”. Z opisu wynika, ze w pierwszej godzinie wykonywano odczyty co 15
minut, a wiec byly to 4 odczyty w ciggu godziny, a kolejne odczyty byty w kolejnych

godzinach. Natomiast nie jest dla mnie do konca jasna informacja o odczytach co 30 minut



B
S
=
<
o
2
(=
=)

Wroctawski

N
~JaRl

WYDZIAEL NAUK BIOLOGICZNYCH

ZAKEAD EKOLOGI DROBNOUSTROJOW | AKAROENTOMOLOGI!
ul. S. Przybyszewskiego 63

51-148 Wroctaw

tel. +48 71375 62 20

zeda@uwr.edu.pl | www.uni.wroc.pl

podana przy kolejnych godzinach. Rownocze$nie, biorac pod uwage wyniki zamieszczone
w tabeli 8. 1 14., wydaje si¢, ze w pierwszych trzech godzinach odczyty byly wykonywane co
30 minut, a nastgpnie w godzinie 4, 6, 12, 24, 48 1 72.

Wyniki przeprowadzonych badan zostaty opisane na 43 stronach i stanowig znaczng
cze¢$¢ pracy doktorskiej. Autorka w sposob staranny opisata zrdznicowanie jako$ciowe
i ilo$ciowe wystepowania grzybow wyizolowanych z jamy ustnej, odbytu i jelita grubego od
pacjentow z grupy kontrolnej (osob zdrowych) i oséb z rakiem jelita grubego, a takze
aktywnos$¢ enzymatyczng izolatow, ich lekoopornos¢ i tempo wzrostu szczepow C. albicans
wyizolowanych z roznych lokalizacji obydwoch grup badanych pacjentow. Wyniki uzyskane
dla grupy kontrolnej zamieszczono w rozdziale V.1, natomiast dla grupy pacjentéw z rakiem
w kolejnym rozdziale (oznaczonym jako V.2). Taki uktad nieco utrudnia S$ledzenie
potencjalnych réznic migdzy badanymi grupami, bowiem poréwnanie wynikow uzyskanych
dla obydwodch grup wymaga prze§ledzenia danych zamieszczonych na roéznych stronach
maszynopisu.

Na niektore otrzymane wyniki warto zwroci¢ szczegdlng uwage. W grupie kontrolnej
Autorka stwierdzita obecnos¢ grzybow u 54,5%, natomiast u chorych w 78,5%. Szkoda, Ze nie
zostalo potwierdzone czy zaobserwowane roznice sg istotne statystycznie. Interesujace jest, ze
od pacjentéw grzyby izolowano albo z jednej, albo z dwdch, albo nawet trzech analizowanych
lokalizacji, przy czym jednoczesna izolacja zardwno z jamy ustnej, jak i odbytu i jelita grubego
byla czeSciej notowana u oséb z rakiem jelita grubego. Warto podkreslié, ze wsrod
zidentyfikowanych grzybow byly nie tylko gatunki, ktore sg czesto izolowane od ludzi, ale tez
gatunki rzadko notowane w mykologii medycznej. Cenne s3 szczegotowe tabelaryczne
zestawienia zidentyfikowanych gatunkow, ktore przedstawiaja ile izolatow i z jakich lokalizacji
zostato uzyskanych (tab. 3.19.). Nieco mylace moze by¢ podanie warto$ci ,,Razem” w tab. 9.,
ktore odnosi si¢ do danych zamieszczonych na kolejnych stronach tej samej tabeli, tj. ,,Razem”
obejmujgce wiersze 1-24, a nastgpnie osobno wiersze 25-51, przy braku podania tacznej
wartosci dla liczby izolatéw, a wigc obejmujacych wiersze 1-51 (catkowita liczba uzyskanych
izolatow podana jest w tekscie). Wartosciowe jest rowniez zbiorcze zestawienie zamieszczone
w tabelach 4. i 10., ktore w sposob czytelny ukazuje jakie gatunki byly izolowane

Z poszczegolnych lokalizacji. Wyniki dotyczace wyizolowanych gatunkéw warto byloby,
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moim zdaniem, uzupetnic¢ o poréwnanie przydatnosci wykorzystanych przy identyfikacji metod
klasycznych (identyfikacja w oparciu o cechy makroskopowe, mikroskopowe i biochemiczne)
z zastosowang spektrometrig mas MALDI-TOF.

Warto$ciowa czesécig pracy jest ocena aktywnosci enzymatycznej wyizolowanych
grzybdw, przy czym zwraca uwage fakt, iz grzyby izolowane od pacjentow z rakiem jelita
grubego z reguly cechowaly si¢ wyzsza aktywno$cig enzymatyczng niz grzyby pozyskane od
pacjentow zdrowych. Réwnoczesnie, biorac pod uwage zréznicowang liczbe testowanych
izolatoéw poszczegdlnych gatunkow grzybow z réznych lokalizacji, zastanawia mnie, czy
podana warto$¢ aktywnosci enzymow (od 1 do 5) dotyczyta izolatu cechujacego si¢ najwyzsza
aktywno$cig enzymatyczng, czy srednig, czy wybranego izolatu, czy tez moze wszystkie izolaty
z danej lokalizacji cechowaly si¢ jednakowa aktywno$cig.

Interesujace sa dane dotyczace zréznicowanej wrazliwosci izolatéw na leki
przeciwgrzybicze. Cenne jest wykazanie, ze wsrod testowanego szerokiego spektrum lekoéw
przeciwgrzybiczych amfoteracyna B jest antymykotykiem, na ktérego dziatanie nie
odnotowano opornosci zarowno wsrdd szczepow izolowanych od pacjentow zdrowych, jak
I izolatow otrzymanych od pacjentow z rozpoznanym rakiem jelita grubego. Wazne jest tez
wykazanie, ze wysoki odsetek izolatow jest opornych na nystatyne. Nie bardzo jednak
rozumiem jak zostata okreslona ,,$rednia wrazliwo$¢” na flucytozyne 5 mg oszacowana na 40-
50% (str. 34). Nie jest tez dla mnie do konca jasne jak, biorac pod uwagg liczbe otrzymanych
izolatow poszczegdlnych gatunkow grzybow z okreslonych lokalizacji, obliczono odsetek
szczepOw opornych, stabo wrazliwych, wrazliwych, czy wtornie opornych (np. tab. 7. dane
dotyczace zréznicowanej wrazliwosci Rhodotorula minuta izolowanego z jamy ustnej przy
uwzglednieniu wczesniejszych danych zamieszczonych w tab. 4., informujacych o uzyskaniu
tylko jednego izolatu z tej lokalizacji). Mam réwniez pewne watpliwo$ci porownujac niektore
wartosci podane w tekscie z danymi z tabeli, np. w tek$cie (str. 34) przy opisaniu najnizszej
wrazliwosci C. glabrata na flucytozyne 5 mg podano w nawiasie zakres od 15 do 18%,
natomiast w tabeli 7 nie widze wartosci 15% dla wrazliwych szczepow C. glabrata. Doszto tez

chyba do omytkowego, kilkukrotnego podania wartosci 33% w tab. 13. (dla odsetka szczepow
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stabo wrazliwych na flucytozyng). W tabeli 7. nie widze¢ natomiast danych dotyczacych
wynikow uzyskanych dla ketokonazolu, amfoterycyny B i nystatyny.

Interesujaca czescig wynikoéw jest analiza tempa wzrostu przeprowadzona w oparciu o
izolaty C. albicans pochodzace z jamy ustnej, odbytu i jelita grubego pacjentow obydwoch
badanych grup pacjentow. Wyniki tych analiz nie tylko opisano w teks$cie, ale tez szczegdélowo
przedstawiono na rycinach (ryc. 1. 1 2.) oraz w tabelach (tab. 8. i 14.; domyslam si¢, ze legenda
zamieszczona pod tabelg 8. dotyczaca wyjasnien znaczenia podawanych cyfr odnosi si¢ tez do
tabeli 14.). Wykazano zréznicowanie migdzy poszczegdlnymi szczepami nawet izolowanymi
z tej samej lokalizacji, a takze wskazano na réznice miedzy izolatami pochodzacymi od oséb
zdrowych i chorych.

Generalnie uwazam, ze uzyskane przez Autorke wyniki sg bardzo ciekawe, istotne
zardwno z poznawczego, jak i aplikacyjnego punktu widzenia, pewien moj niedosyt budzi brak
szczegotowej analizy statystycznej.

Warto$ciowa czescig pracy jest dyskusja, w ktorej Autorka w sposob dojrzaty omowita
uzyskane wyniki. Doktorantka dobrze orientuje si¢ w literaturze zarowno polsko- jak
I anglojezycznej dotyczacej tematyki prowadzonych badan. Wskazata na grzyby nie tylko jako
komponent fizjologicznej mikrobioty cztowieka, ale tez na role, jakg moze odegra¢ ta grupa
mikroorganizmow w przebiegu choréb nowotworowych. W tej czesci rozprawy szczegdlng
uwage zwrocita na podkreslenie i wyjasnienie zaobserwowanych podobienstw i roznic
w mykobiocie migdzy pacjentami zdrowymi a pacjentami z chorobami nowotworowymi.
W oparciu o dostepng literature przedstawita znaczenie 1 potencjalng role chorobotwoércza
wykrytych gatunkow grzybow, zardwno tych, ktore z przewodu pokarmowego izolowane s3
dos$¢ czgsto, jak i tych rzadko izolowanych, a wykrytych w recenzowanej rozprawie. Dobrze
napisana jest tez czg¢$¢ dyskusji odnoszaca si¢ do znaczenia aktywnos$ci enzymow
W patogenicznosci, lekoopornosci i szacowania tempa wzrostu badanych izolatow C. albicans
szczegoOlnie w kontekscie porownania szczepdw pochodzacych od 0s6b zdrowych 1 pacjentow
z rozpoznanym rekiem jelita grubego. Cenne jest zwrocenie uwagi na fakt, ze obecnosc¢ i cechy
grzybow u pacjentdéw z nowotworami moga by¢ nastepstwem rozwoju choroby, ale tez nie

nalezy wykluczy¢, ze grzyby rozwijajace si¢ wczesniej mogg by¢ czynnikiem karcinogennym.
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Interesujagcym jest tez zwrdcenie uwagi na mozliwe interakcje zachodzace miedzy
mikroorganizmami z réznych grup systematycznych.

W rozdziale ,,Wnioski” Autorka w sposob zwiezty w 9 punktach przedstawita
najwazniejsze osiagniecia wynikajace z pracy. Do istotniejszych, moim zdaniem, osiggnig¢é
nalezy:

e wykazanie w badanym materiale obecnosci roznych taksonéw grzybow, w tym
gatunkow stosunkowo rzadko notowanych w przewodzie pokarmowym,

e zwrdcenie uwagi na podobienstwa i roznice w mykobiocie izolowanej od 0sob
zdrowych i pacjentow z rozpoznanym nowotworem jelita grubego,

e wykazanie zroznicowanej aktywnosci enzymatycznej, obfitosci i szybkosci
wzrostu migdzy izolatami grzybow uzyskanymi od 0sob zdrowych, a izolatami
pozyskanymi od 0s6b z rozpoznanym nowotworem jelita grubego,

e stwierdzenie wysokiej i bardzo wysokiej lekoopornosci opornosci wsrod
grzybow izolowanych z przewodu pokarmowego.

Zacytowane pi$miennictwo zostato trafnie dobrane, obejmuje 129 pozycji (w spisie
praca autorstwa Troska 1 wsp. 2017 zostala podana dwukrotnie). Warto podkresli¢ wysoki
udziat cytowanych prac anglojezycznych z ostatnich lat opublikowanych w renomowanych
czasopismach.

W mojej ocenie praca nie zawiera istotnych btedéow rzeczowych. Poza pewnymi
uwagami, o ktorych pisatam wczesniej, zauwazytam drobne niescistosci 1 bledy edytorskie,
ktore podaje ponize;j.

Nalezy pisac¢ kursywa wszystkie nazwy gatunkowe i rodzajowe (zarowno w tekscie, jak
I w tabelach oraz w tytutach cytowanych publikacji). Warto jednoczes$nie zwrdci¢ uwage, ze
nazwy rodzajowe powinno si¢ pisa¢ kursywa takze wtedy, gdy wystepuja samodzielnie, tj. bez
nazwy gatunkowej.

Do drobnych bledoéw interpunkcyjnych nalza m.in. zbedne/nadmierne przecinki, spacje,
kropki (te jednak uchybienia sg nieliczne). Warto ujednolici¢c wykorzystanie znakoéw
interpunkcyjnych, np. w spisie literatury (przy cytowaniu rozdzialow ksigzek konsekwentne
uzywanie ,,W:” lub ,,(W:)”, ,,[W]”, czy [W:]”).. Przy cytowaniu literatury warto zachowac
jednolity styl, np. konsekwentnie podawac jedynie skroty tytutdéw czasopism (petne tytuty sa
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np. przy pracy Douglas 2003, Dynowska i in. 2005), czy podawaé nazwiska wszystkich
autorow (nazwisko tylko trzech pierwszych autorow podane jest przy pracy Bizerra i in. 2008).
Warto tez uzupehi¢ nazwe wydawnictwa przy pracy Larone 2002. Do innych nieznacznych
btedow nalezy zwrdcenie uwagi na konsekwentne wykorzystanie spojnika ,,i” przy podawaniu
trzech nazwisk autoréw cytowanych publikacji (str. 71, 13 linia od dotu, str. 72 14 linia od
dotu), konsekwentne pisanie kapitalikami nazwisk autoréw cytowanych prac (str. 78, 8 linia od
gory). W spisie nazw gatunkow ze skrotami nalezy konsekwentnie przy kazdym gatunku podaé
rok (brak przy Candida glabrata). Warto tez zwrdci¢ uwage na unikanie skotow myslowych i
jezyka potocznego (np. str. 73 ,,Jest réwniez podawany ze skory owtosionej cztowieka...”, str.
80 ,,Patrzac na wyniki..”, str. 81 ,,Analiza .... nie przyniosta zbyt obiecujacych wynikow”).
Nalezatoby rowniez ujednolici¢ skroty czy nazwy dotyczace antybiotykow. Mozna sie
domysla¢, ze wszystkie okreslenia, tj. SFV (str. 22 i dalsze), 5-flucytozyna (str. 34), 5-
fluorocytozyna (str. 81), 5 FC (str. 81) dotyczg flucytozyny 5 mg, a F110 (str. 22 i dalsze), FL
10 mg (str. 55), F1 10 (str. 37, 59) dotycza flukonazolu 10 mg. Nalezy tez zwrdci¢ uwagg przy
podawaniu jednostek dotyczacych dawek badanych antybiotykow (np. str. 81- flukonazol 10
mg, czy 10 pg; flukonazol 25 mg, czy 25 pg).

Podsumowujac checialabym podkresli¢, ze wymienione powyzej uwagi maja charakter
drugoplanowy i nie wplywaja na zasadniczg czg¢$¢ pracy. Rozprawa doktorska Pani mgr
Patrycji Kulas wpisuje si¢ w kierunek badan prowadzonych w Katedrze Mikrobiologii
i Mykologii Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego
w Olsztynie i dostarcza nowych danych o0 réznorodnosci mikrogrzybow zasiedlajgcych
przewod pokarmowy 0so6b zdrowych oraz pacjentéw z rakiem jelita grubego.

Whiosek koncowy. Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Patrycji
Kulas pt. ,,Cechy determinujace patogeniczno$¢ mikrogrzybow zasiedlajacych przewod
pokarmowy o0sob zdrowych oraz pacjentéw z rakiem jelita grubego” spetnia wymogi
stawiane rozprawom doktorskim, w zwigzku z tym wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny
nauki biologiczne Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie Pani

mgr Patrycji Kulas do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



