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RECENZJA
Rozprawy doktorskiej mgr Kamili Kuleszy

»Drozdze izolowane ze $ledzia battyckiego (Clupea harengus membras L.)

potawianego do celéw konsumpcyjnych”

Podstawg formalng sporzadzenia niniejszej recenzji jest pismo Pani prof. dr
hab. Niny Smolinskiej, Przewodniczacej Rady Naukowej Dyscypliny nauki
biologiczne, z dnia 16.10.2023 r., w ktérym zostatam poinformowana o powierzeniu
mi funkcji recenzenta rozprawy doktorskiej mgr Kamili Kuleszy zatytutowane;
,Drozdze izolowane ze $ledzia battyckiego (Clupea harengus membras L.)

potawianego do celéw konsumpcyjnych”

Ocena formalna

Przedfozona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Kamili Kuleszy zostata
wykonana w Katedrze Mikrobiologii i Mykologii Wydziatu Biologii i Biotechnologii
Uniwersytetu Warmirisko-Mazurskiego w Olsztynie pod kierunkiem dr hab. Anny
Biedunkiewicz.

Praca zostata przygotowana w formie monografii, z zachowaniem struktury
zgodnej z ogolnymi zasadami i wymogami stawianymi rozprawom doktorskim. Tytut
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dysertacji jest zgodny z jej treScig merytoryczng. W rozprawie Autorka zamiescita
streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wstep, cel badan i hipotezy badawcze,
opisata wykorzystywany materiat i stosowane przez nig metody, jak rowniez wyniki,
dyskusje, wnioski, pisSmiennictwo, spis tabel, rycin, tablic i zatgcznikow oraz zatgczniki.
Catos¢ dysertacji obejmuje 197 stron.

Wstep do dysertacji obejmuje sze$¢ podrozdziatbw wprowadzajgcych w
wyczerpujgcy sposéb w problem, ktéry Doktorantka zamierza rozwigzac. W czesci
dotyczacej oméwienia celu badawczego mgr Kulesza sformutowata dwie hipotezy
badawcze, jasno przedstawita cel badan i sze$¢ zaplanowanych do wykonania zadan
badawczych. Wyniki uzyskane podczas realizacji pracy doktorskiej zostaty
przedstawione w atrakcyjnej i przejrzystej formie graficznej i szczegétowo opisane.
W rozdziale Dyskusja Doktorantka interpretuje uzyskane wyniki oraz przeprowadza
ich analize w kontekscie istniejacej literatury naukowej. Pismiennictwo, na ktore
powotuje sie mgr Kamila Kulesza jest dobrze dobrane i merytorycznie uzasadnione.
W koncowej czesci pracy Doktorantka przedstawia wnioski wynikajace z
przeprowadzonych badan, implikacje jakie maja uzyskane wyniki oraz sugeruje
mozliwe rozwigzania zaobserwowanego przez nig problemu.

Monografia stanowigca podstawe rozprawy doktorskiej zostata napisana
poprawnie pod wzgledem gramatycznym, stylistycznym i leksykalnym i stanowi
bardzo uporzgdkowane opracowanie charakterystyczne dla tego typu prac

naukowych.

Ocena merytoryczna
Znaczenie i aktualno$é zagadnien zaprezentowanych w rozprawie doktorskiej

Tematyka badawcza pracy doktorskiej mgr Kuleszy dotyczy interesujgcego
zagadnienia jakim jest mykobiota ryb zyjacych w §rodowiskach stonych.

Wszystkie kregowce, w tym ryby, moga byé zasiedlane przez grzyby
mikroskopijne o zréznicowanym statusie troficznym i taksonomicznym. Jednak ryby
stonowodne s3g rzadko opisywane jako nosiciele drozdzy workowych i
podstawkowych. Nalezy podkresli¢, ze wiekszo$¢ dostepnych danych literaturowych
dotyczy wystepowania drozdzy u osobnikéw chorych lub zyjacych w akwakulturach
stodkowodnych. Poszerzenie wiedzy na temat réznorodnosci gatunkowej drozdzy
izolowanych z ontocenoz zdrowych osobnikéw ryb stonowodnych, zwtaszcza
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gatunkéw potawianych do celéw konsumpcyjnych, wydaje sie by¢ zagadnieniem
istotnym i wymagajgcym szerszych badan. Dane literaturowe sugeruja, ze zbiorniki
wodne moga stanowic¢ jeden z najwiekszych rezerwuaréw grzybow chorobotwdérczych
i potencjalnie chorobotwérczych dla cztowieka. Szacuje sie, ze ws$rod licznie
wystepujacych w srodowisku wodnym drozdzy, okoto 200 gatunkdw to patogeny.

Istote tej problematyki Doktorantka opisuje w 20 stronnicowym wstepie cytujgc
aktualne doniesienia literaturowe dotyczace przedstawionej problematyki badawczej.
Nastepnie mgr Kulesza definiuje hipotezy i cel badawczy rozprawy, ktéry brzmi:
,Ocena rdéznorodnosci gatunkowej drozdzy kolonizujgcych rézne ontocenozy
zdrowych osobnikébw $ledzia battyckiego (Clupea harengus membras L.),
potawianego do celéw konsumpcyjnych, z uwypukleniem metod identyfikacji i
wiasciwosci  biochemicznych  wyizolowanych mikrogrzybéw”. Do realizacji
zamierzonego celu Doktorantka zaproponowata 6 zadan badawczych, ktére obejmuja:
(I) Okreslenie zrdéznicowania taksonomicznego drozdzy w badanych ontocenozach
poprzez identyfikacje tych grzybéw metodami klasycznymi i molekularnymi. (ll)
Wyselekcjonowanie izolatéw nalezacych do konkretnych gatunkéw i ich identyfikacje
komercyjnymi testami. (Ill) Ocene skutecznosci identyfikacji wybranych izolatow
drozdzy na podstawie zdolnosci do asymilacji weglowodanéw z wykorzystaniem
testow API 20C AUX. (IV) Ocene aktywnosci enzymatycznej wybranych izolatéw z
wykorzystaniem testow APl ZYM. (V) Ocene lekowrazliwos$ci wybranych izolatow przy
uzyciu testow ATB FUNGUS 3. (VI) Ocene zdolnosci drozdzy do wzrostu w
temperaturze 37°C.

Materiaty i metody oraz wyniki sg zaprezentowane w sposéb przejrzysty.
Doktorantka doktadnie opisata zastosowane metody i techniki badawcze, ktére
postuzyty do realizacji poszczegoélnych etapéw badan. Nalezy podkresli¢, ze metody
sg dobrane w sposéb odpowiedni, umozliwiajgcy przeprowadzenie kompleksowych
badan, w wyniku ktérych mgr Kamila Kulesza uzyskata szereg wynikow
umozliwiajacych jej identyfikacje drozdzy izolowanych 2z ontocenoz $ledzia
battyckiego. Wybér metod badawczych uwazam za trafny i $wiadczacy o umiejetnosci
Doktorantki do rozwigzywania okreslonego problemu badawczego.

W kolejnej czesci rozprawy mgr Kamila Kulesza opisata uzyskane wyniki w
sposob prawidtowy, a znaczng cze$¢ tego rozdziatu stanowi dokumentacja w postaci
Tabel i Rycin. Doktorantka bardzo doktadnie przeanalizowata i oméwita efekty
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przeprowadzonych badan. Uzyskane wyniki wnoszg nowe informacje na temat
mykobioty ryb stonowodnych oraz poszerzajg wiedze na temat réznorodnosci
gatunkowej drozdzy izolowanych z ontocenoz zdrowych osobnikéw $ledzi battyckich,
potawianych do celéw konsumpcyjnych.

Rownie wysoko oceniam rozdziat Dyskusja, w ktérej Autorka w dojrzaty sposéb
komentuje uzyskane przez siebie wyniki poréwnujac je do danych literaturowych i
omawia ich potencjalne znaczenie praktyczne, co $wiadczy o obszernej wiedzy mgr

Kamili Kuleszy w tematyce rozprawy.

Najwazniejsze wyniki pracy doktorskiej i ich znaczenie
Do najwazniejszych osiggnie¢ zaprezentowanych w pracy doktorskiej Pani mgr
Kuleszy zaliczam:

1. Wykazanie, powszechnego wystepowania drozdzy w ontocenozach zdrowych
osobnikow $ledzia battyckiego oraz komensalicznego charakteru relacji ,mikro-
makroorganizm”.

2. Wyizolowanie z populacji zdrowych $ledzi drozdzy, ktére sg potencjalnie
patogenne dla zwierzat i ludzi, co sugeruje mozliwe zagrozenie ze strony tych
grzybéw dla ryb i ich konsumentow.

3. Sugestie, ze drozdze Debaryomyces hansenii i Pichia kudriavzevii moga
stanowi¢ rdzenng mykobiote $ledzi battyckich. Natomiast Candida parapsilosis
oraz gatunki z rodzajow Apiotrichum i Yarrowia mogag by¢ mykobiotg
przej$ciowa $ledzi.

4. Wykazanie zdolno$ci wigkszos$ci izolatow drozdzy pozyskanych ze $ledzi do
wzrostu w temperaturze 37°C co sugeruje, ze mogg one by¢ potencjalnymi
antropopatogenami
Przeprowadzone przez Doktorantke badania oraz uzyskane wyniki poszerzaja

wiedze naukowg dotyczaca zréznicowania grzybéw mikroskopowych w ontocenozach
ryb zamieszkujgcych $rodowiska stone. Ponadto, otrzymane w dysertacji wyniki sa
niezwykle istotne i wskazujg na konieczno$¢ prowadzenia monitoringu
mykologicznego zaréwno ryb przeznaczonych do spozycia, jak i $rodowiska
morskiego, ktére moze stanowi¢ zrédto kontaminacji chorobotwoérczymi grzybami.

Podsumowujgc, dysertacja mgr Kamili Kuleszy stanowi zbiér interesujgcych

wynikéw dotyczgcych wystepowania drozdzy chorobotwérczych i potencjalnie
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chorobotwérczych dla ludzi w ontocenozach $ledzia battyckiego. Podczas realizacii
pracy doktorskiej, Doktorantka przeprowadzita zaplanowane eksperymenty przy
uzyciu zréznicowanych technik, co umozliwito uzyskanie znaczacych i wartosciowych
wynikow.

Podczas analizy rozprawy nasunety mi sie pewne sugestie i uwagi, ktére w tym

miejscu chciatabym przytoczyé.

1. W czesci ,Wstep”, na str. 10, Doktorantka wymienia cechy
charakterystyczne wszystkich grzybéw. Jednak nie wspomina o
najwazniejszej, jakg jest zdolno$¢ tych mikroorganizméw do produkcji
enzyméw zewnatrzkomoérkowych. Cecha ta jest charakterystyczna dla
grzybow i umozliwia im trawienie pozakomoérkowe. Ponadto, w opisie
brakuje informacji o obecno$ci ergosterolu w ostonach komoérkowych
drozdzy oraz o wystepowaniu aparatu Golgiego bez dictiosomu.

2. We ,Wstepie” Doktorantka charakteryzuje ukfad odpornosciowy ryb i
wspomina o odporno$ci nabytej, do ktérej mozna zaliczy¢ wytwarzanie
immunoglobulin. Jednak wiekszo$¢ z omawianych drozdzy to komensale,
tak wiec zachodzi pytanie czy jest mozliwe wytworzenie przeciwciat
skierowanych przeciwko gatunkom komensalicznym?

3. Czy tytut rozdziatu ,3.2. Badania kontynuowane” jest sformutowany
wiasciwie? W zasadzie sg do gtébwne badania ocenianej rozprawy
doktorskiej.

4. Na str. 33 dysertacji Autorka opisuje sposob zabezpieczania izolatéw
drozdzy polegajacy na zamrozeniu komoérek w temperaturze -20°C. Jaka
byta przezywalno$¢ komoérek podczas takiego przechowywania? Czemu nie
stosowano tradycyjnie wykorzystywanego w takich sytuacjach glicerolu?

5. Doktorantka podaje, ze w p. 4.3. wykonano uzupetniajgce badania
biochemiczne dla gatunkéw z rodzaju Apiotrichum. Czemu nie
przeprowadzono takich badan dla innych gatunkéw np. Meyerozyma sp.?

6. W rozprawie (W tym w podpisach do drzew filogenetycznych) Autorka
wielokrotnie wspomina o analizach sekwencji nukleotydowych regionu
ITS5. Czy Autorka ma na mysli starter ITS5? Prosze o wyja$nienie, ktory

doktadnie region zostat zsekwencjonowany.
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7. Na str. 116 w pierwszym akapicie autorka przedstawia teze: ,Wydaje sie
wiec, ze C. parapsilosis, D. hanseniii M. guilliermondii, mimo tego, iz zostaty
uznane przez RAGHUKUMAR (2017) za symbionty, mogg by¢ gatunkami
potencjalnie chorobotwérczymi dla ryb.”. Czy sg doniesienia literaturowe
wskazujagce na potencjat chorobotwérczy tych gatunkéw u ryb
stonowodnych?

8. Na str. 122 Doktorantka twierdzi, ze ,...techniki biologii molekularnej nie
zawsze sg dostepne w rutynowej identyfikacji i we wszystkich laboratoriach
diagnostycznych (PETTI 2007; CRISEO i in. 2015).”, cytujgc przy tym dos¢
stare dane literaturowe. Czy w ostatnim czasie sytuacja sie nie poprawita?
Podobnie na str. 125 ... Wystepowanie tych samych drozdzy w surowcu i
przetworach $ledziowych moze $wiadczyé o tym, ze procesy
wykorzystywane w zaktadach przetwérczych nie sg do konca skuteczne,...”.
W ostatnich latach zmienity sie nie tylko maszyny wykorzystywane do
proceséw technologicznych, ale tez zaostrzono wymagania dotyczace
czystosci mikrobiologicznej zywnosci. Prosze o komentarz w tej sprawie.

9. Na str. 128 Doktorantka pisze, ze wrodzong oporno$¢ drozdzy na $rodki
przeciwgrzybicze mozna przewidzie¢ na podstawie okreslenia gatunku
grzyba. Tu nasuwajg sie pytania do dyskusji (I) jakie antymykotyki sa
dopuszczone do stosowania u ryb, zwtaszcza tych stonowodnych? (ll) czy
identyfikacja do gatunku ma rzeczywiscie w tym przypadku sens, jesli
stosowane sg antymykotyki o szerokim spektrum dziatania?

10. W pierwszym Whniosku rozprawy Doktorantka sugeruje, ze identyfikacja
drozdzy powinna by¢ dokonywana na podstawie metod klasycznych
(morfologicznych i biochemicznych) oraz molekularnych. Jesli do
identyfikacji tych grzybdw nie bedg stosowane powszechnie dostepne testy
komercyjne API, to czy nie bytoby stuszne zastosowanie wiekszej liczby lub
bardziej specyficznych markeréw molekularnych? Bardzo prosze o opinie

na ten temat.

Przedstawione uwagi nie wptywaja na méj pozytywny odbiér rozprawy

doktorskiej.
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Konkluzja koncowa

Podsumowujac, rozprawa doktorska mgr Kamili Kuleszy przedstawia szeroko
zakrojone i bardzo dobrze zaprezentowane wyniki badan, co wptywa na jej wysoki
poziom merytoryczny. Doktorantka zaprezentowata bardzo dobrg znajomos¢
problematyki rozprawy, wykazata umiejetno$¢ samodzielnego wykonywania badan
naukowych, opanowata warsztat badawczy oraz wykazata sie zdolnoscig do
omowienia i interpretacji i dyskusji uzyskanych wynikow.

Stwierdzam, ze przedtozona do recenzji rozprawa spetnia warunki okreslone w
Ustawie z 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.), w zwigzku z
art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.). Wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny nauki
biologiczne Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie mgr
Kamili Kuleszy do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora w
dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.
Jednoczes$nie, ze wzgledu wysoki poziom merytoryczny, wnosze do Rady Naukowej

Dyscypliny o wyréznienie recenzowanej przeze mnie rozprawy doktorskiej.
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