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Features determining of the pathogenicity of gastrointestinal microfungi in healthy persons

and patients with colorectal cancer

Grzyby to organizmy cudzozywne, ktore bytuja w réznych $rodowiskach: wodzie,
glebie, czy tez powietrzu i s3 zdolne do istnienia w powigzaniu z innymi organizmami
eukariotycznymi, ro$linami, zwierz¢tami, a szczegdlnie cztowiekiem. Moga one oddziatywaé
na nie w sposéb bezposredni poprzez: drapieznictwo, pasozytnictwo i symbioze lub posredni:
neutralizm, komensalizm, protokooperacj¢, konkurencje i amesalizm. W medycynie, w
ukfadach czlowiek-grzyb lub czlowiek-srodowisko-grzyb, w odniesieniu do poszczegdlnych
interakcji pomiedzy gospodarzem, a grzybem, spotyka¢ mozna dodatnie zaleznosci: symbioze
1 komensalizm, ale réwniez negatywne uklady, jakimi sg konkurencja i pasozytnictwo. W
przypadku symbiozy organizm czlowieka potrzebuje grzybow do prawidlowego
funkcjonowania poszczegdélnych ukladéw np. pokarmowego czy skory. Grzyby
drozdzopodobne, przede wszystkim grzyby z rodzaju Candida, sa integralng czescig Swiatla
jelita oraz s3 trwale zwigzane z jego $luzoéwka tworzgc specyficzne nisze ekologiczne. W
odniesieniu do komensalizmu bytujac na skoérze cztowieka grzyby drozdzopodobne chronig
przed nadmiernym namnazaniem si¢ bakterii, ale takze poprzez umiejetno$é wykorzystywania
kwasu mlekowego, jako zrodla wegla, grzyby z gatunku Geotrichum candidum czy rodzaju
Candida odkwaszaja Srodowisko tworzac dogodne warunki do rozwoju bakterii gnilnych
potrzebnych do rozkladu skladnikéow mleka w przewodzie pokarmowym. W sytuacji

pasozytnictwa wszystkie grzyby (zaréwno drozdzopodobne, jak i plesniowe) stajg sie



»szkodliwe” dla organizmu czlowieka, a rozwdj choroby o etiologii grzybiczej sprzyja
tworzeniu warunkéw korzystnych dla ich bytowania i namnazania sie. W innym ukladzie
negatywnym, jakim jest konkurencja, drobnoustroje (bakterie i grzyby) walczg o zasoby
potrzebne do swojego rozwoju, a organizm czlowieka poprzez zaburzenie homeostazy staje sie
ontocenoza do rozwoju infekcji o etiologii bakteryjnej lub grzybiczej, lub obydwu
rownoczesnie. Ta sytuacja staje si¢ niezwykle niebezpieczna dla pacjentéw z grup ryzyka,
ktorymi sg np. chorzy onkologicznie. Szansa wygrania walki konkurencyjnej wérod
drobnoustrojow bedzie uzalezniona od: szybkosci ich wzrostu i namnazania sie, wytrzymalosci
na czynniki Srodowiskowe, wydajnosci energetycznej podczas metabolizowania skladnikow
pokarmowych, wymagan w stosunku do substancji wzrostowych, zdolnosci do gromadzenia
substancji zapasowych i wykorzystywania ich gdy srodowisko ubozeje, zdolnosci ruchu lub
rozrastania si¢ w postaci strzgpek, czy zdolnosci do ekspansji w srodowisku. Dlatego tez
przedstawiona do oceny rozprawa doktorska, ktérej celem byla ocena zréznicowania
ekofizjologicznego grzybéw kolonizujacych rézne ontocenozy osob zdrowych oraz pacjentéw
zrakiem jelita grubego, z uwypukleniem gatunkow czgsto notowanych w mykologii medycznej
oraz gatunkow rzadko opisywanych, ale wyraznie tendencyjnych do ekologicznej
ekspansywnosci w stosunku do ontosfery cztowieka wpisuje sie w obszar badafh naukowych
zwigzanych z naukami o zdrowiu oraz naukami biologicznymi.

Rozprawa doktorska mgr Patrycji Kulas stanowi wnikliwe opracowanie naukowe
przygotowane w oparciu o metode eksperymentalng i zawiera typowe czesci dysertacji tj:
wstep stanowigcy rozwazania teoretyczne, uzasadnienie wyboru tematu, cel badan, materiat i
metody, wyniki (podzielone na dwa obszerne podrozdziaty), dyskusje, wnioski, pismiennictwo
oraz spis tabel i rycin. Prace poprzedza streszczenie przygotowane zaréwno w jezyku polskim
jak 1 angielskim oraz spis nazw gatunkow grzybow wraz ze skrétami.

Rozprawa liczy 97 stron maszynopisu, wraz z piSmiennictwem obejmujgcym 128
pozycji (niestety nie ponumerowanych) oraz 14 tabel i 2 ryciny. Poprzedzajacy rozprawe wstep
zwigzle wprowadza w tematyke pracy. Rozwazania teoretyczne, obejmujg 9 stron tekstu i
stanowig dobre opracowanie tematyki grzybow jako czynnika etiologicznego, definicji i
mechanizmoéw patogennosci, stanu makroorganizmu a wlasciwosci grzyboéw oraz czynnikow
predysponujacych do zakazen grzybiczych wskazujac na merytoryczne przygotowanie
Doktorantki do przeprowadzenia doswiadczenia badawczego i interpretacji wynikow
uzyskanych na jego podstawie. W rozdziale uzasadnienie wyboru tematu Doktorantka

wskazuje przyczyny podjecia niniejszych badan oraz wymienia ich uwarunkowania.



W rozdziale Cel badan Doktorantka wskazuje cel gléwnym, ktérym byla ocena
zréznicowania grzybow kolonizujacych rézne ontocenozy oséb zdrowych oraz pacjentow z
rakiem jelita grubego. Autorka w celu badania zwraca uwage, ze ocena ta bedzie dotyczy¢
gatunkéw czesto wykrywanych ale takze tych rzadko opisywanych ale o wyraznych
tendencjach do ekologicznej ekspansywnosci w stosunku do ontosfery czlowieka. W dalszej
czgsci pracy Doktorantka wskazuje zadania badawcze (etapy prowadzenia badania) tj.
prowadzenie oceny mykologicznej uzyskanych biomaterialéw w tym identyfikacja wykonana
za pomocg metody spektrometrii masowej MALDI TOF, okreSlenie aktywno$¢ enzymatycznej
wyhodowanych grzybow za pomocg testow API ZYM, okreslenie lekowrazliwosci
wyizolowanych grzybow metoda dyfuzyjno-krazkowa, okreslenie tempa wzrostu grzybow z
gatunku Candida albicans.

W dalszej czgsci pracy Doktorantka opisuje szczegdétowag metodyke prowadzenia
badania z wykazaniem wszystkich zasad pracy z materiatem uzyskanym od pacjentéw z rakiem
jelita grubego (51 chorych) oraz z grupy kontrolnej (30 os6b). Materiat kliniczny pobierano z
jamy ustnej, jelita grubego oraz odbytu. Do badan wykorzystano wymazy, wycinki
srédoperacyjne oraz jak to okresla Doktorantka endoskopie, co moze w domysle stanowié
wycinek sluzéwki przeznaczony do analizy histopatologicznej prowadzonej w trakcie
endoskopii (co wymaga doprecyzowania przez Doktorantke).

Wszystkie wskazane zadania badawcze zostaly w czgsci materiat i metody starannie opisane z
przedstawieniem dokladnej metodyki ich prowadzenia z podaniem dokladnego przebieg
kazdego z etapéw badania oraz omawiajgc szczegdtowe warunki ich wykonania. Wszystkie
szczeble badan zostaly bardzo dobrze opracowane tak merytorycznie jak i technicznie, co
stanowi o jego oryginalnosci. Niemniej jednak w tej czeSci pracy brakuje jednego
wprowadzajgcego podrozdzialu, w ktérym schematycznie Doktorantka przedstawita by plan
swojego badania z przejrzystym podaniem liczby 0séb zakwalifikowanych do badania, ktérzy
wzigli udzial w badaniu, liczby szczepéw grzyboéw poddanych analizie ect., co bezwzglednie
przyczynito by si¢ do wigkszej transparentno$¢ podanej przez nig metodyki badan. Brakuje w
ocenie recenzenta takze informacji w jakim czasie badania prowadzono, zaréwno z jakiego
okresu pochodzily uzyskane probki do badania a takze kiedy prowadzono wiasciwg analize
laboratoryjng. Ponadto brak informacji jakie Autorka miala zalozenia badawcze tj.
problemy/pytania badawcze (np. Jakie gatunki grzybow najczesciej izolowano z ontocenoz oséb
ze zdiagnozowanym rakiem jelita grubego oraz w grupie kontrolnej?, czy W jakim stopniu
choroba nowotworowa determinuje sklad mykobioty jelita grubego w poréwnaniu z osobami

bez diagnozy nowotworu?), jakie zmienne (zalezne, niezalezne) byly przedmiotem badania czy
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przynajmniej wskazanie hipotez badawczych, ktére zostaly zalozone przez Doktorantke przed
rozpoczgciem badania.

Wyniki badan zostaly przedstawione opisowo na 42 stronach maszynopisu, uzupetnione
12 tabelami oraz 2 rycinami. Opis wynikow zostal podzielony na 2 podrozdzialy tj:
charakterystyke taksonomiczng¢ i fizjologiczng grzybow wyizolowanych od 0sob zdrowych —
grupa kontrolna oraz charakterystyke¢ taksonomiczng i fizjologiczng grzybéw wyizolowanych
od oséb z rakiem jelita grubego. Kazdy z tych podrozdzialéw zostal podzielony wedtug
podobnego uktadu (zgodnie z zadaniami badawczymi przedstawionymi w rozdziale cel pracy)
i dotyczyt informacji na temat zréznicowania jakosciowego i ilo$ciowego, oceny aktywnosci
enzymatycznej grzybow wyizolowanych z przewodu pokarmowego osdb badanych
(odpowiednio zdrowych i z rakiem jelita grubego), oceny lekowrazliwosci grzybow
wyizolowanych z przewodu pokarmowego oséb (odpowiednio z grupy kontrolnej i z rakiem
jelita grubego) oraz tempa wzrostu. Wyniki zostaly przedstawione zgodnie z zaplanowanymi
etapami, przy zachowaniu rutynowych metod diagnostyki mikrobiologicznej. Autorka w tej
czgsci pracy zwigzle i w sposob rzetelny przedstawita zmiany i powigzania w zakresie
badanych czynnikéw i parametréw. Na podkreslenie zastuguje bardzo doktadny opis wynikow
uzyskanych zwlaszcza w obszarze hodowli grzybéw ich obfitosci wzrostu, lekowrazliwosci,
czasie inkubacji czy struktury morfologicznej wyhodowanych gatunkéw grzybéw z rodzajow:
Candida, Saccharomyces, Rhodotorula i Trichosporon. Nie budzi takze watpliwosé
interpretacja uzyskanych wynikéw chociaz czuje si¢ niedosyt braku analizy statystycznej
przynajmniej czg¢sci uzyskanych wynikéw. Brakuje takze przynajmniej, kilku zestawien, gdzie
w jednej tabeli zawarto by poréwnanie wynikéw pomiedzy badanymi grupami, np. w liczbie
izolatow wyodrebnionych gatunkach grzybow w poszczegdlnych ontocenozach pacjentow z
grupy kontrolnej i grupy badanej. Dalo by to jednoznaczny obraz uzyskanych wynikéw. Co
prawda wszystkie te dane mozna odnalez¢ w pracy ale umieszczenie ich w tabeli zbiorczej byto
by dobra czescig tej dysertacji i dato by lepszy obraz umiejetnosci Doktorantki porownywania
wynikéw pomiedzy grupami badang i kontrolna.

Dyskusja jako kolejny rozdziat pracy stanowi ciekawe opracowanie w ktérym Autorka
z duza znajomoscia zagadnienia porownuje wyniki badan wlasnych z danymi z pismiennictwa,
co prawda cz¢$¢ z pisSmiennictwa to publikacje majace wigcej niz 10 lat. W dyskus;ji
Doktorantka krytycznie odnosi si¢ do wynikéw badan wiasnych, podkreslajac ze wyniki
niniejszej pracy $cisle korespondujag z wynikami innych autoréw w kwestii wlasciwosci
biologicznych grzybdw, natomiast nie potwierdzaja sugestii, ze warunki panujace w roznych

odcinkach przewodu pokarmowego wplywaja na zrdéznicowanie taksonomiczne grzybow.
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Wnhioski koricowe to 9 jasno okreslonych stwierdzen, ktére dotycza faktu jakosciowego i
ilosciowego zréznicowania taksonomicznego grzybow zasiedlajacych przewdd pokarmowy
0s6b zdrowych i pacjentéw ze zdiagnozowanym nowotworem i sg pordwnywalne, co moze
swiadczy¢ o powszechnosci wystgpowania grzybéw. Dominujgcymi grzybami wyizolowanymi
od badanych os6b byly grzyby z rodzaju Candida, a wyizolowanie od pacjentéw z rakiem jelita
grubego grzybow nalezacych do gatunkéw C. catenulata, C. lipolytica oraz C. rugosa
wskazuje, ze sg to gatunki, ktére mozna uzna¢ za niebezpieczne klinicznie, gdyz cechy ktérymi
dysponujg sa typowe dla potencjalnej chorobotwérczosci. Grzyby, ktére hodowano od
pacjentow z rakiem jelita grubego charakteryzowaty sie znacznie obfitszym wzrostem (in vitro)
niz u oséb zdrowych, co takze wigzalo sie¢ z ich wyzsza aktywno$cig enzymatyczna.
Zréznicowanie to zalezalo od pochodzenia szczepu i warunkéw panujacych w ontocenozie.
Wyzsza aktywno$¢ enzymatyczna byla zwigzana ze wzrostem lekoopornodci szczegdlnie na
leki z grupy azoli. Obserwowano takze szybszy wzrost izolatow grzybéw z gatunku C. albicans
pochodzacych od 0séb z chorobg nowotworowa, co mozna rozpatrywaé w kontekscie tempa
kolonizacji oraz tworzenia si¢ biofilmy jaki czasu rozwoju zakazenia. Ten ostatni wniosek w
ocenie recenzenta ma duzg warto$¢ praktyczng.

Z obowigzku recenzenta zwréce uwage jeszcze na stron¢ jezykowa dysertacji,
niejednokrotnie bowiem Autorka wplata w tekst wyrazy potoczne, skréty myslowe stosowane
w naukach medycznych oraz uzywa wyrazen w pierwszej osobie liczby mnogiej np. zaliczamy,
wyr6zniamy ect., co nalezy wyeliminowaé przygotowujgc to opracowanie do druku w
czasopi$mie naukowym (co szczegélnie polecam).

Dlatego tez na podstawie przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskiej mgr
Patrycji Kulas po jej wnikliwym przeczytaniu, pomimo wskazania uwag i niedoskonatosci
stwierdzam, ze spelnia ona wymagania stawiane rozprawom na stopien naukowy doktora w
dziedzinie nauk biologicznych w dyscyplinie biologia.

Wobec powyzszych stwierdzen zgtaszam wniosek do Rady Naukowej Dyscypliny
nauki biologiczne Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie mgr

Patrycji Kulas do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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