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Genialne obserwacje Ludwika Pasteura ujawnily obecnos¢ bakterii, wirusow i umoliwity
okreslenie ich roli w obszarze, najbardziej dotkliwym dia cziowieka — epidemiologii chordb zakaZnych.
Przez wieki skupiano sie wylacznie na badaniu wiasciwosci chorobotwérczych mikroorganizméw.,
Stosunkowo niewielkie sukcesy towarzyszyly mikrobiologii w gromadzeniu wiedzy na temat
drobnoustrojéw okreslanych pojeciem flory fizjologiczne] zasiedlajgcej nasz organizm.

Dopiero gwaltowny rozwéj technik molekularnych  wspieranych  komputeryzacjg i
osiggnieciami elektroniki dostarczyly narzedzi, ktére pozwolily poznac hlizej wspomniang dziedzine
mikrobiologii.

Dzieki najnowszym badaniom mozemy we wiasciwy sposdb zrozumie¢ znaczenie bakterii
znajdujacych sie w naszym organizmie.

Szczegolnie duza role przypisuje sie drobnoustrojom zasiedlajacym przewdd pokarmowy,
ktére funkcjonalnie podniesiono nawet do rangi osobnego narzadu.

Flora jelitowa uczestniczy w licznych, poprzez bardzo zlozone relacje, procesach w naszym
organizmie: takich jak irawienie, wytwarzanie witamin, produkcja enzymow, modulowanie zjawisk
immunologicznych, obrona przed czynnikami patogennymi, ochrona przed rozwojem nowotwordw.
Bakterie znajdujace sie w jelitach obejmujg liczne gatunki i charakteryzujg sie osobniczo
zrdznicowanym sktadem, co jest nastepstwem diety, zwyczajow kuiinarnych, lokalizacji geograficzne;j,
stosowania antybiotykow, terapii innymi lekami, zabiegow chirurgicznych, przebytych choréb,
stosowania uzywek — tytoniu lub innych substancji oraz licznych innych czynnikéw. Bogactwo i szerokie
zroinicowanie profilu bakteryjnego flory jelitowej jest wskainikiem dobrostanu zdrowotnego i
okreslane jest mianem eubiozy — stanu réwnowagi ekosystemu zabezpieczajacego przed rozwojem

chorob.



Przeciwstawnym stanem jest dyshioza - nastepuje wdwczas utrata réwnowagi biologicznej,
réznorodno$¢ gatunkowa ulega ograniczeniu, nadmiernie namnazajg sig i zyskujg przewage ilo$ciowy
drobnoustroje patogenne — pojawiajg sie objawy kiiniczne symptomatyczne dla okreslonych schorzen.

Dyshioza moie manifestowac sie nie tylko insitu, lecz takie pozajelitowo. Liczne analizy
mikrobioty i pozostalych sktadowych bariery jelitowej dokonane z wykorzystaniem metod
molekularnych potwierdzaja, iz sklad ekosystemu jelitowego w przebiegu autyamu lub choréhb
neurcdegeneracyjnych jestistotnie zmieniony w poréwnaniu z osobami bez tych zaburzen. Najnowsze
badania pozwalajg pozna¢ mechanizmy za posrednictwem ktérych, mikrobiota wplywa na
funkcjonowanie mozgu i ktdre majg wplyw na nasze zachowanie, nastrdj oraz procesy poznawcze.

W licznych badaniach podejmuje sie proby okreslenia znaczenia zmian w sktadzie mikrobioty
na patogeneze i przebieg choréb osrodkowego ukiadu nerwowego, takich jak: depresja, spektrum
zaburzen autystycznych, schizofrenia, stwardnienie rozsiane, choroby Parkinsona i Alzheimera.

Coraz wigcej dowoddw wskazuje, ze rozregulowanie interakcji mikrobiota-gospodarz wigze sie
z réznymi chorobami, w tym chorobami zapalnymi jelit, rakiem jelita grubego, cukrzycg i marskoscia

watroby, Ostatnio, badania doprowadzilty do zmiany terapii nowotwordw, uwzgledniajgc interakcje
migdzy bakteriami a lekami przeciwnowotworowymi. W celu poprawy skutecznosci i bezpieczeristwa

farmakoterapii  konieczne jest wyjasnienie mechanizméw oddzialywania mikrobioty na
farmakodynamike i farmakokinetyke teku w organizmie.

Spektakularng ilustracjg niebezpieczenstw wynikajacych z zaburzen w skiadzie flory
bakteryjnej jelita grubego, sg zachorowania o etiologii C. difficile. Zakazenie C. difficile (CDI) stalo
si¢ gldwnym zakazeniem zwigzanym z opieka zdrowotng. Liczba zachorowan, hospitalizacji i
Smiertelnosci wzrasta. Zgtaszane wskazniki $miertelnosci przypadkéw wynoszg 6%-30% i
wydaja sie rosnac. Najnowsze badania dotyczace groinej biegunki wywolane] przez €
difficile pozwolity odkry¢ nieznany sposéb, w jaki bakterie — i prawdopodobnie inne podobne -
wywolujg ciezkg chorobe. € difficile jest najczestszym  zakazeniem szpitalnym i w Stanach
Zjednoczonych, szacuje sie iz powoduje 453 000 przypadkow rocznie, z liczbg 29 300 zgondw.
Smiertelnos¢ zwiazana z ciezkim przebiegiem choroby wsrdd pacjentdw wymagajgcych leczenia w OIT,
i w przypadku zakazer® hiperwirulentnym szczepem 0sigga nawet 16%,.

Leczenie bywa niekiedy bardzo trudne - poza dotychczas standardowo przyjetymi metodami
teczenia przeciwbakteryjnego, poszukiwane sg inne metody: jak drastyczna metoda przeszczepu katu
rdrowych  osobnikow, poszukiwanie nowych, bardzo aktywnych lekdw przeciwbakteryjnych,
przykladem s nowe peptydy tiazolilowe {nokatiacyna i tiozomycyna) o wysoce selektywnym dzialaniu
na C. difficife, zwlaszcza w pordéwnaniu do Bacteroides fragilis, czy nowy preparat — auranofina. W

opracowaniu sg rowniei procedury profilaktyczne — siczepionki.



Bardzo interesujgce sa szeroko prowadzone prace nad stosownym sposobem Zywienia
przywracajgcym prawidlowy status flory jelitowej. Wydaje sie Ze ta ostatnia metoda moie stanowic, w
dalszej perspektywie, podwaliny indywidualizowanej medycyny z wykorzystaniem mikrobioty, ktéra
moze znaleil zastosowanie w elimingowaniu bardzo wielu chordb.

Sadze, iz przedstawiony zakres zagadnier, jednoznacznie i czytelnie wskazuje na ,wyczucie”
naukowe Doktoranta podejmujacego tematyke badan aktualnie znajdujgcych sie w kluczowym
centrum zdrowia publicznego — tematyke: mikrobiota przewodu pokarmowego i tematyke zakazen C.
difficile.

Przedstawiona do recenzji praca stanowi spajng calodc trzech publikacji i rozpoczyna sie
streszezeniem zawierajgcym krotkie | rzeczowe informacje pozwalajgce zapoznal sie z tematyky
doktoratu.

Z kolejnego fragmentu pracy stanowigcego wstep, dowiadujemy sie o roli i funkcjach
mikrobioty przewodu pokarmowegao, o problemach zdrowotnych wynikajgcych z zakazenia hakterig C.
difficite. Szeroko omowiono metody terapii oraz zywieniowe metody profilaktyki CDI, przy czym Autor
zwrdcit uwage na niedostatek naszej wiedzy dotyczgcej stosowania prebiotykow i synbiotykow, co jest
efektem niewielu badan w tym obszarze. Stad zainteresowanie Doktoranta wspomniang tematykga.

W dalszej czesci Autor omawia wykonane przez siebie badania, stanowigce przedmiot
publikacji sktadajgcych sie na treéé niniejszego doktoratu.

Pierwsza z nich dotyczy wptywu oligosacharydow i mannozy na adhezje C. difficile i tworzenie
biofilmu. Ocenie poddano piec prebiotykdw i kandydatéw na prebiotyki z ktérych najwiekszy potencjat
antyadhezyjny wykazano w przypadku fruktooligosacharydu i mannozy. Substancje te wptywaly
rowniez na wzmoiony wzrost biofilmu,

Whplyw prebiotykdw na biofilm bakterii z rodzaju Bacteroides oraz efekt synbiotyczny w
stosunku do C. difficile to przedmiot kolejnej publikacji Doktoranta.

Whyniki badai dotyczyly wplywu siedmiu prebiotykdw i kandydatdéw na prebiotyk na adhezje i
wytwarzanie biofilmu przez szczepy bakterii beztlenowych nalezgcych do gatunkéw znajdujgcych sie
w skladzie mikrobioty jelitowej cztowieka: B. fragilis i B. thetaiotaomicron

Najaktywniej w dziataniu antyadhezyjnym zaprezentowaly sie inulina, mannoza i rafinoza.
Wykazano rowniez, ze inkubacja C. difficife z nieenterotoksynotworczym szczepem B. fragilis jak i 8.
thetaiotaomicron znaczaco hamowata zaréwno adhezje oraz tworzeni biofilmu. Kombinacja szczepu
Bacteroides sp. (potencjalny probiotyk} i fruktooligosacharyd (prebiotyk) wplywala korzystnie na
hamowanie adhezji oraz tworzenie biofilmu wywotane ludzkim patogenem C. difficile.

Dziatanie prebiotykéw mleka ludzkiego 3'-sialylfaktozy i 6°- sialyllaktozy na adhezje i tworzenie
biofilmu przez Clostridoides difficile ~ badanie pilotazowe, to trzeci cykl eksperymentdéw omawianego

doktoratu. Przedmiotem uwagi badacza byla relacja miedzy biatkami sciany komérkowej cwp84 i
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cwpbb C. difficile a oligosacharydami mleka ludzkiego ~ 3'-SL i 6°-SL. Stwierdzono hamujacy, istotny
statystycznie, wplyw oligosacharyddow na adhezje C. difficile do wszystkich trzech badanych finii
komdrkowych. Badane prebiotyki hamowaly ekspresje cwp84 przy braku znaczacych zmian cwp66.

Zdjecia przy uzyciu skanujgcego laserowego mikroskopu konfokalnego pozwolity uwidocznic
niedostrzegalne wczesniej roznice struktury biofilmu przy inkubacji C. difficile z oligosacharydami: 3'-
SL stymulowal powstawanie struktur o zmniejszonej gestosci, w przeciwienstwie do 6'-SL, gdzie
powstawat gesty biofilm z wyrainie wydtuzonymi komaérkami C. difficile.

53 to pierwsze dane dotyczgce wplywu oligosacharydéw mleka ludzkiego ilustrujace wplyw C,
difficile na procesy adhezji i tworzenie biofilmu.

Zatoienia i cel pracy to kolejny fragment omawianej pracy doktorskiej; Doktorant
zaplanowal;

1. Zbadanie wplywu wybranych prebiotykdw i kandydatdw na prebiotyki na adhezje patogenu
ludzkiego C. difficife oraz szczepdw z rodzaju Bacteroides wchodzacych w sktad mikrobiota
przewodu pokarmowego, do ludzkich komérek nabtonka jelita grubego in vitro.

2. Zbadanie wplywu prebiotykow w tym cligosacharydéw mileka ludzkiego i kandydatow na
prebiotyki na tworzenie biofilmu przez szczepy C. difficile

A ponadto zaplanowal:

1. Zbadanie zdolnosci tworzenia biofilmu przez szczepy Bacteroides sp. w celu wybrania szczepu
o najlepszych wiasciwosciach pod tym wzgledem do dalszych badaii.

2. Zbadanie synbiotycznego dzialania prebiotyku ze szczepem Bacteroides sp. na adhezje i
tworzenie hiofilmu przez C. difficile.

3. Sprawdzenie w jaki sposdb prebiotyki dzialajg na bakterie patogenne tj. szczepy
enterotoksynotwdrcze Bacteroides fragilis (ETBF) powodujgce hiegunki u ludzi.

4. Okreslenie wptywu wybranych oligosacharydéw mleka ludzkiego na ekspresje gendw cwp84 i
cwpb6 kodujgeych biatka biorgce udziat w adhezji C. difficile

Zatoienia i cel pracy omowiono doglebnie, bardzo czytelnie i komunikatywnie, bardzo

dobrze uzasadniono, wykazujgc tym samym doskonalg znajomos$c podejmowanego tematu .

Skrocony opis materiatu i metod stanowi kolejny fragment recenzowanej pracy -

przedstawiono dane wyczerpujaco, zawierajg istotne informacje, wskazujg na doskonate i

krytyczne opanowanie nowoczesnego warsztatu naukowego.

Podsumowanie bardzo rzeczowe dotyczace istoty podjetych badan, wnioski w pelni

zasadne. W bibliografii przedstawiono 48 starannie dobranych, aktuainych pozycji.

W ogdlnej ocenie naleiy stwierdzi¢, iz przedstawiona rozprawa doktorska stanowi w

dominujgcym stopniu samodzielny dorobek Doktoranta przygotowany spdjnie i logicznie,
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Doktorant kompetentnie porusza sie wirdd prezentowanych przez siebie zagadnien. Praca zostata
wykonana prawidlowo, bardzo rzetelnie, przy wykorzystaniu nowoczesnych metod badawczych i
z niezwyklg starannoscia, co dokumentuje odpowiednia punktacja.

W mojej opinii jako recenzenta, omawiana praca pt. ,WPLYW PREBIOTYKOW NA ADHEZIE BAKTERII
BEZTLENOWYCH DO LUDZKICH KOMOREK JELITA GRUBEGO | BADANIE BIOFILMU CLOSTRIDIUM DIFFICILE” speinia
warunki wynikajace ze stosownych przepisdéw dotyczacych wymagan stawianych rozprawom na
stopiens doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu. Na tej podstawie mam zaszczyt
przedstawi¢ Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauk o Zdrowiu Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

wniosek o przyjecie rozprawy idopuszczenie do kolejnych etapéw przewodu doktorskiego.

Z racji ogromnego znaczenia poczynionych w pracy obserwacji, wysoce cennych i przydatnych
dla ksztaltowania i opracowywania prozdrowotnych procedur, szczegdinie w obszarze chordh
jelitowych, jak rowniez z racji oryginalnych, nieznanych wczesniej w pismiennictwie swiatowym,
obserwacji dotyczgcych mechanizmoéw patogenezy, wielce niepokojacych epidemiologicznie zakazen

C. difficile, pozwalam sobie wnioskowac¢ o wyrdinienie niniejszej rozprawy.

Prof. dr. hab. n. med. E EZLUSZ alafiej
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