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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Mariusza Worka pt. ,,Diagnostyka molekularna i epidemiologia

dermatofit6w izolowanych od pacient6w woiew6dztwa podkarpackiego "

Przedstawiona rozprawa doktorska mgr Mariusza Worka zostala wykonana pod kierunkiem prof. dr

hab. Adama Jaworskiego oraz promotora pomocniczego - dr Macieja Wnuka na Wydziale Biologiczno-

Rolniczym Uniwersytetu Rzeszowskiego. Praca poSwiqcona jest opracowaniu i zastosowaniu

zoptymalizowanych analiz polimorfizmu dtugoSci fragment6w restrykcyjnych amplikon6w, polimorfizmu

temperatury topnienia selektywnie amplifikowanych fragment6w restrykcyjnych oraz genomowej

ffuorescencyjnej hybrydyzacji in situ, pozwalajqcych na miqdzy i wewnqtrzgatunkowe 162nicowanie

dermatofit6w izolowanych na terenie wojew6dztwa podkarpackiego jako szybkich i swoistych alternatyw

klasycznej diagnostykioraz wiarygodnych narzqdzi epidemiologi i  molekularnej.

Badania wykonane w 16 krajach Europy w ramach programu Projektu Achilles wskazujq, 2e czqstoSi

wystqpowania samej grzybicy paznokci mo2e dotyczy(%badanych populacj i  iwzrasta zwiekiem pacjent6w.

Z kolei, badania ankietowe 45 tys. pacjent6w z objawami grzybicy w Europie wykonane w 2005 r.

potwierdzify, 2e zaledwie 3,4%o lekarzy pierwszego kontaktu oraz 39,6To dermatolog6w zleca wykonanie

badari diagnostycznych w celu wdro2enia terapii. Szacuje siq zatem, 2e ok. 50% pacjent6w pozostaje

niewtaSciwie zdiagnozowanych wylqcznie na podstawie objaw6w klinicznych. Z punktu widzenia

poprawnoSci postqpowania medycznego, aspekt6w prawnych i ekonomicznych, stosowanie lek6w

przeciwgrzybicznych o dziafaniu o96lnoustrojowym bez laboratoryjnego potwierdzenia czynnika

etiologicznego pozostaje nieuzasadnione ze wzglqdu na ryzyko ograniczonej skutecznoSci terapii oraz

wystqpienia reakcji ubocznych, szczeg6lnie u pacjent6w, u kt6rych objawy kliniczne faktycznie nie majq

zwiqzku z zaka2eniami dermatofitami. Niedoskonalo6ci leczenia dermatomykoz wiq2q siq r6wnie2 z

niedoskonaloSciami klasycznej diagnostyki dermatofit6w, poniewa2 ok. 30-50% mikroskopowo

potwierdzonych przypadk6w grzybicy nie mo2e zostai zidentyfikowanych na poziomie gatunku.

Opracowanie i zastosowanie nowych narzqdzi dla cel6w diagnostyki i epidemiologii dermatofit6w
jako wiodqcy cel pracy doktorskiej jest zatem merytorycznie uzasadniony ze wzglqdu na niskq wiarygodno6i

wynik6w klasycznej diagnostyki oraz postep wiedzy z zakresu biologii molekularnej wykorzystany przez

doktoranta do rozwiqzania problemu naukowego. Cele szczeg6lowe pracy dotyczyly okreSlenia to2samo6ci

zgromadzonej kolekcji dermatofit6w metodami fenotypowymi oraz wybranymi technikami molekularnymi

na poziomie rodzaju/gatunku/szczepu, opracowanie metody fluorescencyjnej genomowej hybrydyza$i in

situ, por6wnanie wynik6w to2samo6ci dermatofit6w uzyskanych metodami fenotypowymi i molekularnymi,

ustalenie stopnia wewnEtrzgatunkowego zr62nicowania struktury klonalnej z pr6bq identyfikacji klonu

dominujqcego orczokreSlenie wra2l iwo6cidermatof i t6w na wybrane zwiqzkipochodzenia ro5l innego.

Materiafem badawczym doktoranta byla kolekcja 86 szczep6w dermatofit6w, wyizolowanych od

pacjent6w wojew6dztwa podkarpackiego w latach 2O1-1--2OL3 oraz trzY szczepy referencyjne Trichophyton

mentagrophytes (vor. Trichophyton interdigitale) CBS L2O357, Trichophyton rubrum CBS 120358 oraz

Microsporum canis CBS 113480, pochodzqce z holenderskiej kolekcji szczep6w w Utrechcie. Biorqc pod

uwagQ unikatowo5i kolekcji oraz fragmentaryczno5i danych dotyczqcych wystqpowania zaka2eri

dermatofitami, badanq kolekcjq szczep6w dermatofit6w mo2na uzna( za wystarczajqco reprezentatywnA

pod wzglqdem postawionych cel6w pracy. Analiza epidemiologiczna zaka2ei dermatofitami zostala

przeprowadzona po uzyskaniu akceptacji wlaSciwej Komisji Bioetycznej z zastosowaniem danych

zgromadzonych w a nkietach epidemiologicznych.
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Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska posiada klasyczny uklad z podzialem na wstqp, cel
pracy, mater iaty i  metody bada6, wyniki ,  dyskusjq, wnioski ,  streszczenie w j .  polskim i  j .  angielskim, dorobek

naukowy, bibl iograf iq,  aneks 1 zawierajqcy informacje o wielu, pfci  i  rodzaju mater ialu kl in icznego pobranego

od pacjent6w jako irodla izolacji szczep6w, aneks 2 z formularzem ankiety epidemiologicznej zakaiefi

dermatofitami, oraz spis skr6t6w. Dysertacja zawiera 99 stron, w tym 10 tabel i 24 rycin oraz 722 pozycji

pi6miennictwa, z kt6rych 68% i 46% pochodzi odpowiednio z ostatnich 10 i 5 lat.

We wstqpie pracy doktorant przedstawif aktualny stan wiedzy dotyczqcy taksonomii, podzialu,

biologii, chorobotw6rczotci, mechanizm6w patogenezy, w tym warunk6w ekspresji czynnik6w zjadliwo6ci

decydujqcych o przebiegu zaka2enia oraz charakterystykq faz cyklu 2yciowego dermatofit6w. Doktorant

scharakteryzowat antropofilne dermatofity jako gt6wnq przyczynq dermatomykoz, chor6b o wysokim
poziomie rozpowszechnienia oraz nawrotowoSci, zwiqzanych z rzadkim ryzykiem rozwoju postaci zaka2ef

o96lnoustrojowych, czynniki wptywajqce na wzrost liczby niepowodzed terapeutycznych, a tak2e rolq

dermatofit6w geofilnych i zoofilnych jako potencjalnych czynnik6w ryzyka zaka2ef dla czlowieka. Czynniki

ryzyka rozwoju dermatomykoz wymienione przez doktoranta uzupelnitabym o predyspozycje genetyczne,

uprawianie sport6w, nara2enie na czynniki  6rodowiskowe oraz warunki demograf iczne. Doktorant
przedstawif  dostqpne dane na temat epidemiologi i  dermatof i t6w w Europie i  Ameryce P6fnocnej oraz Polsce

z odniesieniem siq do czynnik6w Srodowiskowo-kulturowych wptywajqcych na 162nice czqstoSci

wystepowania postaci dermatomykoz oraz dominujqcych gatunk6w na przykfadach Grecji oraz Turcji w
por6wnaniu do Kuwejtu oraz Chin. Standardy fenotypowej diagnostyki  dermatof i t6w doktorant om6wil  w

odniesieniu do uzyskiwanych: sity r62nicujqcej, powtarzalnoSci, specyficznoSci, czasochlonno6ci oraz czqstej

koniecznoSci jednoczesnego zastosowania kilku metod. Trafnie zostafy wskazane problemy zwiqzane z

interpretacjq wynik6w tj. zmienno5i fenotypowa, pleomorfizm oraz wytwarzanie morfologicznych mutant6w

np. w wyniku nieskutecznego i dlugotrwalego leczenia. Nastgpnie, doktorant scharakteryzowaf zalety

szeregu metod genotypowych wprowadzonych do kanonu diagnostyki  wielu mikroorganizm6w oraz

dotychczas opisane rozwiqzania metodologiczne zoptymal izowania diagnostyki  dermatof i t6w z

uwzglqdnieniem ich zalet i potencjalnych ograniczeri. Wstep pracy zatem stanowi merytoryczne i

szczeg6fowe uzasadnienie dla postawionego problemu badawczego, poprawnie zdef iniowanego celu pracy

oraz wyboru zastosowanej metodologii.

W celu okre6lenia przynale2no6ci gatunkowej badanej kolekcji szczep6w dermatofit6w doktorant w
pierwszym etapie ocenial  cechy hodowli  i  morfologi i  koloni i  oraz charakter wzrostu, morfologiq konidi6w i
grzybni z zastosowaniem czqsto czasochfonnych procedur zapewniajqcych podniesienie sily r62nicujqcej

stosowanych metod fenotypowych. Analiza fenotyp6w 86 klinicznych szczep6w dermatofit6w umo2liwila

doktorantowi zaklasyfikowanie 63 szczep6w do gatunku Trichophyton interdigitale, L8 - do Trichophyton

rubrum oraz 5 - do Microsporum conis. Przeprowadzona przez doktoranta analiza ankiet epidemiologicznych,

wykazafa, 2e zaka2enia dermatofitami najczq6ciej wystqpowaty u pacjent6w miqdzy 19-60 r.2. Udzial zaka2eil

w5r6d mq|czyzn byl najwiqkszy w grupach do 18 i powy2ej 6O r.2., z kolei w5r6d kobiet pozostawat wysokiw

ka2dym wieku poza grupq do 18 r.2. NajczqSciej wystqpujqcymi postaciami dermatomykoz byty grzybica

paznokci, wystqpujqca u ponad potowy badanych pacjent6w. Gatunek Trichophyton interdigitale zostal

zidentyfikowany jako najczqstsza przyczyna diagnozowanej fenotypowo grzybicy paznokci i st6p, a

Trichophyton rubrum - najczqSciej wywofywal grzybicq paznokci, sk6ry gfadkiej ciata i st6p.

W kolejnym etapie pracy, w celu gatunkowego potwierdzenia to2samoSci fenotypowo

zidentyfikowanych gatunk6w badanych szczep6w, doktorant przeprowadzit amplifikacjq fragmentu operonu

DNA regionu ITS-5,8 S rDNA, a uzyskane produkty poddawal trawieniu z wykorzystaniem trzech r62nych

enzym6w restrykcyjnych. Analiza polimorfizmu uzyskanych fragment6w restrykcyjnych potwierdzila

prawidlowo5i wynik6w fenotypowej identyfikacji w przypadku wszystkich szczep6w gatunku Microsporum

canis i 90,7% szczep6w gatunk6w z rodzaju Trichophyton. Doktorant krytycznie ustosunkowat siq do

otrzymania niejednoznacznych wynik6w prof i lowania PCR-RFLP dw6ch szczep6w fenotypowo

zidentyfikowanych jako Trichophyton interdigitole i Trichophyton rubrum, przy czym wykonana analiza in
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silico genom6w szczep6w referencyjnych pod wzglqdem liczby oraz miejsc trawienia zastosowanych

enzym6w restrykcyjnych Mvol i Hinll potwierdzila, 2e otrzymane profile nie stanowily artefakt6w. Autor
postawil hipotezq, 2e w dw6ch przypadkach szczep6w o niejednoznacznych profilach PCR-RFLP mogfo doj5i

do mutacj i  w regionach lub genach markerowych, prowadzqcych do modyf ikacj i  prof i l i ,  indukowanych'np.

dtugim leczeniem lub wielokrotnym pasa2owaniem. W celu potwierdzenia tej  hipotezy dla cel6w

przygotowania publikacji, proponujq wykonai sekwencjonowanie region6w markerowych lTSl-2,

przeanal izowai tryb wdro2onej terapi i  oraz zapisy archiwalne pasa2owania w/w szczep6w. Nale2y podkre6l i i ,

2e zastosowana technika PCR-RFLP umo2liwita prawidtowe zaklasyfikowanie niemal 10% btqdnych wynik6w

fenotypowego oznaczenia to2samo6ci badanej kolekcji szczep6w.

W celu jednoznacznego potwierdzenia przynale2noSci gatunkowej dw6ch szczep6w o

niejednoznacznych profilach PCR-RFLP, fenotypowo zaklasyfikowanych do gatunk6w Trichophyton

interdigitole i Trichophyton rubrum, doktorant opracowaf i zastosowal fluoroscencyjnq genomowE

hybrydyzacjq in situ GISH, co Swiadczy o dociekliwoSci naukowej doktoranta w rozwiqzywaniu problemu

badawczego. Wyznakowane genomowe DNA szczep6w referencyjnych, doktorant poddawal hybrydyzacji z

uprzednio odpowiednio przygotowanymi strzqpkamiw/w szczep6w dermatofit6w, a sygnal sondy wykrywat

w mikroskopie fluoroscencyjnym. Fenotypowo zidentyfikowane gatunki szczep6w Trichophyton interdigitale

i Trichophyton rubrum, o niejednoznacznych wynikach profilowania PCR-RFLP, zostaty ostatecznie
potwierdzone z u2yciem sondy genomowej referencyjnego szczepu Trichophyton interdigitole wyra2one

pozytywnym sygnalem detekcji, odpowiednio w 97% i 3,5% analizowanych strzqpek. Dodatkowo

fenotypowo zidentyfikowany gatunek Trichophyton rubrum o niejednoznacznym wyniku PCR-RFLP zostat

potwierdzony z u2yciem sondy genomowej referencyjnego szczepu Trichophyton rubrum, wyra2ony

pozytywnym sygnafem fluorescencji w 85% analizowanych strzqpek. Nowatorskie zastosowanie techniki

GISH do gatunkowego potwierdzania identyfikacji dermatofit6w, stanowifo przyczynq zgfoszenia

patentowego (404901, 2013). Poziom czulo5ci sond genomowych Trichophyton rubrum i Trichophyton

interdigitote doktorant oszacowat odpowiednio na 82-94% i 96-98%, a poziom dopuszczalnego

niespecyficznego sygnalu, odpowiednio 10% i 4%. Zastosowanie techniki GISH, wymagalo od doktoranta

merytorycznej wiedzy i wysokich umiejqtnoSci praktycznych w celu otrzymania wiarygodnych wynik6w

hybrydyzacji, na kt6re ma wpfyw wiele czynnik6w tj. poziom strawienia Sciany grzybni, wla5ciwy poziom

rozproszenia strzqpek, odpowiedni wiek grzybni, wiarygodne wyznaczenie akceptowalnego poziomu

niespecyficznych wiqzari podczas znakowania, stosowanie odpowiednich procedur ograniczenia poziomu tfa

oraz zachowa n ie powta rza I nych wa ru n k6w do6wiadcza I nych.

Dla cel6w epidemiologii molekularnej doktorant zastosowal genotypowanie, pozwalajqce na

detekcjq szczepowo-swoistych fragment6w restrykcyjnych DNA o identycznej dlugoSci, ale o r62nych

temperaturach topnienia w zale2noSci od zawarto6ci par GC w sekwencjach mikrosatelitarnych (GACA)4 lub
(GTG)4 zastosowanych jako startery w reakcji PCR. Ocenq wykrytego zr6inicowania profili w5r6d 28

szczep6w Trichophyton interdigitale wyizolowanych z obszaru Podkarpacia doktorant odni6sl do wynik6w

wykonanych we wsp6lpracy z Zakfadem Genetyki Drobnoustroj6w Uniwers$etu t6dzkiego. Wiqkszo6i

szczep6w gatunku Trichophyton interdigitale z obszaru Podkarpacia tj. 96%o, zoslala zakwalifikowana do

klonu T/iA (A% - do klonu T/iB), podczas gdy na obszarze Polski zidentyfikowano wystqpowanie 3 klon6w

Ti/A(z podtypamiTi/A1 iTi /A2l,Ti /B orazTi/C.Z kolei ,  zastosowanie metody PCR MP z udzialem starter6w

dla sekwencji mikrosatelitarnych (GTG)', pozwolilo na zakwalifikowanie szczep6w z regionu Podkarpacia do

klonu Ti/a, podczas gdy na obszarze Polski dotychczas wykryto 6 grup profili Ti/a-Ti/f. Struktura klonalna

Trichophyton interdigitole z regionu Podkarpacia, wykazala zatem stosunkowq homogennoSi badanej
populacji, co mo2e wskazywai na pewnQ odrqbno6i uwarunkowaf lub czynnik6w ryzyka. Niewqtpliwie

zasadna jest krytyczno6i doktoranta w odniesieniu do l iczby 28 anal izowanych szczep6w uzasadniajqca brak

mo2liwo6ci ustalenia pokrewierlstwa filogenetycznego i powiqzari epidemiologicznych miqdzy pacjentami

oraz konieczno66 podjqcia dalszych badaf z udzialem wiqkszej kolekcji szczep6w.
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W pracy doktorskiej przeprowadzono tak2e ocene aktywnoSci przeciwgrzybicznych diosminy,

kurkuminy, argininy, rutyny, hesperdyny i kwercetyny wobec trzech referencyjnych gatunk6w, wykonanych

zgodnie z powszechnie akceptowanymi zasadami metodyki EUCAST. Otrzymane wyniki potwierdzify, 2e

Trichophyton rubrum byl najbardziej wra2liwvffi, €r Trichophyton mentogrophytes - najmniej wra2liwym

gatunkiem na wiqkszoSi zastosowanych zwiqzk6w. Najsilniejszym inhibitorem wzrostu okazafa siq

kurkumina, a w przypadku najwy2szych badanych stq2eri kwercetyny, hesperydyny oraz diosminy z grupY

flawonoid6w, doktorant obserwowat przej5ciowy efekt cytostatyczny. Dostqpne dane pi6miennictwa nie

potwierdzaly dotychczas tak obiecujqcych wynik6w aktywnoSci kurkuminy, co mo2e wynikad z

zoptymalizowanego przez doktoranta zakresu badanych stq2ef i rozwiqzafi metodycznych. Przedstawione

wyniki badad aktywno6ci kurkuminy oraz zwiqzk6w z grupy flawonoid6w wskazujq na zasadno5i dalszego ich

kontynuowania w celu potwierdzenia mo2l iwoSci ich potencjalnego zastosowania jako np. substancj i

pomocniczych lek6w przeciw dermatofitom.

Dyskusja jest naukowo dojrzalym spojrzeniem doktoranta na wyniki pracy w odniesieniu aktualnego

stanu wiedzy na temat szeroko pojqtego zagadnienia problematyczno5ci zaka2ert dermatofitami. W spos6b

uporzqdkowany, a zarczem brawurowo naukowo dojrzaly,jednocze6niezduiq dozq pokoryoraz krytycyzmu

doktorant przeprowadza czytelnika przez kolejne etapy pracy odnoszqc otrzymane wyniki do obserwacji

innych autor6w. Niewqtpliwq zaletq dyskusji jest krytyczne spojrzenie na potencjat r6inicowania

zastosowanych narzqdzi fenotypowania oraz genotypowania dermatofit6w przez pryzmat reali6w praktyki

diagnostyki mykologicznej i klinicznej. Dermatomykozy jako powszechnie rozpoznany na Swiecie problem

epidemiofogiczny z mo2liwo5ciq bezobjawowego nosicielstwa siqgajqcego 3O-7O% i ryzyka rozwoju objaw6w

narastajEcego z wiekiem, stanowiq problem kliniczny zwiqzany z btqdnq diagnozq klinicznq, laboratoryjnq,

podjqtq terapiq empirycznq lub terapiq wynikajqcq z btqdnej diagnostyki, narastajqcq opornoSciq szczep6w,

lub wysokim ryzykiem niepowodzeri terapeutycznych. Wyniki przedstawione w pracy doktorskiej

potwierdzajq trudnoSci klasycznych metod fenotypowych, poniewa2 badania fenotypowe wykonane przez

doktoranta z nale2ytq starannosciq wskazujq, 2e jeden przypadek fenotypowej gatunkowej identyfikacji na

niemal 10 mo2e byd w niewfaSciwie klasyfikowany. Wynik ten jest w moim odczuciu i tak pozytYwnY,

poniewa2 z danych pi6miennictwa wynika, 2e blqdy oznaczei fenotypowych z r62nych przyczyn mogq

dochodzi i  nawet do 4O%. Przeprowadzona przez doktoranta anal iza udzialu gatunk6w dermatof i t6w w

odniesieniu do postaci  grzybic w oparciu o anal izowane ankiety epidemiologiczne pacjent6w mo2e stanowii

element uzupefniajqcy dane na temat czestosci udziaf u poszczeg6lnych gatunk6w dermatofit6w

identyfikowanych w odniesieniu do postaci klinicznej grzybic.

Podsumowanie rozprawy stanowi 5 wniosk6w wyprowadzonych przez doktoranta na podstawie

krytycznie ocenionych wynik6w badafi, kt6re nale2y uzna( za prawidtowe.

O nowatorskim charakterze pracy doktorskiej Swiadczy opracowane zoptymalizowanych narzqdzi

diagnostycznych opartych na analizach sekwencji markerowych, kt6re z pewnoSciE moga uzupelniai i

korygowai gatunkowq identyfikacjq dermatofit6w z udzialem klasycznych metod. Opracowanie metody

GISH, stanowiqcej zgloszenie patentowe, 6wiadczy o przygotowaniu merytorycznym oraz wysokich

umiejqtno6ciach doktoranta dotyczqcych doboru i projektowania starter6w, doboru warunk6w reakcji, oraz

optymalizacji zaproponowanych uklad6w detekcji i potwierdza prawidlowy dob6r schemat6w badawczych

do osiqgniqcia zamierzonego celu. Opracowane przez doktoranta rozwiqzania metodyczne po zgromadzeniu

wiqkszej kolekcji szczep6w mogE w spos6b wiarygodny poslu2yi do opracowania reprezentatywnego

modelu genetycznej struktury populacji i ustalenia pokrewieristwa miqdzy poszczeg6lnym gatunkami

dermatofit6w izolowanymi w Polsce, w tym Podkarpacia.

Ze wzglqdu na interesujqce rozwiqzania naukowe postawionej hipotezy badawczej prosze

doktoranta o dodatkowe wyjaSnienia odnoSnie: (1) uzasadnienia wyboru konkretnych szczep6w

referencyjnych, w odniesieniu do ich pochodzenia, a w szczeg6lno6ci r62nic w obrqbie , ,kompleksu"
Trichophyton mentqgrophytes (21 stosowanych kontroli pozytywnych i negatywnych w ka2dej z
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zastosowanych metod genotypowania oraz wyjaSnienia w jaki spos6b okreSlona zostala ich powtarzalno6i

(3) wyjaSnienia dlaczego prof i lowanie genetyczne metodq PCR MP z zastosowaniem sekwencj i

mikrosatelitarnych (GACA)4 lub (GTG)+ zostalo wykonane dla 28 szczep6w Trichophyton interdigitole skoro

analizowana kolekcja szczep6w tego gatunku zawierafa (po wykluczeniu bfqd6w fenotypowej diagnostyki) 58

szczep6w; (4) brak zastosowania r62nicowania Microsporum conis technikq PCR MP autor wytfumaczyl

brakiem r62nicowania zastosowanej techniki w przypadku tego gatunku. Interesujqce jest czy doktorant

podjqf pr6bq r62nicowania wewnqtrzgatunkowego 18 szczep6w Trichophyton rubrum iz jakim efektem? (5)

podania informacj i  odnoSnie sposobu monitorowania l iczby dokonanych pasa2y szczep6w referencyjnych

oraz klinicznych przed zastosowaniem ich do badafi w kontek6cie mo2liwo6ci wplywu na osiqganq czuto66 i

specyficznoSi metod; (5) skomentowania poziomu dopuszczalnego niespecyficznego sygnafu w metodzie

GISH, kt6ry jak doktorat podaje powinien mie6cii siq w granicach I-5%o, a w przypadku sondy T. rubrum

osiqgnqt poziom LOYo; oraz (7) przedstawienia swojego stanowiska odno5nie praktycznego zastosowania

techniki PCR-RFLP do potwierdzania gatunkowego wyizolowanych szczep6w dermatofit6w oraz ich

potencjalnego zastosowania bezpoSrednio w mater iale kl in icznym w odniesieniu do mo2l iwoSci jakie niesie

ze sobq zastosowanie innych gen6w jako marker6w to2samo5ci gatunkowej,  np. w reakcj i  mul i tpleks PCR i  w

kontek5cie wymaga 6 walidacyjnych.

Praca napisana jest poprawnym jqzykiem. Na mojq opiniq nie majq wplywu drobne edytorskie

niedociqgniqcia, tj. np. nie zawsze konsekwentne stosowanie zapis6w enzym6w restrykcyjnych z

uwzglqdnieniem kursywy dla pierwszego czlonu, rzadkich pomylek edytorskich pisowni gatunku

Trichophyton mentogrophytes, braku oznakowania 5'-3' dla sekwencji adapter6w i starter6w w metodzie

MP-PCR, niekonsekwentnego okreSlenia terminu w opisie kolumny, w kt6rej  zawarte sq dane okreSlajqce

fokafizacjq grzybicy wyizolowanych szczep6w, tj. ,,ir6dlo" w tabeli 6 lub rodzaj grzybicy w tabeli 8, braku

podania oznakowania szczep6w referencyjnych na ryc. 2f  i22."

Recenzowana praca stanowi oryginalne i samodzielne rozwiqzanie problemu badawczego, zostala

zapfanowana i zrealizowana prawidlowo i dowiodfa duiej wiedzy teoretycznei oraz praktycznej

doktoranta. Stwierdzam, ie praca pana mgr Mariusza Worka w pelni spetnia wymogi stawiane rozprawom

doktorskim ujqte w Ustawie z dn. 14 marca 2003 r. o stopniach itytule naukowym oraz o stopniach i\[ule

w zakresie sztuki (Dz. U. z 2OO3 r. Nr 55, poz. 595 ze zmianami) i niniejszym wnosze do Rady Naukowej

Wydziatu Biologiczno-Rolniczego Uniwersytetu Rzeszowskiego o dopuszczenie pana mgr Mariusza Worka

do dalszych etap6w przewodu doktorskiego.

Wtrf--
Warszawa, dnia 26.06.20015 r. Anna Lutyriska


