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Recenzja

rozprawy doktorskiej Pana mgr Mariusza Worka pt. ,,Diagnostyka molekularna i

epidemiologia dermatofit6w izolowanych od pacjent6w wojewrf dztwa

podkarpackiego"

Niniejsza recenzja zostala przygotowana w odpowiedzi na pismo Pana Prof. dr hab.

Zbigniewa Czerniakowskiego Dziekana Wydzialu Biologiczno-Rolniczego Uniwersytetu

Rzeszowskiego z dnia 22 czerwca 2015 roku informuj4ce, 2e decyzjq Rady Wydzialu

zostalam powolana na recenzenta pracy doktorskiej Pana mgr Mariusza Worka wykonanej

pod kierunkiem Pana Prof. dr hab. Adama Jaworskiego, promotora pracy (emerytowany

Profesor Zakadu Genetyki Drobnoustroj6w Uniwersytetu tr 6dzkiego) oraz Pana Dr Macieja

Wnuka, j ako promotora pomo cniczego (ZaHad Genetyki P ozawy dzialowego Zamiej scowe go

Instytutu Biotechnologii i Nauk Podstawowych Uniwersl'tetu Rzeszowskiego).

1. Ocena problematyki badawczej i formalna analiza pracy

Tematyka badawcza, podjgta w recenzowanej pracy doktorskiej , dotyczy trudnego a

zarazem niezwykle waanego, zwlaszcza z medycznego punktu widzenia, zagadnienia jakim

jest diagnostyka dermatofit6w. Dotychczasowa, rutynowo prowadzona identyfikacja tych

chorobotw6rczych grzyb6w oparta o cechy fenotypowe, morfologiczno-biochemiczne,

nastrgcza duze problemy i mole w efekcie prowadzi(, do niewtaSciwego rozpoznania

czynnika etiologicznego grzybic sk6ry. Spowodowane jest to gl6wnie wielopostaciowoSci4

dermatofit6w i ich zmiennoSci4 fenotypow4. Szczepy izolowane zprzypadk6w chorobowych,

czgsto odbiegaj4 morfologicznie od charakterystycznych dla danego gatunku cech, np. nie

wytwarzaj4 makrokonidi6w lub nie zarodnikuj4 tworz4c jedynie plone grzybnie, co de facto

uniemoZliwia oznaczenie ich metodami tradycyjnymi. Konsekwencj4 blgdnej identyfikacji

gatunkowej moae byi podjgcie niewlaSciwego leczenia, a w przypadku dochodzeri

epidemiologicznych nieprawidlowych ustaleri dotycz4cych rozprzestrzeniania tych

patogen6w w Srodowisku ludzi i zwierzqt. W tym kontekScie badania podjgte przez Pana mgr



Mariusza Worka i otrzymane przez Niego wyniki wychodz4 naprzeciw oczekiwaniom

praktyki klinicznej w zakresie diagnostyki dermatofitow oraz ich epidemiologii.

Oceniania rozprawa stanowi l0O-stronicowe opracowanie podzielone na 8

zasadniczychrozdzial6w: Wstgp (1), Cel pracy (2), Materialy i metody badari (3), Wyniki (4),

Dyskusja (5), Wnioski (6), Streszczenie (7) i Bibliografia (8) obejmuj4ca 122 pozycje

literatury. Do pracy dotr4czono Aneks zawierq4cy listg szczep6w wrazz danymi o pacjentach

oraz wz6r ankiety epidemiolo gicznej. Dokumentacjg pracy stanowi4 23 rysunki , z czego 5 to

schematy dotycz4ce przebiegu zastosowanych w pracy technik molekularnych, dwa inne

przedstawiaj4 model biodegradacji natywnej keratyny i morfogenezg dermatofit6w a

pozostale 16 prezentuj4 wyniki badah, z kt6rych 7 to zdjgcia elektroforegram6w a2 to obrazy

z mikroskopu fluorescencyjnego. Obok tego, otrzymane rezultaty zebrano w 10 tabelach, z

kt6rych dwie zilustrowano fotografiami: jedna dotyczy mikromorfologii zidentyfikowanych 3

gatunk6w dermatofit6w, druga morfologii kolonii 3 referencyj nych szczep6w dermatofit6w,

poddanych dzialaniu zwipzkow o aktywnoSci przeciw dermatofitowej. Poszczeg6lne tabele i

wykresy s4 czytelne a ich umieszczenie w tekScie pracy ulatwia analizE pracy. Wyj4tek

stanowi4 Ryc. 12, 13, 14 przedstawiaj1ce zdjgcia plytek ze wzrostem wybranych szczep6w

badanych dermatofit6w rosn4cych na podlozu Sabourauda. Wydaje sig, ze korzystniejsze

bytoby sfotografowanie l-punktowo szczepionych plytek niZ zdjEcia z wieloma koloniami na

jednej plytce. Ponadto, zdjEcie spod mikroskopu przedstawiaj4ce zarcdnikuj4c4 gtzybnig

badanych 3 gatunk6w dermatofit6w: Trichophyton interdigitale, T. rubrum r Microsporum

canis, dol4czone do opisu podanego w tabeli 5, s4 malo wyrafine. NaleZy je powigkszyd i

zaznaczy(, skalg wielkoSci, poniewa1 w aktualnym obrazie mikrokonidia T. interdigitale i T.

rubrum s4 nie tylko slabo widoczne, ale i nie odr62nialne.

Z formalnego punktu widzenia zaletE pracy jest przystgpnoSi, zwigzloSf i podzial na

niezbyt obszerne rozdzialy, zdarzalq sig natomiast, stosunkowo czgsto, blgdy literowe.

Merytoryczna ocena pracy

Rozprawa doktorska Pana mgr Mariusza Worka dotyczy molekularnej identyfikacji i

r6znicowania wewn4trzgatunkowego dermatofit6w wyizolowanych z materialu klinicznego

pobranego od pacjent6w z terenu wojew6dztwa podkarpackiego. Dodatkowyffi, w aspekcie

terapeutycznym, elementem pracy byla ocena wrazliwoSci dermatofit6w na wybrane zwi4zki

biologicznie czynne, roSlinnego pochodzenia. Zadania badawcze przyporz4dkowane tym

celom obejmowaly:



o wyizolowanie z materiaLu klinicznego pobranego od chorych (okres grudzieh 20ll-

lipiec 2013) szczep6w dermatofit6w i ich oznaczenie do gatunku w klasycznym toku

postgpowania, czyli w oparciu o cechy fenotypowe;

. weryfikacjg molekularn4 przynaleznoSci gatunkowej zgromadzonej kolekcji

szczep6w;

. przeprowadzenie wewn4trzgatunkowego r6Znicowania szczepow Trichophyton

interdigitale -nqczgsciej diagnozowanego gatunku wSr6d badanych dermatofrt6w;

. przeprowadzenie anahzy epidemiologicznej zaka\eh dermatofitami na Podkarpaciu w

oparciu o wyniki badari klinicznych, mykologicznych, molekularnych i informacje o

pacjentach wynikaj4ce z dokumentacji medycznej (m.in. wiek' ple6);

o zbadanie wraZliwoSci analizowanych 3 gatunk6w dermatofit6w na niekt6re

flawonoidy i polifenole, na podstawie reakcji szczepow referencyjnych.

Pruyjgty zakres badari oraz wlalciwy dob6r i opracowanie metod analitycznych

stworzyly sp6jn4 caloSd co zaowocowalo wieloma osi4gnigciami dotycz4cymi diagnostyki

chorobotw 6r czy ch szczep ow dermato fi t6 w or az ep idemiolo gi i tych p ato gen6w.

Autor lqcznie zgromadztl 86 szczep6w dermatofit6w wyizolowanych z materialu

klinicznego w Pracowni Mykologii ZaHadu Medycznej Diagnostyki Laboratoryjnej

Wojew6dzkiego Zespolu Specjalistycznego w Rzeszowie. Szczepy izolowano metod4

wykladania fragment6w zaku2onych tkanek na podloze Sabourauda z chloramfenikolem i

aktidionem. W pierwszej czgsci badari wlasnych, czyste kultury grzyb6w oznaczarto do

gatunku w oparciu o cechy morfologiczne kolonii i zarodnik6w a nastgpnie weryfikowano je

przy pomocy kryteri6w genetycznych i cytogenetycznych stosuj4c odpowiednio metodq PCR-

RFLP i fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ. W efekcie identyfikacji fenotypowej badane

szczepy oznaczono do 3 gatunk6w: Trichophyton interdigitale, T. rubrum i Microsporum

canis, wSr6d kt6rych najliczniej reprezentowany byl T. interdigitale. Identyfikacja

molekularna badanych szczepow metod4 PCR-RI'LP w oparciu o region markerowy ITSI-

5,8S-ITS2 operonu rDNA, przy zastosowaniu uniwersalnej pary starter6w ITSl i ITS4 otaz 3

enzym6w restrykcyjnych w ponad 90% potwierdzila identyfikacjg fenotypow4. We

wszystkich przypadkach kontrolg stanowily szczepy referencyjne pochodz4ce z holenderskiej

kolekcji CBS. Dla dw6ch szczep6w, spoSr6d badanych, analiza restrykcyjna okazaLa sig

niewystarczajqcaz uwagi na odmienne wzory profili restrykcyjnych w stosunku do przyjqtych

standard6w. Dla tego celu Autor wykorzystal nowatorsk4, w odniesieniu do dermatofit6w,

metodg fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ co wr4zalo sig z konstrukcj4 znakowanych



biotyn4 i wykrywanych fluorescencyjnie sond genetycznych. Ten etap zaowocowal patentem

oraz publikacj4 w impaktowanym czasopiSmie o profilu metodycznym (Journal of

Microbiological Methods), w kt6rej to pracy Pan mgr Mariusz Worek jest pierwszym

autorem. W kolejnej czgsci badah, Autor przeprowadzil genotypowanie 28 szczep6w T.

interdigitale, posluguj4c sig metod4 PCR-MP w ukladzie z enzymem BamHI otaz z

zastosowaniem, jako starter6w reakcji PCR mikrosatelitarne sekwencje genomowe (GACA)4

i (GTG)5. Rezultaty tych badari r6wniez zostaly juz opublikowane, jako czgS6 wsp6lautorskiej

pracy opublikowanej w Polish Journal of Microbiology. Badania te ujawnily w obrgbie

populacji T. interdigitale 2 genotypy, zktorychjeden byt dominuj4cy. DoSwiadczalnq czgSc

pracy Autor zakohczyl. testowaniem 6 wybranych zwi4zkow biologicznie czywrych

roSlinnego pochodzenia, jako inhibitor6w wzrostu i rozwoju badanych gatunk6w

dermatofit6w.

W Swietle rezultat6w przeprowadzonych badafr do szczeg6lnie wartoSciowych,

oryginalnych osi4gnigd naukowych Pana mgr Mariusza Worka zaliczam:

w obszarze stwierdzeri ogolnych;

o potwierdzenie koniecznoSci wprowadzenia do diagnostyki klinicznej metod

molekularnych, jako pewnych i szybkich technik identyfikacji czynnik6w

etiologicznych zakaaeh grzybicznych, co w przyszloSci ograniczyloby ryzyko blgd6w

w diagnostyce i leczeniu grzybic powierzchniowych,

. wskazanie na potrzebg stosowania technik molekularnych dla cel6w analizy

epidemiolo gicznej dermatofit6w, w szczeg6lnoSci badania szlak6w transmisji

horyzontal nej or az analizy struktury szczepowej /klonalnej tych grzyb6w;

w obszarze osi4gnig6 szczeg6\ov,ry ch;

o zastosowanie agaru owsianego jako pod\.o2a stymului4cego sporulacig

trudnozarodnikuj4cych szczep6w klinicznych. Zaproponowana modyfikacja mohe by(,

wykorzystana w praktyce, jako uzupelnienie standardowo prowadzonej procedury

identyfikacj i gatunkowej dermatofit6w,

o stwierdzenie moaliwoSci zastosowania niekt6rych substancji biologicznie czynnych

roSlinnego pochodzenia jako czynnik6w wspieraj4cych leczenie grzybic sk6ry,

o potwierdzenie odpowiednioSci metody PCR-MLP w odniesieniu do identyfikacji

gatunkowej dermatofit6w z v,rykorzystaniem wewngtrznych transkrybowanych

sekwencji przerywnikowych (ITS) genu rRNA, jako markera molekularnego,



o zastosowanie po raz pierwszy metody PCR-MP do genotypowania szczep6w

T. int e r di gi t al e wyizolowanych z ter enu P odkarpac ia,

. opracowanie i skonstruowanie specyfrcznych, o duzej czuloSci sond molekularnych,

znakowanych znacznikiem wykrywanym immunochemicznie, do szybkiej detekcji 3

gatunk6w dermatofit6w M. canis, T. interdigitale i T. rubrum, bezpoSrednio w

preparatach mikroskopowych. Osi4gnigcie to jest powaznym wkladem Autora w

rczw 6j metodo lo gii badari diagno styc zny ch dermato fi t6w,

. wskazanie na metodg fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) z v'rykorzystaniem

sondy genetycznej, jako uzupelniaj4cej metody identyfikacji gatunkowej dermatofit6w,

co stanowi istotne novum pracy,

. za wazne, z epidemiologicznego punktu widzenia, nale|y uznac ujawnienie przez

Autora istnienia 2 rcZnych genotyp6w w obrgbie populacji T. interdigitale,

najczgstszego sprawcy dermatomykoz u mieszkaric6w wojew6dztwapodkarpackiego.

Otrzymane wyniki maj4 du24 wartoSd naukow4 oraz aphkacyjnQ. Przyczyniajq sig,

bowiem do dalszego ugruntowania metod molekularnych w diagnostyce dermatofit6w a

szerzej grzyb6w strzgpkowych oraz stanowi4 wklad w unowoczeSnianie i doskonalenie metod

stosowanych w praktyce klinicznej oraz epidemiologii grzybic. Nie bez znaczeniajest tez

fak<t, 2e techniki biologii molekularnej s4 nie tylko wiarygodne i czv\e, ale takhe szybkie,

pozwalaj4ce skr6cii do kilku dni a nawet godzin, trwaj4c4 kilka tygodni tradycyjn4 procedurg

identyfikacyjn4 dermatofit6w. W tym miejscu nale?y takhe zauwazyc, 2e na osi4gnigty przez

Pana mgr Mariusza Worka sukces badawczy sklada sig r6wniez znakomity warsztat, a wigc

poslugiwanie sig wysoko zaawansowanymi i najnowoczeSniejszymi technikami

molekularnymi i cytogenetycznymi. Wykazal sig On r6wniez najSwieZsza wiedz1 z zakresu

biologii, genetyki i epidemiologii dermatofit6w, o czym Swiadczy opracowanie czgSci

teoretycznej pracy (,,Wstgp"). Na podkreslenie zasluguje przy tymfaT<t, Ze Autor nie usilowal

napisad wszystkiego co wiadomo o dermatofitach i dermatomykozach czlowieka oraz ich

diagnostyce i epidemiologii lecz skoncentrowal sig na problematyce, kt6ra SciSle wiEzala siE z

realizowanym celem pracy doktorskiej. Zaprezerfowana umiejgtnoSi Swiadczy o duzej

dojrzaloSci naukowej Doktoranta. Znajduje ona r6wniez potwierdzenie w sposobie

poprowadzenia dyskusji wynik6w (rozdzial ,,Dyskusja"), * kt6rej obok zwyczaiowo ju2

przyjgtej zasady konfrontacji wynik6w badat'r wlasnych z danymi innych autor6w dokonal

krytycznej oceny dotychczasowego stanu badan w zakresie diagnostyki i epidemiologii

molekularnej dermatofit6w oraz stosowanych metod molekularnych - takze w kontekScie



trudnoSci zwi4zanych z diagnostykE grzybic. W treSci tego rozdzia\u znalazly sig r6wnieZ

dodatkowe informacje dotyczqce weryfikacji uzyskanych danych doSwiadczalnych. Autor

por6wnal bowiem otrzymane profile restrykcyjne produkt6w PCR z profilami

wygenerowanymi in silico, czyli w oparciu o dostgpne bazy danych, uzyskuj4c peln4

zgodnoS6. Podnosi to wartoSd merytoryczn4 pracy. Takie poglgbione dyskusje wynik6w nie

zdarzq4 sig zbyt czgsto w pracach doktorskich.

Ostatni rczdzia\ badari wlasnych Autora obejmuje 5 zwigzlych i wywazonych

wniosk6w, wyplywaj4cychzprzeprowadzonych badari i bgd4cych r6wnoczeSnie odpowiedziq

na postawione cele pracy.

W trakcie czTttania pracy zauwa|ylarrt kilka drobnych niedoci4gnigi (obok tych

zanotowanych wczeSniej) oraz nasungly mi sig pewne w4tpliwoSci.

1. Nie jest jasne czy material, szczepowy otrzymany przez Autora z przyszpitalnej

Pracowni Mykologicznej byL juL wczefiniej zdiagnozowany gatunkowo metodami

rutynowymi, czy teL byl to material nieoznaczony? Powinno to byi wyrulnie

okreSlone. Je2eli Autor otrzymal szczepy juL oznaczone do gatunku to czy ponownie

je identyfikowal fenotypowo? A jeSli tak, to czy otrzymal identyczne wyniki? JeSli

jednak Autor sam izolowali oznaczal szczepy dermatofit6w to dane zawarte w tabeli

2 (str. 30) zamieszczonej w rozdziale,,Material i metody badaft" nale?y przenieSd do

rozdzialu,,Wyniki" albowiem s4 to juz rczultaty badan wlasnych Autora'

2. Nazwy gatunk6w, kt6re byly przedmiotem badat'r powinny mie6 dodany skr6t

nazwiska autora lub autor6w, ktorzy jako pierwsi opisali i nazwali gatunek,

przykladowo Miuosporum canis (E. Bodin) E. Bodin. Zapis taki wystarczy dla

porz4dku przedstawid jedynie taz, np. na pocz4tku, gdy podany jest wykaz

gatunk6w.

3. Zdlgcia dotyczEce wplywu testowanych zwi4zkow chemicznych na wzrost liniowy i

morfologig kolonii (Tab. 9) s4 malo wyru2ne.

4. Dlaczego w badaniach aktywnoSci przeciw dermatofitowej wybranych zwiqzk6w

biologicznie czynnych uayto jedynie szczepy referencyjne, pomijaj4c szazepy

kliniczne? Mialoby to wigksze znaczenie praktyczne.

5. Nalezy poprawid stylistycznie brzmienie wniosku nr 1, a wniosek nr 2 moim

zdaniem nale2y rozdzieli(, na dwa odrgbne 'amioski.

6. Przy przygotowaniu pracy do druku w czgsci metodycznej proponowalbym polqczyc

podrozdzialy 3.4 i 3.5 jako jeden pt.: ,,Izolacja i identyfikacja dermatofit6w".



Poczynione uwagi nie maj4 generalnie wplywu na merytoryczn1 oceng pracy a drobne

niej asnoSci czy niedoci4gnigcia bez przeszk6d mozna skorygowa6.

Wniosek koricowy

Praca doktorska Pana mgr Mariusza Worka stanowi wartoSciowe, pod wieloma

wzglgdami unikatowe, osi4gnigcie naukowe w dziedzinie nauk biologicznych, dotycz4ce

molekularnej diagnostyki i epidemiologii dermatofit6w sprawc6w grzybic

powierzchniowych czlowieka. W szczeg6lnoSci wyniki badari tej pracy poglgbiaj4 i

poszerzaj1 dotychczasowy stan wiedzy dotyczqcy molekularnych kryteri6w identyfikacji

gatunkowej dermatofit6w oraz dostarczaj4 nowych informacji na temat

wewn4trzgatunkowego zrohmcowania genotypowego tych grzyb6w. Genotypowaniem

dermatofit6w, jak dotychczas, zajmujq sig nieliczne oSrodki naukowe na Swiecie, w Polsce

jedynie ZakJad Genetyki Drobnoustroj6w Uniwersytetu N,odzkiego. Za niezwykle wa2ne

nale?y uzrrac r6wniez to,2e dysertacja doktorska Pana mgr Mariusza Worka zawiera istotne, z

punktu widzenia praktyki klinicznej, przeslanki do kt6rych nale?y: potwierdzenie

konieczno6ci wprowadzenia metod molekularnych do diagnostyki laboratoryjn€1 grzybic oraz

skonstruowanie specyficznych gatunkowo, o wysokiej czuloSci, sond molekularnych z

przeznaczeniem do identyfikacji dermatofit6w. PrzedloAon4 do recenzji rczprawg wysoko

oceniam, tak?e z uwagi na warsztat metodyczny. Przygotowanie rozprawy wymagalo od

Autora bardzo dobrej znajomoSci, umiejgtnoSci doboru i dostosowania do przedmiotu badah,

ro2nych technik biologii molekularnej co zaowocowalo m.in. skonstruowaniem

wspomnianych sond molekularnych.

rJznaiE wigc ocenionQ pracA doktorsk4 za spelniai4c4 wymagania stawiane rozprawom

doktorskim i stosownie do odpowiednich przepis6w Ustawy o Stopniach i Tyulach

Naukowych, wnioskujg do Wysokiej Rady Wydzialu Biologiczno-Rolniczego Uniwersytetu

Rzeszowskiego o dopuszczenie Pana mgr Mariusza Worka do dalszych etap6w przewodu

doktorskie go or az publicznej obrony.

Ponadto bior4c pod uwagg aktualnoS6 podjgtej problematyki, wartoSl poznawczq

pracy i jej znaczenie dla praktyki medycznej , zawarte w pracy elementy nowoSci i jej wysoki

poziom metodyczny, dodatkowo popartych zgloszeniem patentowym oraz opublikowaniem

czgsci wynik6w w czasopismach z Impact Factor wnoszg o wyr6znienie pracy doktorskiej

Pana mgr Mariusza Worka stosown4 nagrod4.
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