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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pana mgr Mariusza Worka pt. ,,Diagnostyka molekularna i
epidemiologia dermatofitow izolowanych od pacjentéw wojewodztwa

podkarpackiego”’

Niniejsza recenzja zostala przygotowana w odpowiedzi na pismo Pana Prof. dr hab.
Zbigniewa Czerniakowskiego Dziekana Wydziatu Biologiczno-Rolniczego Uniwersytetu
Rzeszowskiego z dnia 22 czerwca 2015 roku informujgce, ze decyzjg Rady Wydziatu
zostalam powotana na recenzenta pracy doktorskiej Pana mgr Mariusza Worka wykonanej
pod kierunkiem Pana Prof. dr hab. Adama Jaworskiego, promotora pracy (emerytowany
Profesor Zaktadu Genetyki Drobnoustrojow Uniwersytetu L.odzkiego) oraz Pana Dr Macieja
Wnuka, jako promotora pomocniczego (Zaktad Genetyki Pozawydzialowego Zamiejscowego
Instytutu Biotechnologii i Nauk Podstawowych Uniwersytetu Rzeszowskiego).

1. Ocena problematyki badawczej i formalna analiza pracy

Tematyka badawcza, podjeta w recenzowanej pracy doktorskiej, dotyczy trudnego a
zarazem niezwykle waznego, zwlaszcza z medycznego punktu widzenia, zagadnienia jakim
jest diagnostyka dermatofitow. Dotychczasowa, rutynowo prowadzona identyfikacja tych
chorobotworczych grzybéw oparta o cechy fenotypowe, morfologiczno-biochemiczne,
nastrecza duze problemy i moze w efekcie prowadzi¢ do niewlasciwego rozpoznania
czynnika etiologicznego grzybic skory. Spowodowane jest to gléwnie wielopostaciowoscia
dermatofitéw i ich zmiennoscia fenotypowa. Szczepy izolowane z przypadkow chorobowych,
czesto odbiegaja morfologicznie od charakterystycznych dla danego gatunku cech, np. nie
wytwarzaja makrokonidiéw lub nie zarodnikuja tworzac jedynie ptone grzybnie, co de facto
uniemozliwia oznaczenie ich metodami tradycyjnymi. Konsekwencja btednej identyfikacji
gatunkowej moze by¢ podjecie niewlasciwego leczenia, a w przypadku dochodzen
epidemiologicznych  nieprawidlowych ustalenn dotyczacych —rozprzestrzeniania —tych

patogenéw w srodowisku ludzi i zwierzat. W tym kontekscie badania podjete przez Pana mgr



Mariusza Worka i otrzymane przez Niego wyniki wychodza naprzeciw oczekiwaniom
praktyki klinicznej w zakresie diagnostyki dermatofitow oraz ich epidemiologii.

Oceniania rozprawa stanowi 100-stronicowe opracowanie podzielone na 8
zasadniczych rozdziatlow: Wstep (1), Cel pracy (2), Materialy i metody badan (3), Wyniki (4),
Dyskusja (5), Wnioski (6), Streszczenie (7) i Bibliografia (8) obejmujaca 122 pozycje
literatury. Do pracy dotgczono Aneks zawierajacy liste szczepéw wraz z danymi o pacjentach
oraz wzér ankiety epidemiologicznej. Dokumentacj¢ pracy stanowig 23 rysunki, z czego 5 to
schematy dotyczace przebiegu zastosowanych w pracy technik molekularnych, dwa inne
przedstawiaja model biodegradacji natywnej keratyny i morfogeneze dermatofitow a
pozostate 16 prezentujg wyniki badan, z ktorych 7 to zdjecia elektroforegramow a 2 to obrazy
z mikroskopu fluorescencyjnego. Obok tego, otrzymane rezultaty zebrano w 10 tabelach, z
ktorych dwie zilustrowano fotografiami: jedna dotyczy mikromorfologii zidentyfikowanych 3
gatunkéw dermatofitow, druga morfologii kolonii 3 referencyjnych szczepow dermatofitéw,
poddanych dzialaniu zwiazkoéw o aktywnosci przeciw dermatofitowej. Poszczegolne tabele i
wykresy sa czytelne a ich umieszczenie w tekécie pracy ufatwia analize pracy. Wyjatek
stanowia Ryc. 12, 13, 14 przedstawiajace zdjgcia plytek ze wzrostem wybranych szczepow
badanych dermatofitow rosngcych na podiozu Sabourauda. Wydaje si¢, ze korzystniejsze
byloby sfotografowanie 1-punktowo szczepionych ptytek niz zdjgcia z wieloma koloniami na
jednej ptytce. Ponadto, zdjecie spod mikroskopu przedstawiajgce zarodnikujgca grzybnig
badanych 3 gatunkéw dermatofitow: Trichophyton interdigitale, T. rubrum 1 Microsporum
canis, dotaczone do opisu podanego w tabeli 5, sa malo wyrazne. Nalezy je powigkszy¢ i
zaznaczy¢ skale wielkosci, poniewaz w aktualnym obrazie mikrokonidia 7. inferdigitale 1 T.
rubrum sa nie tylko stabo widoczne, ale i nie odréznialne.

7 formalnego punktu widzenia zaleta pracy jest przystepno$¢, zwieztos¢ i podzial na
niezbyt obszerne rozdzialy, zdarzajg si¢ natomiast, stosunkowo czgsto, bledy literowe.
Merytoryczna ocena pracy

Rozprawa doktorska Pana mgr Mariusza Worka dotyczy molekularnej identyfikacji 1
roznicowania wewnatrzgatunkowego dermatofitow wyizolowanych z materiatu klinicznego
pobranego od pacjentéw z terenu wojewodztwa podkarpackiego. Dodatkowym, w aspekceie
terapeutycznym, elementem pracy byla ocena wrazliwosci dermatofitdw na wybrane zwiazki
biologicznie czynne, ro$linnego pochodzenia. Zadania badawcze przyporzadkowane tym

celom obejmowaly:



e wyizolowanie z materiatu klinicznego pobranego od chorych (okres grudzien 2011-
lipiec 2013) szczepoéw dermatofitéow i ich oznaczenie do gatunku w klasycznym toku
postepowania, czyli w oparciu o cechy fenotypowe;

e weryfikacje molekularng przynaleznosci gatunkowej zgromadzonej kolekcji
SZCZEepOw;

e przeprowadzenie wewnatrzgatunkowego roznicowania szczepow Trichophyton
interdigitale — najczesciej diagnozowanego gatunku wsrod badanych dermatofitow;

e przeprowadzenie analizy epidemiologicznej zakazen dermatofitami na Podkarpaciu w
oparciu o wyniki badan klinicznych, mykologicznych, molekularnych i informacje o
pacjentach wynikajace z dokumentacji medycznej (m.in. wiek, ptec);

e zbadanie wrazliwosci analizowanych 3 gatunkoéw dermatofitow na niektdre
flawonoidy i polifenole, na podstawie reakcji szczepow referencyjnych.

Przyjety zakres badan oraz wlasciwy dobor i opracowanie metod analitycznych
stworzyly sp6jna catos¢ co zaowocowalo wieloma osiagnigciami dotyczacymi diagnostyki
chorobotwoérczych szczepdw dermatofitow oraz epidemiologii tych patogenow.

Autor lgcznie zgromadzit 86 szczepoéw dermatofitow wyizolowanych z materiatu
klinicznego w Pracowni Mykologii Zakladu Medycznej Diagnostyki Laboratoryjnej
Wojewodzkiego Zespotu Specjalistycznego w Rzeszowie. Szczepy izolowano metoda
wykladania fragmentow zakazonych tkanek na podioze Sabourauda z chloramfenikolem i
aktidionem. W pierwszej czesci badan wlasnych, czyste kultury grzybow oznaczano do
gatunku w oparciu o cechy morfologiczne kolonii i zarodnikéw a nastgpnie weryfikowano je
przy pomocy kryteriéw genetycznych i cytogenetycznych stosujac odpowiednio metod¢ PCR-
RFLP i fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ. W efekcie identyfikacji fenotypowej badane
szczepy oznaczono do 3 gatunkow: Trichophyton interdigitale, T. rubrum i Microsporum
canis, wérod ktérych najliczniej reprezentowany byl 7. interdigitale. Identyfikacja
molekularna badanych szczepéw metoda PCR-RFLP w oparciu o region markerowy ITSI-
5,8S-ITS2 operonu rDNA, przy zastosowaniu uniwersalnej pary starterow ITS1 i [TS4 oraz 3
enzyméw restrykcyjnych w ponad 90% potwierdzita identyfikacj¢ fenotypowa. We
wszystkich przypadkach kontrole stanowily szczepy referencyjne pochodzace z holenderskiej
kolekcji CBS. Dla dwoch szczepow, sposrdd badanych, analiza restrykcyjna okazata sie
niewystarczajaca z uwagi na odmienne wzory profili restrykcyjnych w stosunku do przyjetych
standardow. Dla tego celu Autor wykorzystal nowatorska, w odniesieniu do dermatofitow,

metode fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ co wigzalo si¢ z konstrukcjg znakowanych



biotyna i wykrywanych fluorescencyjnie sond genetycznych. Ten etap zaowocowal patentem
oraz publikacja w impaktowanym czasopismie o profilu metodycznym (Journal of
Microbiological Methods), w ktorej to pracy Pan mgr Mariusz Worek jest pierwszym
autorem. W kolejnej czesci badan, Autor przeprowadzil genotypowanie 28 szczepow T.
interdigitale, poshugujac si¢ metoda PCR-MP w ukladzie z enzymem BamHI oraz z
zastosowaniem, jako starterow reakcji PCR mikrosatelitarne sekwencje genomowe (GACA)4
i (GTG)s. Rezultaty tych badan réwniez zostaly juz opublikowane, jako czes$¢ wspotautorskiej
pracy opublikowanej w Polish Journal of Microbiology. Badania te ujawnily w obrgbie
populacji T. interdigitale 2 genotypy, z ktorych jeden byl dominujgcy. Doswiadczalng czgs¢
pracy Autor zakonczyl testowaniem 6 wybranych zwigzkéw biologicznie czynnych
roélinnego pochodzenia, jako inhibitorow wzrostu i rozwoju badanych gatunkow
dermatofitow.

W $wietle rezultatéw przeprowadzonych badan do szczegdlnie wartosciowych,
oryginalnych osiggni¢¢ naukowych Pana mgr Mariusza Worka zaliczam:
w obszarze stwierdzen ogdlnych;

e potwierdzenie koniecznosci wprowadzenia do diagnostyki klinicznej metod
molekularnych, jako pewnych i szybkich technik identyfikacji czynnikow
etiologicznych zakazen grzybicznych, co w przyszlosci ograniczytoby ryzyko btedow
w diagnostyce i leczeniu grzybic powierzchniowych,

e wskazanie na potrzebe stosowania technik molekularnych dla celéw analizy
epidemiologicznej dermatofitow, w szczegolnosci badania szlakéw transmisji
horyzontalnej oraz analizy struktury szczepowej/klonalnej tych grzybow;

w obszarze osiggni¢¢ szczegdlowych;

e zastosowanie agaru owsianego jako podloza  stymulujacego  sporulacje
trudnozarodnikujacych szczepéw klinicznych. Zaproponowana modyfikacja moze by¢
wykorzystana w praktyce, jako uzupehlienie standardowo prowadzonej procedury
identyfikacji gatunkowej dermatofitow,

e stwierdzenie mozliwosci zastosowania niektorych substancji biologicznie czynnych
roslinnego pochodzenia jako czynnikow wspierajacych leczenie grzybic skory,

e potwierdzenie odpowiedniosci metody PCR-RFLP w odniesieniu do identyfikacji
gatunkowej dermatofitow z wykorzystaniem wewnetrznych transkrybowanych

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



e zastosowanie po raz pierwszy metody PCR-MP do genotypowania szczepow
T. interdigitale wyizolowanych z terenu Podkarpacia,

e opracowanie i skonstruowanie specyficznych, o duzej czulosci sond molekularnych,
znakowanych znacznikiem wykrywanym immunochemicznie, do szybkiej detekcji 3
gatunkoéw dermatofitow M. canis, T. interdigitale 1 T. rubrum, bezposrednio w
preparatach mikroskopowych. Osiagnigcie to jest powaznym wkladem Autora w
rozwdj metodologii badan diagnostycznych dermatofitow,

e wskazanie na metode fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) z wykorzystaniem
sondy genetycznej, jako uzupelniajacej metody identyfikacji gatunkowej dermatofitow,
co stanowi istotne novum pracy,

e za wazne, z epidemiologicznego punktu widzenia, nalezy uzna¢ ujawnienie przez
Autora istnienia 2 rdéznych genotypow w obrebie populacji T. interdigitale,
najczestszego sprawcy dermatomykoz u mieszkancéw wojewodztwa podkarpackiego.
Otrzymane wyniki maja duza warto$¢ naukowa oraz aplikacyjna. Przyczyniajg sig,

bowiem do dalszego ugruntowania metod molekularnych w diagnostyce dermatofitow a
szerzej grzybow strzepkowych oraz stanowia wktad w unowocze$nianie i doskonalenie metod
stosowanych w praktyce klinicznej oraz epidemiologii grzybic. Nie bez znaczenia jest tez
fakt, ze techniki biologii molekularnej sa nie tylko wiarygodne i czule, ale takze szybkie,
pozwalajgce skroci¢ do kilku dni a nawet godzin, trwajaca kilka tygodni tradycyjng procedure
identyfikacyjng dermatofitow. W tym miejscu nalezy takze zauwazy¢, ze na osiggniety przez
Pana mgr Mariusza Worka sukces badawczy sktada si¢ rowniez znakomity warsztat, a wigc
postugiwanie sie wysoko zaawansowanymi 1 najnowoczesniejszymi technikami
molekularnymi i cytogenetycznymi. Wykazat si¢ On rowniez najswiezsza wiedza z zakresu
biologii, genetyki i epidemiologii dermatofitdw, o czym s$wiadczy opracowanie czesci
teoretycznej pracy (,,Wstep®’). Na podkreslenie zastuguje przy tym fakt, ze Autor nie usitowal
napisa¢ wszystkiego co wiadomo o dermatofitach i dermatomykozach czlowieka oraz ich
diagnostyce i epidemiologii lecz skoncentrowat si¢ na problematyce, ktdra $cisle wigzata si¢ z
realizowanym celem pracy doktorskiej. Zaprezentowana umiejetnos¢ swiadczy o duzej
dojrzatosci naukowej Doktoranta. Znajduje ona réwniez potwierdzenie w sposobie
poprowadzenia dyskusji wynikow (rozdziat ,,Dyskusja’’), w ktorej obok zwyczajowo juz
przyjetej zasady konfrontacji wynikow badan witasnych z danymi innych autoréw dokonal
krytycznej oceny dotychczasowego stanu badan w zakresie diagnostyki i epidemiologii

molekularnej dermatofitow oraz stosowanych metod molekularnych — takze w kontekscie



trudno$ci zwigzanych z diagnostykg grzybic. W tresci tego rozdzialu znalazly si¢ rowniez
dodatkowe informacje dotyczace weryfikacji uzyskanych danych doswiadczalnych. Autor
poréwnal bowiem otrzymane profile restrykcyjne produktow PCR z profilami
wygenerowanymi in silico, czyli w oparciu o dostgpne bazy danych, uzyskujac peilng
zgodnos¢. Podnosi to warto$é merytoryczna pracy. Takie poglebione dyskusje wynikow nie
zdarzaja si¢ zbyt czesto w pracach doktorskich.

Ostatni rozdzial badan wiasnych Autora obejmuje 5 zwiezlych i wywazonych
wnioskow, wyptywajacych z przeprowadzonych badan i bedacych réwnoczesnie odpowiedzig
na postawione cele pracy.

W trakcie czytania pracy zauwazylam kilka drobnych niedociagnie¢ (obok tych
zanotowanych wczes$niej) oraz nasunety mi si¢ pewne watpliwosci.

1. Nie jest jasne czy material szczepowy otrzymany przez Autora z przyszpitalnej
Pracowni Mykologicznej byl juz wczesniej zdiagnozowany gatunkowo metodami
rutynowymi, czy tez byl to material nicoznaczony? Powinno to by¢ wyraznie
okreslone. Jezeli Autor otrzymat szczepy juz oznaczone do gatunku to czy ponownie
je identyfikowat fenotypowo? A jesli tak, to czy otrzymal identyczne wyniki? Jesli
jednak Autor sam izolowat i oznaczal szczepy dermatofitow to dane zawarte w tabeli
2 (str. 30) zamieszczonej w rozdziale ,,Materiat i metody badan’’ nalezy przenies¢ do
rozdzialu ,, Wyniki’* albowiem sg to juz rezultaty badan wlasnych Autora.

2. Nazwy gatunkow, ktore byly przedmiotem badan powinny mie¢ dodany skrot
nazwiska autora lub autoréw, ktorzy jako pierwsi opisali i nazwali gatunek,
przyktadowo Microsporum canis (E. Bodin) E. Bodin. Zapis taki wystarczy dla
porzadku przedstawi¢ jedynie raz, np. na poczatku, gdy podany jest wykaz
gatunkow.

3. Zdjecia dotyczace wplywu testowanych zwiazkow chemicznych na wzrost liniowy i
morfologie kolonii (Tab. 9) s3g mato wyrazne.

4. Dlaczego w badaniach aktywnosci przeciw dermatofitowej wybranych zwigzkow
biologicznie czynnych uzyto jedynie szczepy referencyjne, pomijajgc szczepy
kliniczne? Miatoby to wigksze znaczenie praktyczne.

5. Nalezy poprawié stylistycznie brzmienie wniosku nr 1, a wniosek nr 2 moim
zdaniem nalezy rozdzieli¢ na dwa odrgbne wnioski.

6. Przy przygotowaniu pracy do druku w czgsci metodycznej proponowalbym poltaczy¢

podrozdziaty 3.4 i 3.5 jako jeden pt.: ,,Izolacja i identyfikacja dermatofitow’’.



Poczynione uwagi nie majg generalnie wptywu na merytoryczng oceng pracy a drobne
niejasnosci czy niedociagniecia bez przeszkod mozna skorygowac.
Whiosek koncowy

Praca doktorska Pana mgr Mariusza Worka stanowi wartosciowe, pod wieloma
wzgledami unikatowe, osiggni¢cie naukowe w dziedzinie nauk biologicznych, dotyczace
molekularnej  diagnostyki i epidemiologii dermatofitow — sprawcOw  grzybic
powierzchniowych czlowieka. W szczegélnosci wyniki badan tej pracy poglebiajg i
poszerzajg dotychczasowy stan wiedzy dotyczacy molekularnych kryteriow identyfikacji
gatunkowej  dermatofitow  oraz  dostarczaja nowych informacji na  temat
wewnatrzgatunkowego zroznicowania genotypowego tych grzybow. Genotypowaniem
dermatofitow, jak dotychczas, zajmujg si¢ nieliczne osrodki naukowe na $wiecie, w Polsce
jedynie Zaklad Genetyki Drobnoustrojow Uniwersytetu Lodzkiego. Za niezwykle wazne
nalezy uzna¢ rowniez to, ze dysertacja doktorska Pana mgr Mariusza Worka zawiera istotne, z
punktu widzenia praktyki klinicznej, przestanki do ktorych nalezy: potwierdzenie
koniecznos$ci wprowadzenia metod molekularnych do diagnostyki laboratoryjnej grzybic oraz
skonstruowanie specyficznych gatunkowo, o wysokiej czulosci, sond molekularnych z
przeznaczeniem do identyfikacji dermatofitow. Przedtozong do recenzji rozprawe wysoko
oceniam, takze z uwagi na warsztat metodyczny. Przygotowanie rozprawy wymagato od
Autora bardzo dobrej znajomosci, umiejetnosci doboru i dostosowania do przedmiotu badan,
r6znych technik biologii molekularnej co zaowocowalo m.in. skonstruowaniem
wspomnianych sond molekularnych.

Uznaje wiec oceniong prace doktorska za spelniajaca wymagania stawiane rozprawom
doktorskim i stosownie do odpowiednich przepisow Ustawy o Stopniach i Tytutach
Naukowych, wnioskuje do Wysokiej Rady Wydziatu Biologiczno-Rolniczego Uniwersytetu
Rzeszowskiego o dopuszczenie Pana mgr Mariusza Worka do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego oraz publicznej obrony.

Ponadto biorgc pod uwage aktualnos$¢ podjetej problematyki, wartos¢ poznawczg
pracy i jej znaczenie dla praktyki medycznej, zawarte w pracy elementy nowosci i jej wysoki
poziom metodyczny, dodatkowo popartych zgloszeniem patentowym oraz opublikowaniem
czesci wynikéw w czasopismach z Impact Factor wnosze¢ o wyrdznienie pracy doktorskiej

Pana mgr Mariusza Worka stosowng nagroda.
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