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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani mgr Marianny Malek pt.”Zastosowanie metod molekularnych
w diagnostyce grzybic inwazyjnych i analiza kliniczno-epidemiologiczna zakazen grzybiczych u

0s0b hospitalizowanych”.

Praca wykonana w Zakladzie Mikrobiologii Farmaceutycznej Collegium Medicum

Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie.

Rozpoznanie grzybicy inwazyjnej jest procesem trudnym opartym na analizie czynnikow
predysponujacych do wystapienia zakazen, ocenie klinicznej dokonanej na podstawie wystepujacych
objawow, badania przedmiotowego, wynikoéw technik obrazowych oraz badan laboratoryjnych.

Dlatego tematyke badawczaq w przedlozonej mnie do oceny rozprawie doktorskiej Pani mgr

Marianny Matek uwazam za niezwykle wazng i aktualna, poniewaz dotyczy:

1. udoskonalenia metodologii badan diagnostycznych grzybic inwazyjnych, ktérych czgstosé
wystgpowania na kuli ziemskiej systematycznie wzrasta

2. obserwowanych zmian epidemiologicznych grzybic, ktére powstaly w nastepstwie
dynamicznego rozwoju medycyny zwigzanego z wprowadzeniem nowoczesnych metod
diagnostycznych i leczenia

3. koniecznosci monitorowania epidemiologii zakazen grzybiczych u 0sob hospitalizowanych

Duze znaczenie dla leczenia oraz badan epidemiologicznych zakazen grzybiczych ma wiasciwa
identyfikacja czynnikow etiologicznych, dlatego kluczowym zadaniem jest wiaczenie do diagnostyki
mikologicznej metod nieobarczonych ryzykiem bledu. Z powyzszych wzgledéw problematyka
badawcza pracy doktorskiej Pani mgr Marianny Matek wychodzi naprzeciw potrzebom praktyki



klinicznej w obszarze badan diagnostycznych i epidemiologicznych grzybic inwazyjnych. W
szerszym kontekscie praca ta stanowi takze wklad w rozwoj nowoczesnej diagnostyki mikologiczne;j.

Rozprawa doktorska mgr Marianny Matek stanowi jednotomowe opracowanie liczace 206
ponumerowanych stron tekstu wraz ze streszczeniem pracy w jezyku polskim, angielskim i wykazem
skrotow zastosowanych w tekscie. Pi$miennictwo pracy obejmuje 211 pozycji zawartych na 18
stronach, najczesciej obcojezycznych w wickszosci z lat 2004 — 2015. Dokumentacja graficzna
rozprawy zawiera 38 rycin (w tym: 4 fotografie, 13 wykreséw, 2 schematy, 17 elektroforegraméw, 2
dendrogramy) oraz 43 tabele. Umieszczenie rycin i tabel w tekscie utatwia analizg¢ i oceng pracy.
Calo$¢ dokumentacji zostala przygotowana starannie i czytelnie. Na odrgbng pochwale zashugujg
bardzo wyraziste elektroforegramy. Zaleta pracy jest rowniez zrozumialy jezyk oraz logiczny uklad
tresci, co sprawia, ze jest to praca przystepna w odbiorze.

Wstep. We wstepie pracy zawartym na 39 stronach maszynopisu Autorka przedstawila
przeglad pismiennictwa dotyczacego problematyki pracy (miedzy innymi charakterystyki zakazen
grzybiczych, diagnostyki inwazyjnych zakazen grzybiczych, metod molekularnych stosowanych w
diagnostyce grzybic glgbokich oraz epidemiologii grzybic inwazyjnych).

Cele badawcze. W drugim rozdziale Doktorantka sformutowala cele pracy badawczej:

1. ocena wystepowania kolonizacji/zakazen grzybiczych u pacjentéw hospitalizowanych w
latach 2008-2012 w czterech oddziatach Szpitala Specjalistycznego im. Ludwika Rydygiera w
Krakowie: QAIIT (Oddzial Anestezjologii i Intensywnej Terapii), OLO (Oddziat Leczenia Oparzen),
OChW (Oddzial Chor6b Wewnetrznych) i OChSz-T (Oddziat Chirurgii Szczgkowo-Twarzowej).

2. ustalenie pokrewienstwa genetycznego miedzy szczepami Candida albicans a Candida
glabrata izolowanych z aspiratow tchawiczych, moczu oraz krwi od pacjentéw hospitalizowanych w
OAIIT przy uzyciu metody RAPD PCR.

3. poréwnanie wynikéw, analiza konwencjonalnych metod mikologicznych i badania
histopatologicznego wykonanych u pacjentéw OChSz-T podejrzanych o aspergilozg zatok
przynosowych.

4. opracowanie metody PCR skutecznej do wykrycia DNA u grzybéw z rodzaju Aspergillus
bezpoérednio w pobranych $rédoperacyjnie bioptatach $luzowki zatok szczgkowych u pacjentow
diagnozowanych w kierunku aspergilozy.

5. ocena opracowanej metody PCR pod katem jej zastosowania w diagnostyce aspergilozy
zatok w oparciu o analize poréwnawczg uzyskanych wynikéw z wynikami badan mikologicznych i
histopatologicznych.

Material i metody. W rozdziale tym Doktorantka szczegétowo opisuje strukture Szpitala

Specjalistycznego im. Ludwika Rydygiera w Krakowie, procedury badania mikologicznego oraz
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metody molekularne stosowane w diagnostyce grzybic glebokich. Oceng wystgpowania kolonizacji/
zakazen grzybiczych dokonano u 1348 hospitalizowanych pacjentéw w oparciu o wyniki badan
mikologicznych w ramach rutynowej diagnostyki.

Do badan dotyczacych pokrewienstwa genetycznego z pobranych materialéw Klinicznych
wyselekcjonowano 62 szczepy Candida albicans i 40 szczepéw Candida glabrata pod katem
klasyfikacji gatunkowej metodami molekularnymi, a nastgpnie przeprowadzono ich identyfikacjg
metoda RAPD PCR. Bioptaty §luzéwki zatok szczekowych (69) poddano procedurze izolacji DNA, a
nastepnie amplifikacji metoda nested PCR.

Wyniki badan. Autorka pracy wykazata, ze:

- najczestszym czynnikiem kolonizacji/zakazen grzybiczych u hospitalizowanych pacjentéw na
wszystkich Oddziatach Szpitala byta Candida albicans 52,6% - OA i IT, 53,5 % - OChW, 51,6% -
OLO, 57,9% - OChSz-T, a w dalszej kolejnosci Candida glabrata 16,2% - OA 1 IT, 20,5% - OChW,
15,8% - OLO, 7,9% - OChSz-T

- u chorych z Oddzialu Anestezjologii i Intensywnej Terapii (OA i IT) wszystkie izolaty C.
albicans, i wigkszo$¢ szczepdw C. glabrata mialy endogenne pochodzenie

- zastosowana w typowaniu molekularnym metoda RAPD PCR charakteryzowata si¢ wysoka
sita dyskryminacji w réznicowaniu szczepéw z rodzaju Candida

- przeprowadzona analiza poréwnawcza wynikow uzyskanych metodq PCR oraz badania
histopatologicznego stosowanego w diagnostyce aspergilozy zatok potwierdzila wysoka skutecznosé
w 90% metody PCR w wykrywaniu aspergilozy
Dobrze udokumentowane wyniki badan w postaci tabel, wykresow i rycin z odpowiednimi
parametrami analizy statystycznej zwalniajg recenzenta od szczegétowego ich omawiania.

Dyskusja. W dyskusji zawartej na 18 stronach maszynopisu Doktorantka omawia swoje wyniki w
zakresie poszczegdlnych zagadnien badawczych postawionych w celu pracy i konfrontuje je z
badaniami innych autoréw zaréwno krajowych jak i zagranicznych, co znacznie wzbogaca rozprawe i
$wiadczy o bardzo dobrej znajomosci literatury przedmiotu przez Autorke rozprawy.

Whioski. Doktorantka przedstawita 10 wnioskéw sformutowanych w oparciu o wyniki
przeprowadzonych badan i mieszczace si¢ w ramach tematu pracy.

Za najwazniejsze uwazam stwierdzenia zawarte we wnioskach: 5, 7, 9 i 10, ktére wyraznie
odzwierciedlaja uzyskane przez Doktorantke wyniki badan wiasnych. Pozostate wnioski nalezatoby
przedstawi¢ w sposob bardziej syntetyczny, poniewaz przedstawione w aktualnej formie stanowig
raczej wyniki badan, a nie wnioski.

Przy czytaniu pracy zauwazylam drobne niescistosci, np. str 97. Autorka podaje w tekscie ilos¢
pacjentow 603 z podzialem na pte¢ (224 kobiety i 379 mezczyzn) bez uwzglednienia tego podziatu w
tabeli.



Poczynione przeze mnie uwagi nie maja w zadnym wypadku wplywu na tre$¢ merytoryczng
przedstawionej rozprawy doktorskiej. Uwazam, ze praca ta wnosi do nauki i praktyki klinicznej
informacje o mozliwosci diagnozowania trudno rozpoznawalnych zakazen zatok szczgkowych
wywolanych przez grzyby z rodzaju Aspergillus, wykorzystujac metody diagnostyczne oparte na
analizie molekularnej.

Rozprawa doktorska mgr Marianny Matek jest bardzo obszerna, Autorka poswigcila jej duzo pracy, a
jej cel zgodnie z zalozeniami zostat osiagniety. Biorac pod uwage jej charakter, bardzo duza wartos¢
merytoryczng i uzyteczng stwierdzam, ze praca speinia warunki stawiane rozprawom doktorskim
stosownie do ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki.

Opierajac si¢ na zawartych w tej recenzji przestankach mam zaszczyt zwréci¢ si¢ do Wysokiej Rady
Wydzialu Farmaceutycznego Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie z
wnioskiem o przyjecie rozprawy pt.”Zastosowanie metod molekularnych w diagnostyce grzybic
inwazyjnych i analiza Kkliniczno-epidemiologiczna  zakazen grzybiczych u oséb
hospitalizowanych” jako rozprawy doktorskiej i dopuszczenie mgr Marianny Malek do dalszych

etapoéw przewodu doktorskiego.
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