Recenzja rozprawy doktorskiej Pani Magister Marianny Malek X

zatytulowanej
wZastosowanie metod molekularnych w diagnostyce grzybic UNIWERSYTET
_ R R kabei errvbicoveh u oxgpy VACEFLONSKI
inwazyjnych i analiza kliniczno-epidemiologiczna zakazen iczych u 0sé
; 4 SRl COLLEGIUM
hospitalizowanych” MEDICUM

W ostatnim dziesigcioleciu na calym $wiecie obserwowany jest ciagly
wzrost wykrywanych zakazen bakteryjnych jak i grzybiczych u pacjentéw
hospitalizowanych. Zakazenia te dotykaja glownie pacjentéw w ciezkim stanie
1w duzej czesci przyczyniaja si¢ do pogorszenia ogolnego ich stanu zdrowia,
przedtuzenia hospitalizacji z powodu powiklan a niejednokrotnie nawet do $mierci. Witz Nuw o Lirani
Dodatkowo, coraz wigcej bakterii i grzybow, bedgcych przyczyna tych zakazen,
wykazuje opornosci na antybiotyki i leki przeciwgrzybicze. W przypadku zakazen Instytut Fizjoterapii
szpitalnych szczepy oporne na leki sa wykrywane znacznie czesciej niz
w przypadku chorych nie hospitalizowanych. Dlatego tez, precyzyjna diagnostyka 7,144 Fi zjologii Medyczn
rodzaju zakazenia oraz wiarygodne okreslenie zrédla pochodzenia drobnoustrojow
do tego zakazenia prowadzacych ma kluczowe znaczenie w podjeciu prawidlowej
terapii chorego. W burzliwie przebiegajacych chorobach zakaznych, czesto
o powodzeniu leczenia decyduja pierwsze doby lub wrecz pierwsze godziny
choroby.

Diagnostyka chorob zakaznych w ostatnich latach zostala wzbogacona
0 nowe narzgdzia biologii molekularnej. Ta dziedzina, do niedawna
zarezerwowana tylko dla nauk podstawowych, w ostatnich latach dostarczyta wielu
niezwykle precyzyjnych i wydajnych technik diagnostycznych. W chwili obecnej
trudno sobie wyobrazi¢ prowadzenie terapii celowanej. tak w onkologii jak
i w innych dziedzinach medycyny bez diagnostyki molekularnej. Opracowanie
nowych technik diagnostyki molekularnej ma szczegolne znaczenie tam, gdzie
dotychczas stosowane, nawet bardzo dobre i czule, metody pochlaniajg zbyt wiele
czasu. Diagnostyka mikrobiologiczna i mikologiczna w chwili obecnej wciaz
wykorzystuje  bezposrednie hodowle bakterii i grzybow oraz oceng
histopatologiczna preparatoéw w celu identyfikacji patogenu, co wielokrotnie jest
jedynym sposobem uzyskania wiarygodnej informacji o przyczynie choroby.

Jednakze, niektorych analiz, jak chociazby badania pokrewienstwa genetycznego ul- Michalowskiego 12
szczepow izolowanych od pacjentow szpitalnych czy szybkiego wykrywania PL 371126 Krakow

obecnosci  Sladowych ilosci komorek grzybow lub bakterii w preparatach o -ag(12) 594 93 97 w 3

fax +48(12) 634 33 97 w



klinicznych, nie sposob przeprowadzi¢ inaczej niz wykorzystujgc techniki

molekularne.
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zatytulowana ,,Zastosowanie metod molekularnych w diagnostyce grzybic

hospitalizowanych™ przygotowana pod opieka Pani Profesor Alicji Budak
w Zakladzie Mikrobiologii Farmaceutycznej na Wydziale Farmacji Collegium
Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego dotyczy obu wspomnianych powyzej
zagadnien. Podjete przez autorke tematy taczy $cisle wspolny mianownik w postaci
metod  molekularnych ~ stosowanych ~w  analizie zakazen  pacjentow
hospitalizowanych. WydeiakRauk o Jaanty

Przedlozona do recenzji dwustusze$ciostronicowa rozprawa doktorska
magister Marianny Malek zawiera obszerny czterdziestotrzystronicowy WSTEP, w  Instytut Fizjoterapi
ktorym autorka przedstawia wszystkie aspekty dotyczace tematyki samej pracy.
szczegdtowo charakteryzujgc rodzaje zakazen grzybiczych, ..tradycyine”™ 7zakiad Fizjologii Medyezne)
i molekularne metody diagnostyczne stosowane w ich ocenie oraz epidemiologi¢
grzybic.

Jasno i ambitnie okreslony w pigciu punktach CEL BADAN poprzedza
niezwykle szczegélowy i opracowany ze starannoscia trzydziestoosmiostronicowy
rozdziat MATERIALY I METODY, w ktorym autorka przedstawila pelny opis
procedur badania mikologicznego materiatu klinicznego. Fachowo przedstawiono
technike izolacji i pomiaru wyizolowanego DNA, wykonywania rozcienczen,
przygotowania reakcji PCR. Ponadto znalazly si¢ tutaj protokoly postgpowania
diagnostycznego w celu okreslenia pokrewienstw genetycznych pomiedzy
badanymi szczepami grzybéw Candida. Dodatkowo autorka przedstawila
opracowang przez siebie szybka metode wykrywania DNA grzybow z rodzaju
Aspergillus ~ w  bioptatach  §luzowki  zatok  szczgkowych  pobranych
od zakwalifikowanych do badania pacjentow. Autorka przedstawila pomystowy
sposob na przeprowadzenie petnej kontroli czulosci, swoistosci i skutecznosci
zastosowanej metody wykorzystujacej technike nested-PCR. Ponadto, opisane
zostaly proby zastosowania techniki Real-time PCR, ktore jednakowoz zakonczyly
sic niepowodzeniem, co prawdopodobnie spowodowane bylo trudnoscia
w zaprojektowaniu odpowiednio selekcjonujacych starterow. ul. Michalowskiego 12
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Rozdziat WYNIKI zostal podzielony na cz¢sci zawierajace:
e analizy epidemiologicznej zakazen grzybiczych:
e okreslenia pokrewienstwa genetycznego szczepow Candida
albicans 1 Candida glabrata,
e opracowania metody wykrywajacej DNA grzybow z rodzaju
Aspergillus w materiale klinicznym.

Zastosowany podzial tekstu tego rozleglego rozdzialu ulatwia zapoznanie
si¢ z bardzo duza iloscia danych liczbowych i wyliczonych wartosci procentowych
analizujgcych czestos¢ wystgpowania zakazen grzybiczych u  pacjentow
hospitalizowanych w  Szpitalu Specjalistycznym im. Ludwika Rydygiera
w Krakowie na:

1. Oddziale Anestezjologii i Intensywnej Terapii (OAIIT);

2. Oddziale Chorob Wewnetrznych (OChW);

3. Oddziale Leczenia Oparzen (OLO);

4. Oddziale Chirurgii Szczgkowo-Twarzowej.

Autorka wickszos¢ danych liczbowych umiescita w 43 tabelach, a 38 rycin
ulatwiajg analize rozdzialu. Dane dotycza wynikow ilosciowych badania
mikologicznego materiatu klinicznego jakim w zaleznosci od oddziatu byly:

e aspiraty tchawicze;

e plwocina;

e krew;

e ropa;

¢ wymaz;
®  Mmocz;

e Kkal

Przeprowadzone poréwnania ilosci wykonanych badan mikologicznych w
latach 2008-2012 zilustrowano kolorowymi grafami, a wyniki analizy PCR
zdjeciami zeli. Na szczegdlng uwage zastuguje przeprowadzona przez autorke
analiza pokrewienstwa genetycznego grzybow Candida albicans 1 Candida
glabrata. Stosujac technikg RAPD PCR z wykorzystaniem az pigciu réznych
starterow  przeprowadzono typowanie 62 szczepow Candida  albicans
i 40 szczepow Candida glabrata. Podsumowanie przedstawiono w postaci
dendrograméw powstatych po analizie statystycznej.

Ostatnia cze$¢ rozdzialu WYNIKI, dotyczy opracowania metody

wykrywajacej] DNA grzybow z rodzaju Aspergillus w materiale klinicznym.
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Znajdujgce si¢ tu dane przedstawiaja kolejne etapy tworzenia przez autorke
wlasnej metody w oparciu o technike nested-PCR. Wszystkie fazy zostaly dobrze
udokumentowane  zdjeciami i  wynikami  liczbowym.  Przedstawiono
przekonywajace kontrole wewngtrzne oraz kontrolg czulosci i swoistosci metody.
Osiagnieto bardzo dobry wynik czulosci opisanej metody, jakim jest mozliwos¢

wykrycia pojedynczego konidium Aspergillusa w 1 mg tkanki.

W osiemnastostronicowym rozdziale DYSKUSJA poréwnano uzyskane
wyniki z literatura fachowa. Dyskusja uzyskanych wynikow jest logiczna
i przekonywajgca i prowadzi do konkluzji, ze nie odbiegaja one w diametralny
sposOb od uzyskanych przez innych autorow. Przedstawione tendencje dotyczace
zmian ilosci wykrywanych zakazen grzybiczych u pacjentéw hospitalizowanych sg
podobne do obserwacji dokonanych w innych osrodkach. Niestety, nie do konca
udalo mi sie uzyska¢ odpowiedz na pytanie, ktore nasuwa si¢ samo po lekturze
wynikow 1 dyskusji. Dlaczego wzrasta ilo$¢ zakazen grzybiczych u pacjentow
leczonych na OAIIT, kiedy w tym samym czasie na innych oddzialach nie
obserwujemy takiego trendu?

Syntetyczne trzystronicowe PODSUMOWANIE zawierajace 16 punktow,
okazuje si¢ nad wyraz przydatne wobec tak duzej ilosci przytoczonych danych
cksperymentalnych prezentowanych w pigédziesigciotrzystronicowym rozdziale
WYNIKI.

Ujete w dziesieciu punktach WNIOSKI wyciagnigte przez autorke sa
logiczne i uprawnione w kontekscie przedstawionych wynikéw badan.
A najwazniejsze z nich to:

e potwierdzenie  zwickszenia ilosci  wykrywanych  grzybow
w probkach pobranych od pacjentow OAilT:

e wskazanie Candida albicans i Candida glabrata jako grzybow
najczesciej bedacych przyczyng zakazen/kolonizuji;

e wykazanie braku pokrewiefistwa genetycznego wigkszosci
izolowanych Candida albicans i Candida glabrata od chorych
z OAIIT, co $swiadezy o pochodzeniu endogennym infekcji;

e opracowanie wysokoczulej i swoistej metody wykrywajacej DNA

grzybow z rodzaju Aspergillus w materiale klinicznym.

Prace zamyka czterostronicowe STRESZCZENIE i tylez samo stron liczgce

SUMMARY, ktoére w sposob nieco nadmiernie doktadny referuja glowne tezy
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rozprawy. W pracy zacytowano 211 pozycji pismiennictwa, z ktérych 97 zostato

opublikowanych w ciggu czterech ostatnich lat.

Praca napisana zostala poprawnie, od strony formalnej spelniajac wszystkie

wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Czyta si¢ ja tatwo ze wzgledu na

dajace sie odczu¢ staranie autorki w celu minimalizacji uzycia w tekscie zargonu

fachowego.

10.
1L

12.

Niemniej w recenzowanej rozprawie mozna znalez¢ bledy. I tak:

W rozdziale 1.3.1.5 Ocena lekowrazliwosci — autorka powoluje si¢ na
dokument M44, M44-S3, M51-A, ktére bez dalszego rozwinigcia ani
umieszczenia stosownego odnosnika pozostaja zagadkowe dla czytajacego
niespecjalisty;

W rozdziale 1.3.3.1 Diagnostyka serologiczna inwazyjnych zakazen
grzybiczych — wzmiankowany w  tekscie ,krab podkowiasty”
w rzeczywistosci jest skrzyploczem (Limulus) zwanym tez mieczogonem;
W mojej opinii rozdziat 3.1.1.1 Opis struktury Szpitala Specjalistycznego
im. Ludwika Rydygiera nie jest konieczny i nie wnosi nic do pracy:

W opisie procedury w rozdziale 3.2.2.2 - powtarza si¢ brak kropek
konczacych zdania po skrdcie ,,min.”, oraz wystepuje nieopisany nigdzie

wczesniej tajemniczy ,,wzmacniacz precypitacji’;

. W opisach  odczynnikéw shuzacych do izolacji DNA pojawiajg si¢

niezdefiniowane co do sktadu bufory AC, SolP, roztwor rownowazacy K1,
roztwor ptuczacy K2, roztwor elucyjny K3, mieszanina precypitacyjna PM;
W opisie kontroli wewnetrznej 3.3.2.3.3 — zastosowanie GAPDH ma na
celu weryfikacjg czy ilos¢ uzytego do amplifikacji materiatu byta rowna;

W rozdziale 3.3.2.5 opis wykonania stukrotnych rozciefczen jest nieco
mylacy i czytajgc go mozna odnies¢ wrazenie, ze uzyskiwane jest
rozcienczenie dziesieciokrotne;

Nie udalo mi sie znalez¢ kryterium, ktore stanowilo podstawg wyboru
rodzaju materialu klinicznego do oznaczenia w nim obecnosci grzybow
u pacjentow na réznych oddziatach szpitalnych;

Ryc.12i 13 w opisie 102, 103, 104, 106 zamiast 10, 10°, 10*, 10°;

Strona 117 ..apiraty” zamiast ,,aspiraty”

Ryc. 34 — w mojej ocenie probka 91 wykazuje cechy degradacji DNA a nie
zanieczyszczenia biatkiem w trakcie izolacji;

Rozdzial Podsumowanie zawiera niezrozumiale okreslenie ,,patologicznie

Zznamienne st¢zenie grzybow™.
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Przedstawione powyzej uwagi w zadnym stopniu nie wplywaja bardzo
wysokg ocene dysertacji Pani Magister Marianny Malek, ktora spelnia
wszystkie wymagania stawiane pracom doktorskim. Dlatego tez, zwracam
sic do Wysokiej Rady o dopuszczenie Magister Marianny Malek do

dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.

Dr hab. Piotr Pierzchalski

kiad Fizjologii
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