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RECENZIA
osiagniecia naukowego mgr Magdaleny Szydtowicz pt. ,Zastosowanie metod molekularnych
w ocenie prewalencji oraz wystepowania wariantéw genotypowych Pneumocystis jirovecii

u pacjentéw z wybranych grup ryzyka”

Rodzaj Pneumocystis obejmuje kilka gatunkéw jednokomérkowych grzybow o wysokiej
specyficznosci zywicielskiej, wykazujacych tropizm do komérek nabtonkowych ptuc. Ze wzgledu na
brak mozliwoéci hodowli Pneumocystis in vitro, dopiero opracowanie w latach 80. ubiegtego wieku
metod molekularnych umozliwito szybki postep badah nad tym wainym, a mato poznanym
patogenem. Pneumocystis jirovecii, uprzednio klasyfikowany jako P. carinii, wywotuje jedng z
najczestszych i najpowazniejszych infekcji oportunistycznych u ludzi z niedoborami immunologicznymi.
Pacjenci niebedacy nosicielami wirusa HIV, a narazeni na infekcje Pneumocystis, to osoby, ktorym
podaje sie leki immunosupresyjne i cytotoksyczne w przebiegu m.in. choréb nowotworowych i po
przeszczepieniu narzadéw, a takze cierpigce z powodu réznych choréb ptuc. Inwazja P. jirovecii moze
mie¢ charakter objawowy (PcP) lub bezobjawowy, ktéry w sprzyjajacych okolicznosciach moze
rozwina¢ sie w chorobe u nosiciela lub byé przyczyna transmisji do oséb bardziej podatnych na rozwéj
choroby. W Polsce badania nad prewalencja P. jirovecii sa wyrywkowe. Ponadto, brak danych na temat
zréznicowania genetycznego szczepow izolowanych od ludzi w Polsce. Podjecie wigc tego tematu jest
bardzo cenne i nowatorskie w skali kraju. Dobrana metodyka taczy klasyczne badania mikroskopowe
z najnowoczesniejszymi technikami molekularnymi.

Osiagniecie naukowe zostato przedstawione w postaci skryptu, w sklad ktérego wchodzi
streszczenia osiagniecia w jezyku polskim i angielskim oraz cykiu trzech, spéjnych tematycznie

publikacji wraz z oéwiadczeniami wspétautoréw o ich wktadzie w powstanie poszczeg6lnych publikacji.



Streszczenie jest zwiezie (3 strony maszynopisu) lecz w petni wyczerpujgce. Zawiera
syntetyczng informacje na temat Pneumocystis jirovecii, jasno sprecyzowane cele podjetych badan,
metodyke badawczg i osiggniete rezultaty wraz z ich podsumowaniem. Jest tez jest poprawne pod
wzgledem formalno-jezykowym.

Doktorantka jest pierwszym autorem wszystkich publikacji, a w trzeciej - réwniez autorem
korespondujgcym. Wszystkie prace zostaty opublikowane w czasopismach zagranicznych o szerokim
zasiegu i wysokim wskazniku cytowan IF {acznie 7,384) oraz punktacji MNiSW (facznie 95).

Pierwsza z prac to publikacja pogladowa, w ktdrej rola Doktorantki polegata na zebraniu i
opracowaniu literatury zrédtowej (przy udziale pozostalych autoréw) oraz napisaniu manuskryptu i
jego przygotowaniu do publikacji. W obu pracach oryginalnych Jej udziat polegat na przygotowaniu
materiatu klinicznego do badan, wykonaniu znacznej wiekszosci badan laboratoryjnych oraz ich
analizie, napisaniu manuskryptow i ich przygotowaniu do publikacji.

W publikacji pogladowej pt. ,,Pneumocystis jirovecii — from a commensal to pathogen: clinical
and diagnostic review” przedstawiona zostata w sposob wyczerpujacy aktualna wiedza na temat tego
patogena, w oparciu 0 najwazniejsze i najnowsze dane literaturowe: biologia i patogenicznos¢ P.
jirovecii, drogi szerzenia, grupy ryzyka, u ktérych moze doj$¢ do rozwoju PcP, mechanizmy choroby i
czynniki ryzyka, a takze stosowane obecnie metody leczenia i diagnostyki, wraz z zaletami i wadami
poszczegdinych z nich. Szczegdlnie cenny w tej publikacji pogladowej jest moim zdaniem rozdziat
dotyczacy zréinicowania genetycznego w obrebie gatunku P. jirovecii, w powigzaniu z danymi
klinicznymi i epidemiologicznymi. Wprowadzenie technik molekularnych, ktére umozliwity
wykrywanie punktowych mutacji w DNA do badarn nad Pneumocystis, stato sie punktem wyjscia do
szukania zaleznosci miedzy witasciwosciami poszczegdlnych izolatéw (patogenicznos$¢, lekoopornosé,
zdolnos¢ do infekcji okre$lonych os6b, rozprzestrzenienie geograficzne i in.) a ich profilem
genetycznym. Tym samym niniejszy pogladowy artykut jest uzasadnieniem podjetych przez
Doktorantke badan przedstawionych w kolejnych dwdch publikacjach oryginalnych.

W publikacja drugiej, pt. ,Genotyping of Pneumocystis jirovecii in colonized patients with
various pulmonary diseases”, przedstawiono wyniki badarn 105 pacjentéw Kliniki Pulmonologii i
Nowotworéw Ptuc Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, zas trzecia publikacja z cyklu, pt.
~Prevalence and genotyping of Pneumocystis jirovecii in renal transplant recipients ~ preliminary
report” przedstawia wyniki podobnych badan, lecz dotyczacych biorcow przeszczepu nerki (w liczbie
72 oséb), hospitalizowanych w Klinice Nefrologii i Medycyny Transplantacyjnej UM we Wroctawiu.
Obie grupy pacjentéow naleiza do grup ryzyka zarazenia tym oportunistycznym patogenem, wiec
podjecie badan byto jak najbardziej stuszne.

Materiat od pacjentdw obu grup byt analizowany mikroskopowo (z zastosowaniem

fluorescencji posredniej do barwienia cyst i trofozoitéw P. jirovecii) oraz z wykorzystaniem technik



molekularnych (amplifikacja fragmentéw wybranych genéw metodg nested PCR) przy zastosowaniu
najnowszych metod stosowanych we wiodacych o$rodkach na $wiecie.

Przedstawiono prewalencje P. jirovecii w badanych grupach ryzyka wraz z intensywnoscia
zarazenia, co w potgczeniu z danymi klinicznymi pozwolifo na ocene czy inwazja jest kolonizacja, czy
pneumocystozowym zapaleniem ptuc. PcP stwierdzono u jednego pacjenta — biorcy przeszczepu nerki.
U pozostatych pacjentéw stwierdzono kolonizacje, co stanowi jednak duze niebezpieczeristwo rozwoju
choroby, ktéra w tych grupach ryzyka moze mie¢ ciezki przebieg. Detekcja DNA tego patogena pomimo
uzyskania negatywnego wyniku badania mikroskopowego, kwalifikowato pacjentéw do grupy
skolonizowanych. Znaczne (ponad dwukrotne) zwiekszenie wykrywalno$ci inwazji przy zastosowaniu
metod molekularnych dowodzi zasadnosci ich wprowadzenia do diagnostyki infekcji P. jirovecii.

W przypadku czesci izolatow nie udato sie przeprowadzi¢ analizy zréznicowania w genach DHPS
i SOD. Nie jest to wynikiem btedéw metodycznych i nie umniejsza w zadnej mierze wartosci pracy.
Doktorantka, w oparciu o literature, dobrze wyttumaczyta to zjawisko, iz przyczyng byta mata
intensywno$¢ inwazji, co przy niskokopijnosci tych genéw spowodowato niepowodzenie amplifikacji.
Niska intensywno$¢ inwazji, co jest charakterystyczne w przypadkach kolonizacji, pozwolito na
wykrycie patogena poprzez amplifikacje mitochondrialnego genu LSUrRNA, ktéry wystepuje w
genomie w duzej liczbie kopii i analize zréznicowania genetycznego w jego obrebie.

Doktorantka wnikliwie przeanalizowata zaleznosci pomiedzy wystepowaniem poszczegélnych
wariantéw genotypowych P. jirovecii a wybranymi parametrami klinicznymi i demograficznymi. W
dyskusjach w obu publikacjach podata mozliwe przyczyny wykrytych korelacji oraz poréwnata swoje
wyniki z rezultatami uzyskanymi w innych osrodkach badawczych na $wiecie. Wykazata sie przy tym
bardzo dobra znajomoscig pismiennictwa §wiatowego. Zauwaza réwniez, ze uzyskane przez Nig wyniki
nie zawsze sq zbiezne z podobnymi analizami dokonanymi w innych oérodkach na $wiecie i wnioskuje,
iz powodem moga byt réinice w dystrybucji poszczegbinych genotypéw w réinych rejonach
geograficznych. Wynik taki, co stusznie podkreéla Doktorantka, wskazuje na konieczno$é dalszych
badan, prowadzonych podobnymi technikami w réinych oérodkach badawczych. Ja uwazam, iz
wskazane bytoby takze przeprowadzenie podobnej analizy wéréd personelu medycznego oddziatéw, z
kt6rych pochodzili pacjenci badani w niniejszych dwéch pracach oryginalnych. Takie badania rzucityby
$wiatto na role personelu medycznego w transmisji i utrzymywaniu sie okreslonych genotypéw P.
Jirovecii w badanych populacjach. Jest to wazne w kontekscie ostatniego zdania Streszczenia: ,, Wyniki
analizy roznorodnosci genotypowej sugerujg natomiast, ze pacjenci o szczegéinych cechach moga byé
bardziej narazeni na infekcje patogenu o specyficznym genotypie, lub tez specyficzne czynniki moga
wptywac na rozwdj okreslonych genotypéw Pneumocystis wystepujacych u takich pacjentéw”. W
zwigzku z tym prosze o odpowiedz na pytanie: czy Doktorantka planuje kontynuacje i poszerzenie

podjetych badan?



Pragne mocno podkresli¢, ze w badaniach na materiale od pacjentéw, jego uzyskanie wymaga
umiejetnosci dobrej wspotpracy z klinicystami i dobrej organizacji pracy. Uzyskanie tak duzej liczby
préb klinicznych stanowi atut prezentowanej dysertacji i $wiadczy o posiadaniu wymaganych cech
przez Doktorantke.

Moja uwaga krytyczna dotyczy sposobu przedstawienia oéwiadczen o udziale wspétautorow w
powstaniu publikacji oryginalnych. W przypadku gdy autoréw jest 9 czy 11, identyczne sformutowania
w oswiadczeniach kilku wspétautoréw: ,planowanie badan”, , wykonanie badan”, ,,analiza wynikéw”

sg niejasne. Nalezatoby poda¢ procentowy udziat poszczegélnych wspétautoréw.

Whiosek koricowy.

W rozwiniety krajach patogeny oportunistyczne stanowig coraz powainiejszy problem
zdrowotny. Z tego wzgledu podjecie przez Doktorantke badan nad P. jirovecii, bedagcym waznym
patogenem oportunistycznym, sg w petni uzasadnione.

Zastosowana przez Doktorantke metoda detekcji tego patogena w materiale klinicznym
metodami molekularnymi, oparta na najnowszej literaturze Swiatowej, moze zosta¢ wdrozona do
rutynowych badarn pacjentéw z grup ryzyka, zaréwno w osrodku, w ktérym badania wykonano, jak i w
innych o$rodkach leczniczych w kraju.

Uzyskane wyniki, opublikowane w uznanych czasopismach o zasiegu $wiatowym, stanowig
uzupetnienie, wcigz fragmentarycznej, wiedzy na temat prewalencji i zréznicowania genotypowego P.
jirovecii u pacjentéw nalezacych do dwdch grup ryzyka o dane z Polski i zachecajg do kontynuacji
podjetych badan, zaréwno w obu analizowanych grupach ryzyka jak oraz innych grupach ryzyka i w
innych osrodkach w kraju.

Podsumowujac, z przyjemnos$cia stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr biotechnologii
Magdaleny Szydtowicz spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65,
poz. 595, z péZn. zm.). W zwigzku z tym, mam zaszczyt prosi¢c Wysoka Rade Wydziatu Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie mgr Magdaleny Szydtowicz do dalszych
etapéw przewodu doktorskiego. lednoczesnie, ze wzgledu na wysoka warto$¢ osiagniecia

naukowego whnioskuje o wyréznienie rozprawy.
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