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Даденият ми за рецензия дисертационен труд на Виктория 

Стефанова Левтерова от „Лаборатория по молекулярна микробиология" на 

отдел „Микобиология" при НЦЗПБ на тема „Молекулярно-генетични 

методи за епидемиологично маркиране на клинично значими дрожди' ' е 

изготвен според стандартните изисквания за този вид защита на научна и 

образователна степен. 

Работата е представена на 127 стандартни машинописни страници, 

като 9 от тях са литературна справка от 82 литературни източника. Главите 

„Увод" обхваща една страница, „Литературен обзор" - 39 страници, „Цел и 

задачи" - една страница, Материали и методи - 30 страници, „Резултати -

13 страници, „Обсъждане" - 25 страници. Накрая е дадена справка за 

изводите и приносите на дисертационния труд, както и списък с 

публикации и цитирания на автора. Работата е онагледена с 19 фигури и 8 

таблици. 

Увода накратко описва разработвания проблем. 

В литературният обзор са представени актуалните проблеми 

решавани чрез молекулярно-биологични методи свързани с медицинско 

значимите гъбички. Последователно са изброени принципите на 

молекулярното типиране и критериите за подбор на метод за типиране. 

Добре са представени сравнителните характеристики на повечето от 



прилаганите фенотипни и молекулярно-биологични методи за типиране. 

Обзорът завършва с ограниченията на фенотипните и молекулярно-

генетичните методи прилагани за типиране на медицинско значимите 

гъбички. Авторът се насочва към разработване на няколко генетични 

техники за типиране, AFLP, RAPD, място-специфична ДНК амплиикация и 

cDNA-AFLP, които да бъдат апробирани като методи за типиране на 

моделна система от медицинско значими гъбички с клонално 

размножаване, т.е. с неполов цикъл на размножаване. 

Нямам особенни забележки към структурата на този раздел, с изключение 

на мястото на точка 1.2.3. Други изисквания към генетичните методи за 

типиране, която би могла да мине след изброените основни генетични 

методи за типиране, но това е повече въпрос на редакционно 

предпочитание отколкото на методична грешка. 

Целта и задачите на дисертационния труд са ясно формулирани. 

Целта е комплексна, мултидисциплинарна и амбициозна. Авторът си 

поставя за цел да разработи и изпита молекулярни методи за типиране, 

като приложи разработените методи за геномно типиране, таксономични и 

филогенентични отнасяния, за типиране на генната експресия при стресови 

фактори, провеждайки цялостен геномен анализ. За изпълнението на 

зададената цел, авторът си поставя пет задачи: 

- да разработи и изпита RAPD техника прилагайки къси по дължина 

олигонуклеотидни праймери. 

- да разработи и изпита AFLP техника, чрез която специфично да 

бъдат амплифицирани полиморфни ДНК фрагменти. 

- да апробира разработеният AFLP метод за таксономични и 

филогенетични цели при патогенни гъбички. 

- да разработи метод за типиране чрез техниката място-специфична 

PCR амплификация. 
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- да разработи cDNA-AFLP метод за типиране на генетични маркери 

свързани със стресов отговор. 

Поставените задачи отговарят на някой нерешени въпроси в 

съвременната микология свързани с изясняване на видовата 

идентификация на трудни за идентифициране гъбички от различни видове 

и родове. Идентифицирането на генетични маркери свързани с развитието 

на антимикотична резистентост при Candida albicans е друг проблем от 

фундаментално значение за медицинската микология. 

В раздел „Материали и методи" продробно са описани използаните 

и разработени нови методи за генетично типиране. Използвани са рутинни 

и най-съвременни методи. Това дава възможност за коректно провеждане 

на експериментите и достоверност на получените резултати. Добро 

впечетление прави на използването на една от най новите версии на 

програмата BIONUMEPJX. 

Резултати 

Резултатите от работата отговарят на поставената цел и всички 

поставени задачи са изпълнени. Получени са оригинални резултати 

свързани с генотипирането на щамове С. albicans изолирани от различни 

анатомични места на група пациентки с хронична вагинална кандидоза 

прилагайки техниката RAPD. От значим интерес са резултатите получени 

от разработването и прилагането на AFLP техниката приложена за 

идентификация, таксономични и филогенетини отнасяния на микробните 

видове. Авторът успешно идентифицира чрез AFLP анализ представители 

от различни родове и видове. Прилага AFLP техниката за точно видово 

отнасяне на 80 фенотипно идентифицирани изолата от различни видове и 

родове патогенни гъбички, предоставени от Националната референтна 

лаборатория по микология на НЦЗПБ. 
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Значими резултати са получени от прилагането на AFLP техниката за 

типирането на клонално свързани щамове на С. glabrata които са 

чувствителни и резистентни на флуконазол. Щамовете са били изолирани 

от 11 пациента с ХИВ на които е била прилагана антимикотична терапия. 

Получените специфични електрофоретични AFLP профили са 

възпроизводими. 

От особен интерес намирам резултатите получени от разработената и 

изпитана флуоресцентна cDNA-AFLP методика. От електрофоретичните 

профили получени при сравняването на експресионните профили на 

чувствителни и резистентни референтни щамове на С. albicans дисертантът 

идентифицира меркер съврзан с развитие на флуконазолова резистенност. 

Научни и технологични качества на дисертационния труд. 

Избраният изследователски подход за разработване и изпитване на 

молекулярно биологични методи отговаря на целите, получените резултати 

и обсъждането им. Методичната и експериментална части на 

дисертационния труд са изцяло разработени и извършени в лабораторията 

по „Молекулярна микробиология". Авторът е използвал сътрудничество с 

лабораторията по „Микология" на НЦЗПБ и лабораторията по 

„Микробиология" на Университета в Лозана, Швейцария за получаване на 

щамове. В работата се съчетават използването на няколко иновативни 

технически решения които са новост. Такива са: 

- предложението за организиране на база данни от AFLP профили на 

типирани микроорганизми съчетано с прилагането на подходящ 

софтер за идентификация и таксономия; 

- разработване и изпитване на оригинални адаптори, праймери и 

условия на PCR амплификация за AFLP; 
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- индуциране на флуконазол резистентни мутанти на два референтни 

щама С. albicans и анализ на транскрипционния им профил чрез 

оригинална cDNA-AFLP техника; 

- модифициране на метод за получаване на втората ДНК верига от 

копиДНК (cDNA) молекули чрез съчетаване на биохимичните 

свойства на група от ензими - РНК обратна транскриптаза, ДНК 

термостабилна полимераза, RNAse Н, и подходящи температури при 

които различните ензими имат активност. 

- разработеният cDNA-AFLP метод приложен за цялостен геномен 

експресионен анализ може да се счита за по-информативен сравнено 

с микрочиповата технология където РНК пробите за анализ се 

хибридизират с имобилизирани ДНК сонди върху микрочип. 

Интердисциплинарност на представения дисертационен труд. 

В дисертационния труд на г-жа Виктория Левтерова са съчетани 

няколко дисциплини за чиято подготовката и познания се изисква 

значителен ресурс от време и сътрудничество между колеги и 

лаборатории. В работата се съчетават микробиологични, молекулярно-

биологични, биохимични, химични и софтуерни методи за анализ и 

обработка на резултатите. Всички тези дисциплини успешно се преплитат. 

В работата са използвани най-съвременна апаратура, рективи, китове и 

софтерни продукти. 

Оригиналност и иновативност на представената работа. 

Разработеният труд има подчертан фундаментален и методичен 

характер. Разработеният AFLP метод с изпитаните адаптори, праймери и 

условия на работа за генотипиране е оригинална разработка на колектива 

на лабораторията който е приложен за първи път в България. Методът е 

успешно приложен за сравнителна идентификация (фенотипна и 
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генетична) на 80 вида гъбички и идентифициране на вариететните 

различия при С. neoformans. Разработената AFLP методика е с универсална 

приложимост за вируси, бактерии, гъбички, протозои и висши организми. 

За първи път е разработена флуоресцентна cDNA-AFLP методика за 

изследване на транскрипционния профил, с цел идентифициране на 

маркери свързани с антимикотичната резистентността при С. albicans. 

Методът е оригинален подход за идентифициране на маркери за 

резистентност и не е описван до сега от други автори за медицинско 

значими гъбрички. 

Приложимост на разработените методи. 

По мое мнение RAPD и място-специфичната PCR техники имат по 

органичена приложимост. Такова мнение изказва и дисертанта и оставам с 

впечатление, че тези две техники не се препоръчват, като методи за 

рутинни изследвания за типиране на щамове. В тази връзка е и въпросът 

ми към дисертанта: Смята ли, че двете техники RAPD и място-

специфичната PCR могат да бъдат прилагани за рутинни изследвания за 

типиране на щамове? 

Получените резултати и направеното обсъждане убеждават, че AFLP 

техниката може да има широка приложимост за идентификация, 

таксономични и филогенетични отнасяния при микроорганизмите. 

cDNA-AFLP е подходящ метод за търсене на нови маркери за 

резистентност и изследване на транскрипционният отговор на 

микроорганизмите към стресови фактори. Дисертантът предлага 

изследванията на идентифицирания генетичен маркер с променена 

акспресия при резистентните на флуконазол щамове на С. albicans да 

продължат. Разработеният от дисертанта cDNA-AFLP метод дава 

възможност за цялостен геномен анализ и има универсална приложимост. 
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Значимост на дисертационния труд 

Дисертационният труд касае разработването и приложимостта на 

няколко принципно различни генетични метода - RAPD , място-

специфична PCR амплификация, AFLP и cDNA-AFLP за решаване на 

широк кръг от фундаментално-теоретични и практически задачи в 

микробиологията и в частност микологията. Огромният брой, над 2900 

статии в PubMed при задаване на ключовата дума „AFLP" и 230 статии с 

„cDNA-AFLP" красноречиво говорят за интереса и актуалността на 

методите. 

Забележки и препоръки. 

Всички забележки представени на вътрешната защита са взети 

предвид и са отстранени. Забелязани са някои незначителни компютърни 

грешки. 

Полезно ще бъде тази интересна проблематика да бъде представена в 

обзор, публикуван на български и на английски език. 

Добре е изследванията да продължат в тази перспективна област, да се 

доразвият и изпитат други молекулярно биологични методи за типиране на 

гъбички и други микроорганизми. 

Справки към дисертационния труд. 

Към дисертационния труд авторът прилага 7 статии в две от които е 

първи автор. Две статии в списания на английски език с импакт фактор 

1.669, 4 на английски език в български списания и една на български език. 

Цитирани са 8 участия в международни научни форуми с постери. 



Заключение 

Вземайки предвид цялостно резултатите от изготвената работа 

считам, че дисертационния труд отговаря на всички изисквания за 

образователна степен „Доктор". Предлагам на научното жури да присъди 

на Виктория Стефанова Левтерова образователната и научна степен 

„Доктор". 

03.08.2011г. 

София 

Рецензент: 

/проф. И. Абрашев. ДБН/ 
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