
Р Е Ц Е Н З И Я 

От доц . д-р Ива Стефанова Христова , д .м . 

На ди с е р т ационен труд за присъждане на образователната и научна степен 

„ Д О К Т О Р " по научната сп ециалнос т „ М и к р о б и о л о г и я " - ш и ф ъ р 01.06.12 

Тема на д и с е р т а ционния труд: М О Л Е К У Л Я Р Н О - Г Е Н Е Т И Ч Н И М Е Т О Д И ЗА 

Е П И Д Е М И О Л О Г И Ч Н О М А Р К И Р А Н Е Н А К Л И Н И Ч Н О З Н А Ч И М И Д Р О Ж Д И " 

Автор на д и с е р т а ционния труд: Виктория Стефанова Левтерова , докторант към 

Отдел Микробиоло гия на Н а ц и о н а л н и я Център по З а р а зни и Пар а з и тни Болес ти 

Ди с е р т а ционния т труд на Виктория Левтерова е посве т ен на един 

изключително важен и силно дискутабилен проблем , а им енно създаване на 

система от методи за типиране на м е д и ц и н с к и зн ачимит е гъбички . 

Молекулярно- г енетичните методи за т ипиране се наложиха пред ф ено типни т е 

превид по-голямата им д и с к римин а т и вн а способност , в ъ зпрои з водимос т и 

т ипир аща способност . П р и молекулярните методи маркерите з а т ипиране не 

трябва да са с висока честота на мутиране, но и прекалено с т абилните м арк ери 

не са подходящи, в същото време и збраният маркер трябва да бъде п о л и м о р ф е н 

и да има поне н я к о л к о к опи я в генома . Получените д а н н и от т ипиране т о трябва 

да отразяват г енетичното различие между изолатите . А когато това се отнася не 

до бактерии, а до гъбички с т ехния много по - сложен г енетичен набор , 

проблемите н аи с тина стават много повече . С тази амбицио зн а задача - първо да 

разработи и след това да анализира въ зможностит е на молекулярно - г ене тични 

методи за типиране на п а т о г енни гъбички се заема Виктория Левтерова . 

На базата на 82 литературни и з т очника докторантка т а п р а ви задълбочен 

литературен обзор на 29 с т р аници . Раз гледани са както ф ено типни т е , така и 

г енотипните методи, които се използват за т ипир ан е . Пред с т а в ени са: от 



фено типнит е методи - биотипиране то , типа ан тибио тична чувс твителност като 

метод за типиране , с еро типиране то и мултилокусната ен зимна електрофореза , а 

от молекулярните методи - R F L P (анализ на р е с т рик т а зни п о л и м о р ф н и 

фра гменти ) , пулсовата гел-електрофореза , RAPD (случайно а м п л и ф и ц и р а н е на 

п о лиморфн а Д Н К ) , A F L P ( сп ецифична а м п л и ф и к а ц и я н а п о л и м о р ф н и Д Н К 

рес трикта зни фра гменти ) , мя с т о - сп ецифична т а Д Н К а м п л и ф и к а ц и я (известна 

още и като ли г а зно -медииран PCR ) и Д Н К с екв ениране то . И з я с н е н е п р и н ц и п ъ т 

на мсеки метод и е н аправ ен анализ по литературни д а н н и на неговите т и п и р а щ и 

въ зможности . Пр а ви впечатление огромната осведоменост на докторантката . 

Обзорът е н апи с ан много стегнато, като по з волява лесно да се съпоставят 

отделните методи за т ипиране и ло гично извежда до целта на д и с е р т а ционния 

труд. Задачите са я сно и точно формулирани . Те очертават к онкр е тни т е области 

на изследване . 

Раздел Цели и Задачи в обем 1 с транциа е посл едв ан от раздел Ма т е ри а ли 

и методи в обем общо 31 с тр аници , съдържащ подробна и н ф о р м а ц и я и 

представляващ едно ръковоство за действие . Де т айлно са о пи с ани методиките за 

работа при RAPD, A F L P , флуоресцентна A F L P , c D N A - A F L P . Начинъ т н а 

представяне говори за методичната подготвеност на док торантка т а и за това, че 

лично е ра зработила и приложила тези методи . Това са авангардните методи за 

молекулярно- г енетично т ипир ан е . Овладяването на такъв набор от методи само 

по себе си е по с тижение на докторантката Левтерова . 

Резултатите от собствените и зследвания са предс т ав ени и обсъдени на 25 

с т р аници . Илюс т рир ани са богато с 8 т а блици и 19 фигури . Опис ание то на 

резултатите е точно и я сно и е н аправ ено на добър научен език. Резултатите са 

представени в 5 раздела, като точно следват ло гичната последова т елност на 

поставените задачи. 

В първия раздел са предс т ав ени резултатите от ра зработването и 

прилагането на RAPD техниката за типиране на С. albicans щамов е , и з о л и р ани 

от р а з лични ан а т омични места при п аци ен т ки с в а гинална кандидоза . Пъ тища т а 



з а предаване на и н ф е к ц и я т а при ва гиналната кандидоза , преди в сичко дали 

заболяването е ендогенно или ек зо г енно , е един и з ключит е лно ди ск у сионен 

въпрос в съвременната миколо гична литература с н е е дно зн а чни и 

про тиворечиви отговори. Въз основа на п р офил а на н аблюдав анит е п о л и м о р ф н и 

фра гменти и софту ерния анализ ( д ендрограма ) докторантка т а стига до извода, че 

има малка или почти н яма г енетична ид ен тичнос т между щамове т е С. albicans, 

и золир ани от р а з лични ан а т омични места (уста, анус, ва гина ) на едни и с ъщи 

п ациен тки , което означава, че и з точникът на и н ф е к ц и я най - в ероя тно е 

екзогенен . 

Във в тория раздел е описано разработването на A F L P за а м п л и ф и ц и р а н е 

на п о л и м о р ф н и фра гменти . Следва да се отбележи, че и зпол з в ани т е два 

праймера са лично к онс т р уир ани от докторантката , като са с ъобра з ени 

р е с т рикционнит е сайтове на и зползваните две р е трикт а зи и ли гиранит е 

адаптори, служещи като Д Н К матрица з а амплифик ация т а . 

Съвсем накратко в третия раздел на Резултати е представено 

разработването на методиката мя с т о - сп ецифична P C R а м п л и ф и к а ц и я . Методът е 

изоставен , поради ниска т а си ди с римина ти вн а способност . 

В четвъртия раздел подробно са ра з гледани резултатите от п риложени е т о 

на флуоресцентна т а AFLP техника за г енетично т ипир ан е на Candida, 

Cryptococcus и други видове п а то г енни дрожди за т а к с о н о м и ч н и и 

фило г ен е тични цели . Изсл едв ани са общо 80 изолата . Корек тна т а 

и д е н т ифик аци я до вид е от и зключително значение за адекватната 

а н тимико тичн а т ерапия при нерядко живо то з а с т р ашав ащит е м и к о т и ч н и 

и н ф е к ц и и . В този раздел изтъква въ зможностите на A F L P не само за т ипир ан е , 

но и за г енетична и д е н т ифик аци я и т а к с о н о м и ч н и опред еляния на п а т о г енни 

гъбички . 

Последно в резултати е представено типиране т о на г ен е тични маркери , 

свързани със стресов отговор чрез техниката c D N A - A F L P . С метода се 

анализира е к спр е сионния профил , т.е. типира ce in vitro индуцирана т а г енна 

експресия . Докторантка т а прилага ра зработената методика върху 6 к о н т р о л н и 

щама С. albicans, ч увствителни на флукона зол и и т р акона з ол и върху 



получените от тях 6 р е зи с тн е тни щама . Ра зработ еният от нея метод за т ипиране 

на д ифер енци а лно е к спр е сир ащи се г ени е п риложим за в с еки организъм и се 

явява алтернатива н а микрочипови т е т ехнологии . П о н а с т о я щ е м c D N A - A F L P 

техниката се счита з а м о щ н о средство п ри анализ на т р а н с к р и п ц и о н н и я п р о ф и л 

при рас тит елни видов е , т р е тир ани с р а с тит елни п а т о г ени , с ф ун гициди и други 

стресови фактори . Подобен подход за изследване на ме х ани зми на р е зи с т ен тнос т 

при п а то г енни гъбички е нов а т ор ски и представлява п рино с на авторката . 

Разработеният c D N A - A F L P метод дава в ъ зможнос т за търсене на н о ви 

г ене тични макр ери , свързани с изследване на множеството с тресови фи зич е с ки и 

химиче ски фак тори п ри микроор г ани змит е . Изследване то н а н епо зн а т и 

мех анизми на р е зис т ентнос т е само част от въ зможнос тит е на тази техника . 

Получените резултати са и зключително п р еци зно обсъдени . Ср а вн ени са 

к омпе т ен тно с литературните д анни . Прави впеча тление честното и открито 

з аявяване на това, което е и з в ършено и на това, което не се е получило . 

Очертават се сравнителните въ зможнос ти на отделните мол ек улярни 

методи за т ипи зир ане на патогенните гъбички . В то зи раздел проличав а т 

качествата на Виктория Левтерова да анализира , обобщава и да предлага н а с о к и 

за бъдещи изследвания . 

Считам, че д и с е р т а ционния т труд съдържа следните по - в ажни п р и н о с и : 

1 . Дока з в ане то чрез RAPD техниката на е к з о г енния характер на 

рекурентната ва гинална к андидо з а ; 

2 . Разработването на с п е ц и ф и ч н и пр аймери , адаптори и у словия за 

а м п л и ф и к а ц и я на A F L P на модел к андида и криптокок ; . 

3 . Ус т ановяването с флуоресцентен A F L P анализ на значит елна 

г енетична див ер г енция между вариететите на Cryptococcus 

neoformans. 

4 . Разработената флуоресцентна c D N A - A F L P методика за 

изследване на т р а н с к р и п ц и о н н и я п р о ф и л с цел и д е н т и ф и ц и р а н е 

на маркери , с вър з ани с ан тимико тична т а р е зи с т ен тнос т п ри С. 



albicans е ори гинален подход, за който не открих в базата д анни 

на PubMed да е бил описван или ра зработван от други автори. 

Резултатите от д и с е р т а ционния труд са п убликувани в 7 журнални статии, 

от които 4 в р е н о м и р а н и спи с ания с импак т фактор . Д анни т е са предс т ав ени и на 

8 международни к о н ф е р е н ц и и . Виктория Левтерова е първи автор на 8 от тези 

общо 15 п у блик ации и участия в научни форуми . Това е доказателство , че 

докторантката има о сновно участие за тяхното о съществяване . 

Критичнит е ми бележки, н апр а в ени п ри апробацият а н а д и с е р т а ционния 

труд, бяха н апълно съобра з ени от докторантката . 

В з аключение , д и с е р т ационния т труд на Вик тория Левтерова 

представлява едно много добре п л анир ано научно изследване , което е и з п ъ лн ено 

на високо методично ни в о . В него тя се представя като п р еци з ен изследовател , 

способен не само разработва и прилага мод ерни молекулярно - г ене тични методи, 

но и задълбочено да анали зира и да достига до о б о бщения и з аключения . 

Пос ти г ан ти са значит елни резултати. Открояват се о ри гин а лни научно-

т еоре тични и н а у чно -приложни прино си . Считам, че р е ц е н з и р ани я т 

ди с ер т ационен труд отговаря на и зи ск в ания т а на З акона за ра звитие на 

ак ад емичния състав в Р. България , Пр а ви лник а за не говото п риложени е и 

Пр а ви лник а на Н Ц З П Б . Като давам положителна т а си оценка , предлагам на 

членовете на научното жури да присъдят на Виктория Ст ефанов а Левтерова 

образователната и научна степен „Док тор "по научната сп ециалнос т 01.06.12 

Микробиоло ги я . 
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