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RECENZIA
rozprawy doktorskiej lek. wet. Agnieszki Piekary-Stepinskiej

pt. ,Wystepowanie pierwotniakéw z rodzaju Cryptosporidium i Giardia u pséw i kotéw w Polsce”

Pierwotniaki z rodzajow Giardia i Cryptosporidium sg szeroko rozpowszechnionymi w
$rodowisku  pasozytami ukfadu pokarmowego i moga byé przyczyng powainych
gastroenterologicznych probleméw klinicznych zaréwno u ludzi jak i u zwierzagt. Nalezg one do
pasozytéw oportunistycznych, ktére szczegdlnie zagrazajg organizmom z zaburzeniami odpornosci. Do
tej pory opisano ponad 40 gatunkdéw Cryptosporidium, a wielu z nich przypisuje sie wysoki potencjat
zoonotyczny. W obrebie gatunku Giardia intestinalis wyodrebniono osiem, morfologicznie
nierozréznialnych genotypdw i jest on takie potencjalnym patogenem zoonotycznym, poniewaz
niektore jego genotypy wystepujg zardwno u zwierzat jak i u ludzi. Zwierzeta towarzyszace, zyjace w
bliskim kontakcie z cztowiekiem, sg réwniez narazone na inwazje pierwotniakdw z rodzajow

Cryptosporidium i Giardia, stanowigc czesto ich rezerwuar.

Prewalencja wystepowania Cryptosporidium spp. i G. intestinalis u zwierzat jest zrdznicowana
i zalezy od badanej populacji. W Polsce brakuje aktualnych danych dotyczacych epidemiologii
Cryptosporidium i G. intestinalis u pséw i kotow, a te ktdre sg dostepne majg zwykle charakter $cisle
regionalny i z reguly obejmujg matg liczbe badanych zwierzat. Istotnym elementem kontroli
oportunistycznych zarazen pasozytniczych, z punktu widzenia zdrowia publicznego, jest poznanie
irédel i drég transmisji form inwazyjnych. W zwigzku z tymi argumentami, lemat przedslawionej do
mojej oceny rozprawy doktorskiej jest wysoce aktualny, a takze wpisuje sie w koncepcje ,One Health”,

ktora postrzega rozwigzywanie zagrozen dla zdrowia ludzi, zwierzat i srodowiska jako catosci.

Gtownym celem rozprawy byta identyfikacja gatunkowa pierwotniakdw 2z rodzaju
Cryptosporidium, okreslenie genotypdw G. intestinalis w probkach katu pochodzgcych od pséw i kotow
z terenu Polski a takze okreélenie prewalencji oraz oszacowanic ryzyka wystgpicnia inwazji w populacji

tych zwierzat w kraju. Ponadto Doktorantka podjeta sie okreslenia roli czynnikéw predysponujgcych



do wystgpienia kryptosporydiozy i giardiozy oraz okreslenie ryzyka zoonotycznego ze strony pséw i

kotow.

Podstawe rozprawy doktorskiej stanowig dwie prace opublikowane w recenzowanych
czasopismach, ktore posiadajg wspétczynnik oddziatywania (Impact Factor). Podkresli¢ nalezy, ze w
obydwu pracach Doktorantka jest pierwszym autorem oraz autorem korespondencyjnym, a z
oswiadczen podpisanych przez wspétautorow wynika, ze Doktorantka miata decydujgcy udziat w
badaniach (70%), ktérych wyniki zostaty opublikowane w powyzszych pracach. taczny wspétczynnik

oddziatywania tych publikacji wynosi 2,89, a punktacja MNiSW - 140 punktdw.

Struktura ocenianej pracy uwzglednia takie rozdzialy jak: streszczenie w jezyku polskim i
angielskim, wstep, cel pracy, omdwienie badan, wnioski oraz podsumowanie. Praca zawiera réwniez
kopie opublikowanych artykutéw naukowych, sktadajgcych sie na rozprawe doktorska i oswiadczenia
wspotautoréw odnosnie wkiadu w powstanie publikacji. Na pochwate zastuguje staranne

przygotowanie pracy pod wzgledem jezykowym i edytorskim.

Wstep stanowi wartosciowy przeglad literatury, podzielony na 10 rozdziatéw/podrozdziatdw.
Doktorantka ze znawstwem i w zwiezly sposdéb omdwita systematyke, biologie, Zrédta i drogi zarazenia,
epidemiologie oraz wspdfczesne techniki badawcze pierwotniakéw z rodzaju Cryptosporidium i
Giardia. Na uwage zastuguje wnikliwa ocena sytuacji epidemiologicznej w zakresie wystepowania tych
pierwotniakéw u pséw i kotéw w Polsce i w Europie, w oparciu o odpowiednio dobrane, aktualne
pismiennictwo (112 pozycji). Poréwnanie danych literaturowych ujawnito duze zréznicowanie zaréwno
w liczebnosci badanych populacji, poziomu zarazenia Cryptosporidium i Giardia jak i doboru narzedzi
badawczych. Wykazato réwniez skromny udziat danych literaturowych pochodzacych z Polski i
wynikajgca z tego potrzebe uzupetnienia tych danych. W $wietle wiedzy przedstawionej we wstepie,

uwazam, ze podjecie powyzszego tematu rozprawy byto w petni uzasadnione.

Badania sktadajgce sig na niniejszg dysertacje zostaly podzielone na dwie czesci, z ktérych
pierwsza dotyczyta wystepowania Cryptosporidium spp., druga cze$¢ G. intestinalis u pséw i kotéw w

Polsce a wyniki, jak juz wspominano, zostaty opublikowane w dwdch pracach.

W pierwszej pracy o charakterze oryginalnym, zatytutowanej , Cryptosporidium spp. in dogs
and cats in Poland”, opublikowanej w czasopi$mie Annals of Agricultural and Environmental Medicine,
Doktorantka zbadata wystepowanie Cryptosporidium u pséw i kotéw w Polsce. Godna uwagi jest
wysoka liczba przebadanych zwierzat (365 psdw i kotéw) oraz szeroki zasieg terytorialny badar,
obejmujgcy dziewigC wojewddztw. Badania materiatu biologicznego - katu zwierzat, zostaty

przeprowadzone w oparciu 0 nowoczesny warsztat badawczy, w petni poréwnywalny do stosowanego



w osrodkach zagranicznych. Na podkreélenie zastuguje duza starannoé¢ w przeprowadzeniu
zaplanowanych badan klasycznymi metodami badawczymi jak i z uzyciem technik molekularnych
(amplifikacja fragmentu genu kodujacego mata podjednostke rybosomu 18S rRNA Cryptosporidium

technikg nested-PCR). Analiza statystyczna zostata zaplanowana i przeprowadzona poprawnie.

Cryptosporidium spp. stwierdzono w 3,4% prébek pochodzacych od pséw i 2% prébek
pozyskanych od kotéw. Sekwencjonowanie produktéw pozwolito na wykrycie trzech gatunkéw
Cryptosporidium: C. parvum i C. canis u pséw oraz C. felis u kotéw. Badania wykazaty, ze cho¢ wyniki
wykazujg duze zréinicowanie regionalne, to odsetek zarazonych zwierzat w Polsce nie odbiega
poziomem od tego zaobserwowanego w innych krajach Europy, co moze $wiadczy¢ o poréwnywalnym
statusie epidemiologicznym. W badaniach przeprowadzonych w ostatnich latach w Polsce (oprécz
jednego wykonanego na matej grupie zwierzat) nie identyfikowano gatunkoéw Cryptosporidium u pséw
i kotow, a zatem jest to pierwsza, szeroka analiza molekularna krajowej populacji zwierzat
towarzyszacych. Uzyskane przez doktorantke wyniki badar, oprécz wartosci poznawczych, majg
rowniez wazny aspekt epidemiologiczny, szczegdlnie w kontekécie zdrowia publicznego w Polsce.
Wykazaty bowiem, ze zwierzeta towarzyszace moga by¢ rezerwuarem zoonotycznych gatunkéw

Cryptosporidium. Nalezy podkresli¢, ze przygotowanie tego badania wymagato duzego nakfadu pracy.

W drugim artykule o charakterze oryginalnym, pt.: ,Genotypes of Giardia duodenalis in
household dogs and cats from Poland”, opublikowanym w czasopiSmie Acta Parasitologica,
przedstawiono wyniki badar dotyczacych epidemiologii G. intestinalis. W tym momencie chce
zaznaczy(¢, ze nazwg obowiazujaca jest G. intestinalis. Badania prébek katu pochodzacych od 293
zwierzat domowych z réznych wojewddztw, zostaty przeprowadzone z wykorzystaniem klasycznych
metod badawczych (metody flotacji, hodowli), testéw immunoenzymatycznych wykrywajgcych
koproantygeny G. intestinalis, oraz analizy molekularnej (amplifikacja metoda nested-PCR fragmentu
genu kodujacego B-giarding). Dobér metod zastosowanych w niniejszym badaniu jest odpowiedni i nie
budzi zastrzezeri. Materiat genetyczny G. intestinalis zostat wykryty w 6% prébek pochodzacych od
pséw oraz 3,9% probek pochodzacych od kotéw. Cenng obserwacjag byto poréwnanie skutecznosci
metody nested-PCR i szybkich testéw immunochromatograficznych, wykrywajgcych antygen G.
intestinalis. Odsetek préb, w ktérych wykryto antygen G. intstinalis byt znacznie wyzszy w pordéwnaniu
do wynikéw uzyskanych w badaniu metoda nested-PCR. Jak zaznacza Autorka, badania poréwnawcze
przeprowadzono tylko na czesci materiatu, jednak wykazaty one, ze zastosowanie réznych metod
badawczych zwieksza doktadnoé¢ uzyskanych wynikéw. Waznym osiggnieciem pracy byto ustalenie, ze
na terenach objetych badaniem, dominujgcymi genotypami sq u psow Ci D a u kotéw A i F. Nalezy

nadmienic, Ze zoonotyczny genotyp A moze wywotywac réwniez inwazje u ludzi, co jest szczegélnie



istotne w stanach niedoboréw odpornosci i wskazuje, ze zwierzgta towarzyszgce moOg3 by¢

potencjalnym rezerwuarem tych oportunistycznych pasozytow.

W prowadzonych obserwacjach Doktorantka zwrdcita rowniez uwage na czynniki
predysponujace do wystapienia inwazji G. intestinalis. Wyzsz3 czgstos¢ zarazenia odnotowano u psow
ponizej 1 roku zycia, co potwierdza, ze miode zwierzgta s szczegdlnie narazone na inwazjg tego
pierwotniaka. Wérdd przebadanych pséw, nalezacych do 48 ras, wyraznie wyzszy odsetek poziomu
zarazenia Giardia stwierdzono u buldogéw francuskich (25% przebadanych pséw tej rasy), co jest
pierwszg taka obserwacja opisang w literaturze. A zatem wyniki przeprowadzonego badania majq

istotny aspekt zaréwno kliniczny jak i praktyczny w kontekscie epidemiologii i profilaktyki giardiozy.

Z obowiazku recenzenta chciatabym sie podzieli¢ kilkoma uwagami, ktore nie pomniejszajg

wartosci merytorycznej rozprawy a wymagaja jedynie doprecyzowania informacji:

- we wstepie, w tabeli nr 45, dla pozycji pismiennictwa nr 6 i 61 brakuje okreslenia badanego obszaru;
- w rozdziale ,Omdwienie badan” usciélenia wymaga stwierdzenie , Zakres wykonanych badan zalezat
od iloéci pozyskanego materiatu, czasu jaki uptynat od jego pobrania..” Nie znalazta si¢ w tekscie
informacja, czy wobec powyiszego wszystkie proby byty zbadane takimi samymi metodami;

- za wade rozdziatu ,Oméwienie badari” uwazam zbyteczne zamieszczenie informacji o metodyce i
prowadzeniu hodowli pierwotniaka Blastocystis; z pewnoscig s to interesujgce dane, ale nie s3
zwigzane z tematem pracy;

- oméwienie rezultatéw badar jest nieco zawite. W mojej ocenie tabelaryczne ujecie wynikow
ufatwitoby Doktorantce klarowne przedstawienie uzyskanych rezultatow a czytelnikowi mozliwos¢
szybkiego zapoznania sig z zestawionymi danymi;

- jak juz wspomniatam, obecnie za wazng przyjmuje sie nazwe gatunkowg jest G. intestinalis, uznajac

za synonimy pozostate nazwy (m. in. G. duodenalis).
Podsumowanie

Przedtozona mi do recenzji prace doktorska oceniam pozytywnie. Lekarz weterynarii Agnieszka
Piekara wykazata sie szeroka wiedza teoretyczng, bardzo dobrym opanowaniem warsztatu

parazytologicznego oraz umiejetnoscia analizy i interpretacji wynikéw badan laboratoryjnych.

Cele badawcze rozprawy doktorskiej zostaty przez Doktorantke sformufowane prawidtowo i
przejrzyécie a wnioski ujete trafnie i syntetycznie. Uzyskane wyniki sg waznym uzupefnieniem
dotychczasowej wiedzy dotyczacej epidemiologii zarazen zwierzat towarzyszacych w Polsce i

uzasadniaja stwierdzenie, ze pierwotniaki z rodzaju Cryptosporidium spp. i G. intestinalis moga



stanowi¢ realne zagrozenie nie tylko dla psow i kotéw ale i ludzi, zwtaszcza w odniesieniu do oséb z

deficytami odpornosci.

Dzieki wykorzystaniu technik biologii molekularnej, badania umozliwity okreslenie udziatu
poszczegdinych gatunkow/genotypow pierwotniakéw jelitowych — Cryptosporidium spp. i G.
intestinalis u pséw i kotéw w Polsce, co jest istotne nie tylko z punktu widzenia zdrowia zwierzat, ale

rowniez z uwagi na wysoce zoonotyczny charakter niektorych sposrod tych wykrytych.

Zwrocenie przez Doktorantke uwagi na czynniki predysponujgce do wystgpienia inwazji majg
réwniez aspekt praktyczny, poniewaz s cenng wskazowkga dla lekarzy weterynarii w przeprowadzaniu

procedur diagnostycznych, zwtaszcza w odniesieniu do zwierzat z objawami gastroenterologicznymi.

Dane cytowania obydwu prac w zagranicznych publikacjach, czy wykorzystanie uzyskanych
wynikéw dotyczacych Cryptosporidium spp. do opracowania metaanalizy Swiatowej prewalencji i
czynnikow ryzyka inwazji Cryptosporidium wsrdd kotow, réwniez $wiadczg o ich duzej wartosci

merytorycznej, nie tylko o zasiegu krajowym.

Chce rowniez podkresdli¢ dotychczasowa wysoka aktywnosé naukowg Doktorantki. Oprdcz prac
wchodzacych w sktad cyklu, jest rowniez wspétautorkg dwdch artykutéw naukowych oraz o$miu prac
popularno-naukowych, opublikowanych w czasopismach dla lekarzy weterynarii. Doktorantka jest

autorkg i wspotautorka doniesien konferencyjnych oraz odbyta staz zagraniczny.

W Swietle powyzszych danych stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska lekarz
weterynarii Agnieszki Piekary-Stepinskiej spetnia warunki okreslone w art. 13.1 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 pdin. zmianami) i dlatego przedktadam wniosek do Rady Dyscypliny Medycyny
Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu o dopuszczenie lek. wet. Agnieszki

Piekary-Stepinskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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