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rozprawy doktorskiej lek. wet. Piotra Damiana Teodorowskiego
pt. ,Badania nad aktywnos$cia przeciwpierwotniacza (anty-Babesia canis) suszu z
papryczek habanero zawierajacego kapsaicyne w warunkach in vitro”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. FLukasza Adaszka, w Katedrze Epizootiologii
i Klinice Choréb Zakaznych

Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie.

Podstawe formalng recenzji stanowi uchwata Rady Dyscypliny Weterynaria

Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie z dnia 27 kwietnia 2023 .

Babeszjoza psow to cigzka, czesto $miertelna transmisyjna choroba przebiegajaca z
objawami niedokrwistosci hemolitycznej. Jej przyczyng sa przenoszone przez kleszcze
wewnatrzerytrocytarne pierwotniaki z rodziny Babesidae. W Polsce jest to najczesciej Babesia
canis canis.

Mimo, ze pierwsze przypadki babeszjozy, zwanej dawniej piroplazmozg, zanotowano
w Polsce jeszcze w latach 60. XX w, to przez wiele lat choroba ta uwazana byla za rzadka,
wrecz egzotyczna, typowa dla krajow srodziemnomorskich. Obecnie mozliwe, ze wskutek
zmian klimatycznych i zwigzanym z tym dluzszym sezonem aktywnosci kleszczy, stata sie
Jedng z powszechniejszych transmisyjnych chorob psow w Polsce, zwlaszcza we wschodnich
rejonach kraju.

Dotychczas, mimo prob, nie udalo sie opracowaé szczepionki w petni chronigcej psy
przed rozwojem babeszjozy. Leczenie z zastosowaniem preparatow przeciwpierwotniaczych
rowniez nie zawsze bywa skuteczne i wskaznik $miertelnosci z powodu babeszjozy jest weigz
wysoki. Lekiem z wyboru jest imidokarb, ktérego dziatanie polega na uszkadzaniu jadra

komorkowego pierwotniaka, lecz niestety, preparat ten bywa tez przyczyng wielu reakcji



niepozadanych. Dodatkowo, notowana Jest coraz czgsciej opornos¢ Babesia na dzialanie tego
leku. Pozostate dostepne na rynku preparaty o podobnym zastosowaniu cechuje ograniczona
skutecznos¢. Rodzi to koniecznosé poszukiwania nowych $rodkow mozliwych do stosowania
W terapii babeszjozy w przypadkach nieskutecznosci lub braku tolerancji imidokarbu przez
organizm leczonych zwierzat. W zwigzku z tym podjecie przez lek. wet. Piotra
Teodorowskiego badann nad aktywnoscig przeciwpierwotniacza substancji zawartych
w papryczkach habanero uwazam za uzasadnione.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska, o konstrukcji typowej dla tego
rodzaju opracowan, liczy 71 stron i sklada si¢ z 9 rozdziatow takich jak Wstep, Cel badan,
Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnhioski, Pismiennictwo oraz Streszczenia w jezykach
polskim i angielskim. Dysertacja zawiera 6 tabel i 7 rycin.

We wstepie podzielonym na siedem podrozdziatow lek. wet. Piotr Teodorowski w
wyczerpujacy sposob opisal czynnik etiologiczny babeszjozy psow, jego cykl rozwojowy,
systematyke, epidemiologi¢ i patogeneze choroby, objawy kliniczne, metody diagnostyczne
oraz metody leczenia stosowane w babeszjozie. W rozdziale tym zostaly rowniez opisane
wiasciwosci kapsaicyny i sposoby wykorzystywania tej substancji w leczeniu réznych schorzen
u ludzi i zwierzat. Podkreslone zostaly wlasciwosci bakterio- i wirusobdjcze kapsaicyny oraz
potencjalne wiasciwosci przeciwpasozytnicze, sugerujgce mozliwos¢ zastosowania jej w
leczeniu babeszjozy. Wstep dowodzi bardzo dobrej znajomosci badane;j problematyki
1 piSmiennictwa oraz uzasadnia celowogé podjetych badan.

W rozdziale zatytutowanym ,,Cel badan” lek. wet. Piotr Teodorowski w jednym zdaniu
opisal przedmiot prowadzonych badan, ktorym bylo okreslenie  skutecznosci
przeciwpierwotniaczej suszu z papryczek habanero zawierajgcego kapsaicyne w warunkach in
vitro w stosunku do B. canis utrzymywanych w hodowli erytrocytow psow.

Rozdziat ., Materiat i metody™, liczacy 10 stron, zostat podzielony na trzy podrozdziaty
opisujgce poszczegdlne etapy badan. Pierwszy etap dotyczy ekstrakcji kapsaicynoidow z suszu
papryczek habanero oraz okreslenia zawartosci kapsaicyny metoda chromatograficzng. Drugi
etap poswigcony jest selekcjonowaniu trzech genotypow B. canis wykorzystanych w kolejnym
etapie badan. Opisano izolacje DNA, startery 1 warunki zastosowane w PCR oraz
elektroforezie, sposoby przygotowania uzyskanego produktu reakcji do sekwencjonowania
oraz metody analizy uzyskanych sekwencji. Nastgpnie opisane zostaly sposoby przygotowania
1 prowadzenia hodowli i vitro B. canis w erytrocytach, jak tez kryteria oceniania parazytemii.

Ostatni etap badan dotyczyl oceniania aktywnosci przeciwpierwotniaczej badanej

substancji w hodowli zarazonych ereytrocytow.



Zastosowana w pracy doktorskiej metodyka, mimo swojej ztozonosci, zostata jasno
przedstawiona.

Wyniki badan przedstawiono na 12 stronach w trzech podrozdziatach w sposob opisowy
i graficzny. Rozdziat zawiera 5 tabel i 4 ryciny.

Interesujagcym elementem badan jest wyodrebnienie trzech grup polimorficznych
B. canis i powigzanie przynaleznosci polimorficznej pierwotniaka z chorobotworczoscia.
Najliczniejsza grupa 18S RNA-A pochodzila z przypadkow ostrej babeszjozy, pozostale 18S
RNA-B i 18S RNA-C z przypadkéw o przebiegu podklinicznym. Wyniki te potwierdzajg
wystgpowanie nowych szczepéw B. canis w Polsce. Ma to istotne znaczenie dla zrozumienia
roznic w przebiegu choroby i poznania jej patogenezy, a w przysztosci moze mie¢ znaczenie
diagnostyczne.

Aktywnos¢ ekstraktu z papryczek w poréwnaniu do imidokarbu oceniano na podstawie
zmiany koloru hodowli. Najwyzsza aktywnosé przeciwpierwotniacza wykazano przy
rozcieficzeniu 107 (430 mg/ml), gdzie zdolnos¢ do hamowania parazytemii we wszystkich
grupach polimorficznych oceniono na 80-90%. Szkoda, ze nie zostala zamieszczona rycina z
fotografig dokumentujaca roznice zabarwienia hodowli.

Interesujacym elementem recenzowanej rozprawy jest rozdzial »Dyskusja” liczgcy 11
stron, zawierajacy krytyczng analize wynikéw badan wiasnych w konfrontacji z wynikami
uzyskanymi przez innych autoréw. Lek wet. Piotr Teodorowski w rozdziale tym dowiédt
umiejetnosci  prowadzenia naukowej polemiki, a odpowiednio dobrane pismiennictwo
swiadczy o szerokiej znajomosci badanej problematyki.

Recenzowang prace doktorska wieficza cztery wnioski dokumentujgce zaplanowane
cele badawcze oraz wykaz 109 pozycji piSmiennictwa dowodzacych umiejetnosci doboru
literatury odpowiedniej do analizy i dyskusji uzyskanych wynikéw badan wlasnych. Na koncu
zamieszczone zostaly streszczenia w Jezykach polskim i angielskim.

Podsumowujgc, nalezy stwierdzi¢, ze wykonane przez Doktoranta obszerne
i pracochtonne badania dostarczyly ciekawych i cennych wynikéw poznawczych oraz
aplikacyjnych zastugujacych na pozytywng ocene. Lek. wet. Piotr Teodorowski wykazat, ze
kapsaicyna zawarta w suszu z papryczek habanero hamuje namnazanie si¢ B. canis w
hodowlach erytrocytow in vitro. Szczepy B. canis izolowane od psow cechuje nie tylko rozna
zjadliwos$¢, lecz réwniez rézna wrazliwosé na kapsaicyne, a skuteczno$é¢ hamowania wzrostu
pierwotniakéw na poziomie 80-90% w porownaniu do imidokarbu okreslono jako znaczna.

Niewatpliwie jednym =z cenniejszych praktycznych aspektow recenzowanej pracy jest



wykazanie, ze kapsaicyna jest substancjg bezpieczna, nie uszkadzajaca w warunkach in vitro

krwinek czerwonych.

Uzyskane wyniki stanowia interesujgcy materiat badawczy rzucajgcy nowe $wiatto na

mozliwosci terapeutyczne babeszjozy psow.

Szczegotowa analiza rozprawy ujawnila jednak kilka niescistosci i bledow, ktorych

Autor nie ustrzegt sie przygotowujac ostateczng wersje rozprawy, zatem jako recenzent

zobowigzana jestem przedstawic je w formie uwag krytycznych.

Szyk wyrazéw w tytule ,,Badania nad aktywnoscig przeciwpierwotniaczg (anty-
Babesia canis) suszu z papryczek habanero zawierajgcego kapsaicyne w warunkach
in vitro” sprawia, ze jest on nieco zawily. Jesliby Autor zamierzat opublikowa¢ wyniki, to
sugeruj¢ zmieni¢ szyk zdania na ,,Badania in vifro nad aktywnoscia przeciwpierwotniaczg
(anty-Babesia canis) kapsaicyny zawartej w suszu z papryczek habanero™.

We wstepie (str. 5) Doktorant napisat, ze ,,Dotychczas u pséw w Polsce stwierdzono
wystepowanie jedynie Babesia canis”. Tymczasem w literaturze krajowej dostepnych jest
co najmniej kilka artykutéw, w tym autorstwa Promotora pracy, na temat izolacji w Polsce
coraz czgsciej rowniez B. gipsoni.

W pracy Doktorant zamiescil wiele niewyjasnionych, nie w petni lub nieprawidlowo
opisanych skrotow. Sadze, ze zamieszczenie listy zastosowanych w pracy skrotow w duzej
mierze zapobiegloby temu problemowi.

e Str. 7 - (SPA- rozpuszczalny antygen pierwotniaczy) - pochodzacy od: Soluble Parasitic
Antigen.

e Str. 8 — DIC - wewngtrznaczyniowy zespol wykrzepiania - wyjasnienie
(Disseminated Intravascular Coagulation) zawarto na stronie 9. Powinno by¢ w
miejscu pierwszego zastosowania skrotu

® Str. 16 - CGRP —receptor Calcitonin Gene-Related Peptide

e Str. 22 - roztwér TFA — kwas trifluorooctowy (trifluoroacetic acid)

e Str. 23 — HPLC - chromatografia wysokosprawna, (High Performance Liquid
Chromatography)

* Str. 30 - DMSO - dimetylosulfotlenek (Dimethylsulfoxide)

® Str. 31 — wartos¢ ICso - polowa maksymalnego stezenia hamujgcego (Half

maximal inhibitory concentration).



e Str. 45— CS — domyslam sie, ze to Capsaicin Synthetase
Ogolnie przyjeta zasadg w pismiennictwie naukowym jest opisywanie rycin u dohu, a tabel
na gorze. W recenzowanej pracy panuje dowolnos¢, np. ryc. 1 opisana na dole, ryc. 2 u
g0ry.
Na str. 14 ,,Wstepu™ Autor, opisujac metody leczenia babeszjozy odwotuje sie do tabeli 1.
Tabela oznaczona jako pierwsza znajduje si¢ na str. 23, w rozdziale” Materiat i metody” i
dotyczy warunkow gradientowych metody rozdzielania probki przy wykorzystaniu
dwuskladnikowe;j fazy ruchome;. Przypuszczam, ze w rozdziale »Wstep” nie o t¢ tabele
chodzito Autorowi.
»Wirus HSV” (str. 20) — skrot HSV zawiera juz w sobie stowo wirus.
Podobnie ,,reakcja PCR” (str. 25) — w skrocie zawarte Jest juz stowo ,,reakcja”.
Cel badan ani zadne inne zdanie nie powinno zaczyna¢ si¢ od spéjnika »poniewaz” (str.
21).
W spisie tresci widnieje rozdziat zatytulowany ,Materiat i Metodyka”, tymczasem w
pracy, na str. 22 rozdziat ten zatytutowano , Materiat i metody”.
Tabela 1 zatytulowana ,,Warunki gradientowej metody rozdzielania probki przy
wykorzystaniu dwusktadnikowej fazy ruchome;j” wymaga dodatkowego opisu zawartych
w niej symboli (%A, %B) oraz podania Jednostki czasu.
W rozdziale ,Materialy i metody” opisana zostata metoda oznaczania kapsaicyny,
natomiast w rozdziale ,, Wyniki” podane zostaly rezultaty analizy Jakosciowej 1 ilosciowe;j
roznych kapsaicynoidéow. W rozdziale »Materialy i metody” zabraklo informacja o
metodach analizy zawartosci kapsaicynoidow.
W rozdziale ,,Wyniki” znalazta sie rowniez informacja, ze badana krew pochodzita od 48
psow podejrzanych o babaeszjoze. To dane na temat materiahy badawczego, zatem réwniez
powinny znalez¢ si¢ juz w poprzednim rozdziale.
W pracy Doktorant pisze o zawartych w papryczkach habanero na przemian
kapsaicynoidach lub kapsanoidach (Tabela 2, str. 14, 32, 44, 45). Okreslenia te powinny
by¢ jednolite w calej pracy.
W calej pracy Autor czesto pisze o rozcienczeniach suszu z papryczek. Powszechnie
wiadomo, ze rozcieficzyé mozna tylko roztwoér. Moze wiec lepiej brzmiatoby rozciericzenie
ekstraktu z suszu z papryczek.
W calej pracy: okreslenie in vitro powinno by¢ pisane kursywa. Tymczasem kursywa

stosowana jest naprzemiennie.



* W pracach naukowych, a za taka nalezy uznaé rozprawe doktorska, przyjeto podawanie
petnej nazwy patogenu, gdy wymienia 5i¢ g0 po raz pierwszy — w tym wypadku to Babesia
canis. W dalszej czesci pracy powinien by¢ stosowany juz tylko skrét (tu: B. cans). W
recenzowanej pracy pisane jest to réznie.

* W dyskusji Doktorant zaznacza, ze glownymi  zwigzkami o  dziataniu
przeciwpierwotniaczym w suszu z papryczek habanero sg kapsaicyna i dihydrokapsaicyna,
natomiast w materiatach i metodach dowiadujemy sie o dziataniu Jedynie kapsaicyny na
hodowle erytrocytarne zarazone babeszja. Dobrze by bylo rozwazy¢, czy w przypadku
przysztych publikacjach badan zamiast o kapsaicynie z suszu papryczek nie pisa¢ o
kapsaicynoidach z suszu. Z opisu metod mozna wywnioskowa¢, ze nie rozdzielano tych
substancji.

* W dyskusji lek. wet Piotr Teodorowski porusza temat skutecznosci przeciwko
pirewotniakom réznych ekstraktow roslinnych wymieniajac jedynie nazwy lacinskie
licznych gatunkéw roslin, z ktorych ekstrakty uzyskano. Nie podano tu nazw polskich, jak
gozdzikowiec korzenny, pomelo, krwawnik, jodia syberyjska, rozmaryn lekarski,
Cynamonowiec cejlonski, mieta, sosna zwyczajna, czy eukaliptus gatkowy.

* Paradoksalnie, nigdzie w pracy nie znalazla sie tacinska nazwa papryczki habanero
(Capsicum chinese), ktora jest »glownym bohaterem™ dysertacji.

* We wnioskach oraz w streszczeniach szczep 18S RNA-A (odpowiedzialny za rozwoj ostrej
babeszjozy) btednie oznaczono jako B.

* W spisie pismiennictwa zabraklo kilku cytowanych w pracy pozycji literaturowych:
Adaszek i Winiarczyk 2010 (str. 5), Surh 2002 (str. 19), Subeki i in. 2007 (str. 50, 51),
Elkhateeb i in. 2007 a (str. 51).

* Dwie pozycje (Adaszek, Winiarczyk, 2011 oraz Murnigsih i in, 2005) zostaty
zamieszczone dwukrotnie, jedna (Contreras-Padilla i Yahia, 1998) nie byla cytowana.

* Dwie pozycje Adaszek i in. z roku 2009 oraz dwie Adaszek i in z roku 2012 powinna by¢

oznaczone jako aib.

Przedstawione uwagi krytyczne, majagce w wigkszosci charakter dyskusyjny,
porzadkowy lub wynikajace z pospiechu czy roztargnienia Doktoranta nie umniejszajg w

znaczacy sposob wartosci recenzowanej rozprawy doktorskiej i nie maja fundamentalnego

wplywu na jej pozytywna ocene.



Reasumujac, stwierdzam, ze rozprawa doktorska lek. wet. Piotra Teodorowskiego pt.
~Badania nad aktywnoscig przeciwpierwotniacza (anty-Babesia canis) suszu z papryczek
habanero zawierajacego kapsaicyne w warunkach in vitro” odpowiada warunkom okreslonym
Art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie Wyzszym i nauce (Dz. U.z2018
r. poz. 16668 z pozn. zm.), dlatego przedktadam Wysokiej Radzie Dyscypliny Weterynaria
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie wniosek o dopuszczenie lek. wet. Piotra

Teodorowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Olsztyn, 15 czerweca 2023 .
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