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Recenzja pracy doktorskiej
lek. wet. Piotra Teodorowskiego
»Badania nad aktywnoscia przeciwpierwotniaczg (anty-Babesia canis)
suszu papryczek habanero zawierajacego kapsaicyng¢ w warunkach in

vitro” wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Lukasza Adaszka.

Podstawe prawna recenzji stanowi pismo Przewodniczacej Rady Dyscypliny
Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie, powolujgce sie na
uchwate Rady Dyscypliny z dnia 27 kwietnia 2023 r. w sprawie wyznaczenia

recenzentOw rozprawy doktorskiej lek. wet. Piotra Teodorowskiego.

Babeszjoza, czasem nazywana piroplazmozg lub malarig pétnocy, to
choroba wywolywana przez jednokomérkowe pasozyty - pierwotniaki
nalezagce do rodzaju Babesia. Babeszjoze odnotowuje sie zrézng
czgstotliwoscig na niemal wszystkich kontynentach. W Polsce inwazja tego
pasozyta stwierdzana jest na terenie catego kraju. Jeszcze kilka czy
kilkanascie lat temu zachorowania rozpoczynaty sie wczesng wiosng i trwaly
do pdznej jesieni. Okresowe wystepowanie zarazen jest oczywiscie zwigzane
z sezonowoscig wystepowania wektoréw przenoszacych te zarazki, czyli
kleszczy. W ostatnich latach, wraz zocieplaniem sie klimatu,

wystepowaniem tagodniejszych zim i cieplejszych jesieni, wydtuza sie okres,



w ktérym kleszcze s3 aktywne, przez co czas w ktéorym mogg zarazac
pierwotniakami Babesia canis jest coraz dtuzszy. W Poliklinice
Weterynaryjnej Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego obecnie
obserwujemy przypadki babeszjozy prawie przez caly rok kalendarzowy.
Babeszjoza ze wzgledu na ciezko$¢ zachorowan, wysoka Smiertelnos¢ oraz
utrudniong diagnostyke ileczenie stanowi powazny problem zdrowotny
u psoéw. Szczegblnie w ostatnich latach narasta problem efektywnosci
leczenia tej choroby z uwagi na zwiekszajaca sie opornos$¢ pasozyta na
stosowang terapie. W zwigzku z tym podjecie przez lek. wet. Piotra
Teodorowskiego badan nad skutecznoscig przeciwpierwotniaczg substancji
zawartych w ekstrakcie z suszu z papryczek habanero uwazam za
uzasadnione.

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska liczy 71 stron maszynopisu, w
tym 12 strony pisSmiennictwa, zawierajacych 109 pozycji literatury. Ponadto praca
zawiera 6 tabel 1 7 rycin przedstawiajacych wyniki badan. Uktad pracy jest
zblizony do klasycznego i1 zawiera spis tresci, wstgp, cel badan, materiat i
metodyke, opis wynikow. W kolejnych rozdziatach Autor omawia wyniki swoich
badan (dyskusja), przedstawia wnioski oraz bibliografie. Koncowe rozdziaty

monografii stanowig streszczenia w jezyku polskim 1 angielskim.

Wstep pracy, obejmujgcy 15 stron, podzielony zostal na 7 podrozdziatow.
W pierwszych trzech Doktorant (w oparciu o bogate pismiennictwo) w sposob
jasny i czytelny przedstawit czynniki etiologiczne babeszjozy, epidemiologig oraz
jej patogeneze. Na  podkreslenie zastluguje fakt, ze Autor przedstawit
szczegdtowo mechanizmy patofizjologiczne tej choroby w réznych uktadach,
podkreslajgc m.in. wplyw uktadu immunologicznego. Wnikliwy opis tych
mechanizméw w oparciu o bogatg literature swiadczy o bardzo dobrym
merytorycznym przygotowaniu Doktoranta do podjetego zadania badawczego.

Autor stusznie podkreslit, podsumowujac dotychczasowa wiedze na ten temat, ze



spadkowi liczby erytrocytow towarzyszy niedostateczne zaopatrywanie tkanek w
tlen, czego nastepstwem jest przesuni¢cie szlakéw metabolicznych na tory
beztlenowe. Konsekwencja takich zmian jest przesuniecie rownowagi kwasowo-
zasadowej w kierunku kwasnym. Zaistniale zaburzenia przyczyniaja sie do
uszkodzenia komorek 1 tkanek, co prowadzi do niewydolnosci wielonarzadowe;j
czyli drugiego, obok anemii, syndromu chorobowego, jaki obserwujemy w
przebiegu babeszjozy. W kolejnych rozdziatach zostaly omoéwione objawy
kliniczne, rozpoznanie i leczenie tej choroby. Lek. wet. Piotr Teodorowski w
rozdziale omawiajgcym objawy kliniczne podkreslit fakt, ze poczatkowo objawy
kliniczne babeszjozy sa mato specyficzne i w przypadku braku badan
hematologicznych, czgsto choroba konczy sie zejsciem $miertelnym zwierzecia.
Podsumowujac ten rozdzial Autor, stusznie zauwazyl, w oparciu o dane
literaturowe, Ze u pacjenta z niespecyficznymi objawami chorobowymi, u ktérego
badaniem hematologicznym stwierdzono i leukopenie i trombocytopenie, w
rozpoznaniu réznicowym nalezy zawsze rozwazy¢ babeszjoze. W rozdziale
,»Rozpoznanie” doktorant podsumowat obecnie dost¢pne sposoby rozpoznania tej
choroby, akcentujac fakt, ze w przypadkach podejrzenia piroplazmozy, w ktorych
mikroskopowa ocena rozmazow daje wynik watpliwy, wskazane jest przebadanie
tego materiatu technikag PCR. Zastosowanie tej techniki pozwala na wykazanie
materialu genetycznego Babesia juz przy parazytemii wynoszacej zaledwie
0,0001%. W kolejnym rozdziale monografii doktorant oméwit dotychczasowe
sposoby leczenia babeszjozy, ze szczegélnym uwzglednieniem lekéw jakie
podajemy przy terapii tej choroby. Podsumowujac ten rozdziat stusznie zauwazyt,
ze w zwigzku ze zmniejszajaca si¢ skutecznos$cig lekow przeciwpierotniaczych
oraz dos¢ istotnymi objawami ubocznymi po ich zastosowaniu, istnieje
koniecznos¢ prowadzenia badan nad nowymi substancjami, ktére moglyby
zwigkszy¢ efektywnos¢ terapii tej choroby. Takimi substancjami mogg by¢
ekstrakty roslinne m.in. z papryczek habanero zawierajgcych kapsaicyng. W

zwigzku z tym ostatni rozdziat wstepu lek wet. Piotr Teodorowski poswiecit
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omoéwieniu wiasciwosci terapeutycznych kapsaicyny. Autor szczegdtowo
przedstawit, w oparciu o bogata literature, zroznicowany wptyw tego alkaloidu na
organizm ludzi i zwierzat. Dotychczas wykazano jej dziatanie przeciwbodlowe,
termoregulacyjne, hipotensyjne, przeciwnowotworowe, przeciwbakteryjne czy
przeciwwirusowe. Potwierdzono jej wplyw na metabolizm tluszczow a takze
wykazano jej skutecznos$¢ jako sktadnik repelentéw przeciwko owadom. W
ostatnich latach wykazano jej dziatanie repelentne réwniez w stosunku do
kleszczy. W dostepnej literaturze brakuje jednak danych dotyczacych okreslenia
aktywnosci przeciwpierwotniaczej kapsaicyny. Doktorant, aby wypenic te luke,
jako cel pracy stawia okreslenie skutecznosci przeciwpierwotniaczej ekstraktu z
suszu z papryczek habanero zawierajacego kapsaicyne w warunkach in vitro w
stosunku do trzech szczepdw Babesia canis, izolowanych od pséw z klinicznych
przypadkéw babeszjozy. W tym kontekscie podjety temat nalezy uznaé jako
bardzo aktualny pod wzglgdem poznawczym i aplikacyjnym, a cel badan logiczny

1 precyzyjnie okreslony.

W rozdziale ,,Material i metody” Doktorant szczegdtowo opisat procedure,
Jaka zastosowatl w swoich badaniach. Badania przeprowadzit w trzech uktadach,
na hodowlach erytrocytow zarazanych szczepami B. canis 18S RNA-A, 18S
RNA-B i1 18S RNA-C. Pasozyty rdéznicowal w oparciu o wyniki badan
molekularnych (PCR oraz sekwencjonowanie). Roéznicowanie szczepow
pierwotniakéw dokonywano w oparciu o procedur¢ opisang przez Adaszka i
Winiarczyka oraz Lype. W kolejnym etapie badan do zarazonych hodowli
dodawano ekstrakty z suszu z papryczek habanero zawierajgce wzrastajgce
rozciefnczenia kapsaicyny. Aktywnos¢ przeciwpierwotniacza ekstraktu z suszu z
papryczek habanero porownywano z aktywnoscig imidokarbu, sluzacego za
wzorzec. Szczegétowo opisane kolejne etapy badan wskazuja na dobre
merytoryczne przygotowanie lek wet. Piotra Todorowskiego do podjetego

zadania badawczego.



Wyniki badan Autor zaprezentowal na 12 stronach, ktére zawieraly 5 tabel i 4
ryciny. Przeprowadzone badania wykazaty, ze kapsaicyna zawarta w ekstrakcie z
suszu z papryczek habanero w rozcienczeniu 10" (stezenie 430 upg/ml)
charakteryzowata si¢ silng aktywnoscia przeciwpierwotniacza, blokujac
parazytemi¢ niezaleznie od badanego ukiadu w stopniu 80-90%. Aktywno$¢ ta
przejawiala si¢ brakiem zmiany koloru hodowli, ktéry pozostawat
jasnoczerwony. Roéznice w skuteczno$ci anty-Babesia pojawialy sie przy
wyzszych rozcieficzeniach suszu z papryczek. Wyniki badan przeprowadzonych
przez Doktoranta wykazaly wystgpowanie nowych szczepdéw Babesia canis, co

moze mie¢ istotne znaczenie dla diagnostyki i terapii tej choroby.

Dyskusja w recenzowanej rozprawie doktorskiej zaplanowana zostata w
sposob przemyslany i obejmuje praktycznie wszystkie elementy zwigzane z
badanym zagadnieniem. Wykazane przez doktoranta obserwacje pozwalaja
stwierdzi€, ze poszczegolne szczepy pierwotniakow B. canis izolowane od pséw
cechuje nie tylko rozna zjadliwos¢, lecz rowniez rozna wrazliwos¢ na kapsaicyne.
Autor wykazal, ze najmniej zjadliwy szczep 18S RNA-B wykazuje jednoczesnie
najwyzsza wrazliwos¢ na alakloid, podczas, gdy szczepy 18S RNA-A —
odpowiedzialne za rozwdj ostrej babeszjozy oraz 18S RNA-C odpowiedzialny za
rozwo] przewleklej/subklinicznej babeszjozy sa bardziej oporne na dziatanie tej
substancji. Zdaniem Recenzenta wyniki zrealizowanych przez Dokoranta badan,
sg bardzo obiecujace, pomimo tego, ze w zadnym ukladzie oraz w zadnym z
analizowanych rozcienczen kapsaicyna nie hamowata parazytemii w 100%.
Osiaggniecie w tym wzgledzie wartosci rzedu 80-90% nalezy uznaé za
wartosciowe. Doktorant, poréwnujac swoje wyniki badan z wynikami badan
innych autoréw, stwierdzil, ze Kkapsaicyna charakteryzuje si¢ silniejsza
aktywnoscig przeciwpierwotniacza in vitro w poréwnaniu z innymi
ekstraktami/olejkami roslinnymi. Lek wet. Piotr Teodorowski w swoich

badaniach wykazat rowniez, ze dodatnia korelacja pomiedzy niska wartoscia ICs



(potowa maksymalnego stezenia hamujacego) oraz brakiem wystgpowaniem
hemolizy w badanych uktadach wskazuje, ze kapsaicyna jest substancja
bezpieczna, nie uszkadzajaca w warunkach in vitro krwinek czerwonych. Ma to
istotne znaczenie w aspekcie prowadzenia dalszych badan nad mozliwoscia

praktycznego zastosowania kapsaicyny w leczeniu babeszjozy.

Przedstawione, jako szdsty rozdziat dysertacji, wnioski w pelni znajduja
uzasadnienie merytoryczne w uzyskanych wynikach badan. Niektére wnioski
przedstawione przez Doktoranta, (tj. drugi i trzeci) zawieraja informacje
dotyczace wynikéw i ten fragment wniosku mozna usung¢ bez uszczerbku dla
jego wartosci merytorycznej. Zdaniem Recenzenta wnioski stanowigce

podsumowanie catosci pracy powinne by¢ bardziej uogdlnione.

Oceniana rozprawa zostala zaplanowana, wykonana 1 przedstawiona
poprawnie. Zostala napisana czytelnym i zrozumialym jezykiem. Z obowiazku
recenzenta pragne jednak zwroci¢ uwage na pewne niedoskonatosci redakcyjne

stwierdzone w recenzowanej pracy:

e Doktorant, opisujac susz z papryczek habanero, czy jak podaje w
Materiatach i Metodach susz z wysuszonej papryki, jaki stosowat w
swoich badaniach powinien okresli¢, jaka byta to odmiana lub nazwa
produktu. Pod nazwag habanero moga si¢ kry¢é odmiany
gatunku Capsicum chinense o rdinej zawartosci kapsaicyny. W
przypadku jednej odmiany zastosowanej w badaniach takze nalezy
poda¢ jej nazwe Ilub nazwe produktu, jaki byl uzyty w
doswiadczeniu.

e We wstepie autor napisal, ze w Polsce dotychczas stwierdzono u
psow wystepowanie tylko Babasia canis. W dostepnej literaturze sg
jednak informacje, ze w naszym kraju izolowano takze Babesia

gipsoni.



e W rozdziale ,Material i Metody” brakuje informacji dotyczacych
oznaczania innych kapsaicynoidow, ktorych dane Autor podat w
rozdziale ‘Wyniki”.

e Zdaniem recenzenta dla lepszej czytelnosci pracy literatura
dotyczaca tego samego autora powinna by¢ szeregowana w
kolejnosci ukazywania si¢ pozycji w poszczegdlnych latach.
Ponadto, jezeli prace danego autora ukazaty sie w tym samym roku,
to powinny by¢ oznaczone kolejnymi literami alfabetu. Autor w
pracy co prawda oznaczal w ten sposob cytowane publikacje,
jednakze nie uwzglednit tego sposobu pozycjonowania
pisSmiennictwa w wykazie. Ponadto w spisie brakuje nastepujacych
pozycji: Adaszek i Winiarczyk 2010, Surh 2002, Subeki i in.2007.

¢ We wnioskach opisano szczep odpowiedzialny za ostra babeszjoze
Jako RNA-B a powinno by¢ RNA-A. Podobnie w obu streszczeniach

e Na str. 54 autor pisze: ,,Wyniki badan wiasnych wykazaty, ze
kapsaicyne zawarta w suszu z papryczek habanero wykazuje dosyé
silne dziatanie ....... »- W pracach naukowych nalezy unika¢ mato
precyzyjnych okreslen typu: ,,dosy¢ silne”

e Zamienitbym réwniez na stronie 9 fraze ,,prowadzi¢ do padnie¢” na
»prowadzi¢ do upadkow”.

e Doktorant czesto uzywa w pracy, takze w tytule, frazy ,,badanie
aktywnosci przeciwpierwotniaczej suszu z papryczek habanero”.
Suszu nie rozcienczamy i zdaniem recenzenta lepiej brzmi fraza
»badanie aktywnosci przeciwpierwotniaczej ekstraktu z suszu...”.
Ponadto pisze o rozcienczeniach suszu z papryczek a lepiej brzmi
fraza ,rozcienczenia ekstraktu z suszu z papryczek”.

e Jakos¢ zdjecia dokumentujaca rozmaz krwi z pierwotniakami w
erytrocytach (str. 12) mogtaby by¢ lepsza. Ponadto powinna
zawiera¢ skale zastosowanego powiekszenia.
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e Przed oddaniem pracy do druku nalezy usuna¢ bledy redakcyjne
(literowe), ujednolici¢ nazewnictwo dotyczace kapsainocydow
(kapsainocydy czy kapsanoidy) a takze wyjasni¢ skroty zawarte w

monografii.

Zawarte w recenzji uwagi maja charakter redakcyjny, wigc nie obnizaja wartosci
merytorycznej pracy.

Podsumowujac oceng catoksztattu dysertacji, pragne jeszcze raz podkresli¢
trafno$¢ i przydatno$¢ tematu. Przeprowadzone badania maja duza wartos¢
poznawczg i aplikacyjna. Wykazaly, ze kapsaicyna zawarta w suszu z papryczek
habanero hamuje namnazanie si¢ pasozytow Babesia canis w hodowlach
erytrocytow in vitro. Nalezy podkreslié, ze sg to pierwsze badania, w ktdérych
skupiono sie¢ nie tylko na aktywnosci przeciwpierotniaczej badanego specyfiku,
lecz takze na réznicach we wrazliwos$ci poszczegdlnych szczepow pierwotniakow
w stosunku do badanej substancji. Zdaniem Recenzenta wnioski zamieszczone w
pracy mogg stanowi¢ podstawe do dalszych badan nad poszukiwaniem nowych
lekéw, przydatnych, a biorgc pod uwage coraz mniejsza skutecznos¢ dotychczas

stosowanych preparatow, wrecz niezbednych, do zwalczania babeszjozy.

W konkluzji stwierdzam, ze oceniana rozprawa doktorska odpowiada
warunkom okreslonym w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce ( Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z p6zn. zm.).

W zwigzku z powyzszym przedstawiam Radzie Dyscypliny Weterynaria
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie wniosek o przyjecie rozprawy
doktorskiej oraz dopuszczenie jej Autora lek. wet. Piotra Teodorowskiego do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Olsztyn, 15.06.2023
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