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Panstwowy Instytut Weterynaryjny

— Panstwowy Instytut Badawczy w Pulawach

RECENZJA
Rozprawy doktorskiej mgr. Anny Wilczynskiej

pt.: ,Badania nad epidemiologia kunikulozy u wybranych gatunkéw zwierzat
towarzyszacych” (“Epidemiological study on encephalitozoonosis in selected species of
companion animals”)

wykonanej pod kierunkiem Promotora rozprawy prof. dr hab. Lukasza Adaszka
z Katedry Epizootiologii i Kliniki Choréb Zakaznych Wydzialu Medycyny
Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie

Encephalitozoon cuniculi (E. cuniculi) to obligatoryjny wewngtrzkomoérkowy
i tworzacy zarodniki organizm zaliczany do mikrosporidiéw, ktéry moze zakaza¢ wiele
gatunkéw ssakéw, w tym takze ludzi. Patogen ten jest zwykle zwigzany z subklinicznymi
zakazeniami, ale moze rowniez prowadzi¢ do klinicznej postaci zwanej encefalitozoonozg, czy
kunikuloza. Mikrosporydia, do ktérych nalezy E. cuniculi majg dyskusyjna pozycj¢
taksonomiczng. Sg uwazane za nietypowe, bardzo pierwotne organizmy eukariotyczne ze
wzgledu na brak typowych mitochondriow, aparatu Golgiego oraz obecno$¢ struktur blizszych
prokariontom, takich jak mate rybosomy. Ostatnie badania wskazuja na bliskie pokrewienstwo
filogenetyczne z grzybami, co zostalo potwierdzone analizami sekwencji wielu genow oraz
obecnoscia skladnikéw charakterystycznych dla grzybéw, np. tubulina i chityna.

Glownym gospodarzem dla E. cuniculi sa kroliki - literatura swiatowa zawiera liczne
badania na temat kunikulozy u tego gatunku zwierzat. Natomiast jesli chodzi o gryzonie, to
poza pojedynczymi pracami, badania w kierunku kunikulozy prowadzone byty tylko u zwierzat
wolno zyjacych. Gryzonie utrzymywane jako zwierzeta towarzyszgce moga stanowic istotne
zrodto zakazenia dla ludzi majacych z nimi bliski kontakt (wlascicieli, hodowcow, lekarzy
weterynarii). Pomimo to literatura w tym zakresie jest niezwykle uboga. Dlatego tez
Doktorantka trafnie identyfikujac te luke postanowita uzupelni¢ ten wazny wycinek wiedzy
epidemiologicznej planujac i rozpoczynajac badania w ramach realizowanego przewodu
doktorskiego.
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Rozprawe doktorskg mgr. Anny Wilczynskiej stanowi monografia pod tytulem
,,Badania nad epidemiologig kunikulozy u wybranych gatunkéw zwierzat towarzyszacych” w
typowym dla tej formy ukladzie. Podzielona jest na sze$¢ glownych rozdziatow: 1. Wstep, 2.
Problem badawczy/ hipoteza i cel badan, 3. Material i metody, 4. Oméwienie wynikow badan
i dyskusja, 5. Dyskusja, 6. Stwierdzenia i wnioski, 7. Bibliografia. Praca zawiera takze
Streszczenie i stowa kluczowe w jezyku polskim i Streszczenie i stowa kluczowe w jezyku
angielskim. Oprécz zasadniczej czgéci rozprawy dokumentacja zawiera takze oSwiadczenia
promotora oraz autora pracy i Spis tresci. Rozprawa obejmuje 100 stron maszynopisu wraz z
12 rycinami i 26 tabelami. Doktorantka w pracy powoluje si¢ na dane z obszernego
piSmiennictwa w liczbie 221 pozycji.

W rozdziale ,,Wstep” Doktorantka szczegétowo opisata czynnik etiologiczny
kunikulozy — mikrosporidia E. cuniculi. przedstawiajac na poczatku pozycje taksonomiczng,
budowe i wrazliwo$é zarodnikow na warunki zewngtrzne. Nastepnie przedstawiono kolejne
fazy cyklu rozwojowego i typy mechanizmu zakazenia. Doktorantka dokonata przegladu
najwazniejszych gatunkéw z rodzaju Encephalitozoon: E. cuniculi, E. intestinalis i E. hellem.
Wstep zakonczono informacjami dotyczacymi aktualnej wiedzy na temat wystepowania
Encephalitozoon spp. u zwierzat i ludzi.

W nastepnym rozdziale przedstawione zostaly dwa cele badan: 1) Przeprowadzenie
oceny sytuacji epizootycznej oraz seroprewalencji choroby w populacji wybranych gryzoni
oraz okreslenie czy moga one stanowi¢ rezerwuar patogenu dla ludzi. 2) Przeprowadzenie
analizy molekularnej genu ITS E. cuniculi, pozwalajacej na doktadng identyfikacje szczepow
pasozytow izolowanych od gryzoni i ludzi z terenow Polski. Zaprezentowano takze dwie
Hipotezy badawcze: 1) E. cuniculi moze wywolywac zakazenia u gryzoni. Z fatwoscig przenosi
sic na inne gatunki zwierzat towarzyszacych oraz na czlowieka. Badania majg na celu
okreslenie przebiegu klinicznego encefalitozoonozy u gryzoni domowych oraz ustalenie, czy
posiadanie gryzoni stanowi ryzyko rozwoju choroby u ludzi. 2) Domniemuje sig, ze czynnikiem
etiologicznym choroby u gryzoni domowych jest inny szczep Encephalitozoon cuniculi, anizeli
izolowany od krolikéw. Aby to potwierdzi¢ konieczne jest przeprowadzenie analizy
molekularnej szczepdw E. cuniculi izolowanych od tej grupy zwierzat, w tym kawii domowych.

W rozdziale ,Material i metody” Pani mgr Anna Wilczynska opisata szczegdtowo
zwierzeta, od ktérych pobierano probki do badan (kawie domowe, szczury, chomiki, szynszyle,
kosztaniczki, myszy). Opisano stan kliniczny zwierzat, ich pochodzenie, wiek, ptec.
Przedstawiono takze informacje dotyczgce ludzi uwzglednionych w badaniach (wilascicieli,
hodowcéw i lekarzy weterynarii). Nastepnie opisano metodyke badan molekularnych. Do
detekcji DNA E. cuniculi zastosowano metode real-time opracowana wczesniej przez zespot
wspolpracujacy obecnie z Doktorantka. Przedstawiono sposob przygotowania i badania
surowicy metodg ELISA w kierunku specyficznych przeciwciat anty- E. cuniculi oraz metody
statystyczne uzyte do analizy.

Uzyskane rezultaty zostaly przedstawione w rozdziale ,,Omoéwienie wynikow badan i
dyskusja”. Analiza wynikow PCR wykazata stosunkowo wysokg prewalencj¢ zakazen E.
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cuniculi u badanych zwierzat — ogdélem 57%, z czego najwyzsza zanotowano u kawii
domowych — 73%. Bardzo skrupulatnie odnotowano objawy chorobowe zaobserwowane
u badanych zwierzat i skonfrontowano je z wynikami PCR. Badania ludzi podzielonych na
dwie grupy: grupe 1 (28 0séb majacych kontakt z gryzoniami) i grupe 2 (kontrolng, 20 0s6b nie
majacych kontaktu z tymi zwierzetami), wykazaly obecno$¢ materiatlu genetycznego E.
cuniculi u 3 0séb z grupy 1. W dalszej czesci przedstawiono wyniki badan molekularnych oraz
analize filogenetyczng i poréwnanie uzyskanych sekwencji z sekwencjami referencyjnymi
poszczegdlnych typéw pozyskanymi z GenBanku. Wstepna analiza pozwolila na podzial
uzyskanych sekwencji na dwie grupy: grupa 1 zawierajaca wigkszos¢ probek od zwierzat 1 1
probke od czlowieka (zblizona do wczesniej opisanych sekwencji E. cuniculi); 1 grupa 2
wykazujaca mate podobienstwo z pozostalymi probkami, jak i z sekwencjami z Genbanku
(zawierajaca 2 probki od ludzi i jedng od kawii domowe;j).

Na uwage zasluguje¢ fakt, ze Doktorantka pokusila si¢ o bardziej szczegélowa
analize danych wlasnych i referencyjnych, ktéora pozwolila na wyréznienie w obrebie 1-
ej grupy 6-ciu podgrup (od A do F). Najliczniej reprezentowana w badaniach wiasnych (19
izolatow) byla podgrupa F wykazujaca najwyzsze podobienstwo ze szczepem referencyjnym
klasyfikowanym jako typ 1. Pozostate podgrupy, w ktorych znalazty si¢ sekwencje z badan
wlasnych to: A (2 izolaty) odpowiadajaca typowi IV, D (1 izolat) wykazujaca homologie
zaréwno do typu I jaki i II, D (3 izolaty) odpowiadajacy typowi I. Jak wida¢ w probkach
wlasnych od gryzoni i ludzi nie zidentyfikowano Zadnej nalezacej do typu III (tzw, ,,szczepu
psiego”). Jednak szczegélnie ciekawe w aspekcie dalszych badan genetycznych, by¢ moze
kontynuowanych w kraju, ale takze dla badaczy zajmujacych si¢ tym tematem w innych
cze$ciach §wiata, jest identyfikacja odrebnej grupy (grupa 2) genetycznej E. cuniculi w
prébkach od ludzi i kawii domowej. Jest to bardzo dobry punkt wyjscia do dalszych
poglebionych badan byé moze z uzyciem innych markeréw genetycznych.

Ciekawie przedstawiajg sie takze wyniki badan serologicznych. Sposrod 38 probek od
zwierzat pozytywnych w PCR 17 wykazalo wynik pozytywny w tescie ELISA. Okoto 2/3 z
tych zwierzat wykazywato objawy chorobowe. Badanie surowic pozyskanych od ludzi (48)
wykazalo przeciwciala anty-E. cuniculi u 4 0s6b — wszystkie byty ujemne w PCR. Fenomen
braku korelacji mi¢gdzy wynikami PCR i ELISA (czyli obecnosci DNA patogenu przy
braku przeciwcial, i odwrotnie) jest bardzo ciekawy i godny szerszej dyskusji, i by¢ moze
przyszlych poglebionych badan.

W 5-¢j czesci pracy Doktorantka najpierw podsumowuje w 7-u punktach
(stwierdzeniach) wyniki swoich badan, a nastgpnie wysnuwa cztery wnioski.

Analiza dokumentacji doktorskiej ujawnila takze pewne niescistosci i elementy
wymagajace wyjasnienia, ktére z obowiazku recenzenta zmuszony jestem przedstawi¢ w
formie uwag krytycznych.

1. Tytut pracy — moglby byé bardziej precyzyjny. Doktorantka poddata badaniom tylko
gryzonie (ograniczajac sie do zwierzat domowych) oraz dodatkowo przeanalizowala
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10.

11.

potencjal zoonotyczny patogenu badajac grupe ludzi. Oczywiscie, obecne szerokie
ujecie tytuhu obejmuje te badania, ale zawezenie jego brzmienia do rzeczywistego celu
badan byloby bardziej adekwatne. Np. Badania nad epidemiologig kunikulozy u
wybranych gatunkéw gryzoni utrzymywanych jako zwierzeta towarzyszace ..” itp.
Mozna to z powodzeniem zrealizowa¢ podczas publikacji wynikéw badan.
Streszczenie — Daje sie zauwazy¢ pewna dysproporcja w tej czgsci pracy. Mianowicie,
ponad potowa tekstu streszczenia to ogdlne wiadomosci o patogenie (wstgp). Natomiast
wyniki praktycznie nie zostaly zaprezentowane - jest jedno zdanie odnosnie rezultatow
badan, ktore jest raczej konkluzja. Wskazane byloby poda¢ odsetki wynikéw dodatnich
itp. Ponadto cel badan w streszczeniu powinien by¢ umieszczony przed metodyka badan
(w samym celu okreslenie ,,celem bylo okreslenie jak szeroko E. cuniculi wystgpuje w
populacjach wydaje sie zbyt kolokwialne, moze zamieni¢ to np. na: ,, jak bardzo E.
cuniculi jest rozpowszechniony™)

W streszczeniu pada stwierdzenie, Zze ,zardOwno w Polsce jak i na $wiecie nie
prowadzono dotagd badah nad zakazeniami E. cuniculi u gryzoni utrzymywanych jako
zwierzeta domowe”, ktore stoi w sprzecznosci z literaturg i dalszg czgscig dysertacji —
w co najmniej jednej publikacji opisano badania, gdzie stwierdzano ten patogen u
myszy ze sklepéw zoologicznych (na stronie 15 dysertacji jest nawigzanie do te]
publikacji wraz cytacja [152])

W opisie typéw zakazania komorek warto opisa¢ w kilku stowach na czym polega
zakazenie typu III (kontakt przez izolacjg) i typu IV (kontakt posredni), podobnie jak to
zrobiono w stosunku do typu I II..

We wstepie zawarto informacje, ze ,,wszystkie dotad opisane genotypy E. cuniculi sg
zdolne do zakazania ludzi” (w pierwszych linijkach str 11) podczas gdy na poprzednie;j
stronie (10) jest informacja, ze szczep II izolowany jest tylko od gryzoni. Nalezy to

sprostowac/ujednolicié.

Na stronie nalezy zamieni¢ okreslenie ,dzikie myszy” w stosunku do gatunku
Apodemus sylvaticus na ich wlasciwa nazwe gatunkowg - ,,myszarka zaroslowa”.

W tabeli 1. zabraklo literaturowych danych odnosnie gryzoni, co wydaje si¢ szczegdlnie
interesujace dla czytelnika w kontekscie tematyki pracy [np. cyt. 152...].

Nalezy ujednolici¢ zapis dotyczace pobierania probek krwi do badan serologicznych od
zwierzat. W materiale i metodach (str. 20) mamy informacje, ze zaréwno do badan
molekularnych jak i serologicznych krew pobierano od wszystkich zwierzat. Natomiast
na stronie 31 jest informacja, ze ,krew do badan serologicznych pobierano od 38
zwierzat dodatnich w PCR.

Proponuje zmodyfikowa¢ sposob przedstawienia schematu etapow badania (ryc. 2),
obecny schemat moze sugerowaé, ze do badan serologicznych trafiaty produkty PCR.
Nalezy opisa¢ parametry zastosowane do analizy sekwencji, jaki model analizy,
itp...(3.3.6)

Pewne watpliwosci budzi dobor grupy zwierzat do oceny prewalencji i analizy
zaleznosci. Nalezy byé ostroznym w interpretacji wynikow szczeg6lnie dotyczacych
korelacji miedzy wystepowaniem objawéw chorobowych, a wynikami dodatnimi w
kierunku E. cuniculi
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12,

13.

14.

LS.

16.

a. Po pierwsze — grupa zwierzat badanych byla bardzo specyficzna. Byly to
zwierzeta przyniesione do kliniki weterynaryjnej w znakomitej wigkszosci (ok.
75%) chore, z réznymi objawami chorobowymi. W analizie wskazane byloby
uwzglednienie wigkszej liczby zwierzat nie wykazujacych zadnych objawdw
chorobowych (wiadomo, ze zwierzeta czgsto sa bezobjawowymi nosicielami E.
cuniculi).

b. Po drugie— odczuwalny jest brak danych odnosnie innych badan (niz w kierunku
kunikuliozy) i diagnoz postawionych poszczegolnym zwierzgtom przez lekarza
weterynarii ~ w  Klinice, czy  opisano  jakie§ inne  czynniki
chorobotworcze/srodowiskowe, ktére mogly by¢  gtéwnymi/dodatkowymi
przyczynami przedstawionych objawow itd. (z pracy mozna wnioskowa¢ ze
zwierzeta byly rutynowymi pacjentami kliniki, a nie grupg zwierzat badanych
tylko pod katem kunikulozy). Uzupelienie takie w znaczgcy sposob
rozjasnitoby i urzeczywistnilo interpretacj¢ wynikow badan w kierunku E.
cuniculi. Nalezaloby sie odnies¢ do tego faktu takze w dyskusji.

Wskazane jest wyjasnienie procesu analizy korelacji pomiedzy wystgpowaniem
objawow chorobowych a pozytywnym wynikiem PCR w obrgbie grup. Np. uzyskano
zaskakujaco wysoka korelacje pozytywna w tym zakresie u kawii domowych, gdzie
stosunek pozytywnych wynikéw do liczby zwierzat w grupie kawii z objawami (49/65
- 75%) byl bardzo podobny jak w grupie kawii bez objawdw (24/35 - 68%).

Uwagi do Ryciny 8. Analiza sekwencji referencyjnych dostepnych w GenBanku i
sposobu ich przedstawienia na rycinie wykazata pewne niescistosci np.

a. na rycinie sekwencja KJ941140 zaczyna si¢ od pozycji 60-tej (odnoszac do
numeracji na rycinie) . Natomiast w rzeczywistosci jest to najkrotsza z uzytych
sekwencji (226 pz) i poréwnanie jej mozliwe jest dopiero od pozycji 93.
Podobnie, w mniejszym zakresie, jest z sekwencjg KF736984 gdzie oznaczono
obecno$¢ nukleotydu ,, .” juz w pozycji 60tej podczas gdy oryginalnie
sekwencja ,,zaczyna si¢”” dopiero od 61-¢j.

W dyskusji zabraklo proby wyjasnienia, dlaczego w wigkszosci (21/38) badanych
zwierzat pozytywnych w PCR nie stwierdzano przeciwciat w tescie ELISA. Ponadto,
wyniki uzyskane u ludzi wskazujg, ze wszystkie wyniki seropozytywne wystgpity u
0s6b negatywnych w PCR. Stawia to pytanie dotyczace realnej seroprewalencji u
zwierzat, u ktorych ograniczono si¢ do badania serologicznego tylko wybranych
osobnikéw dodatnich w PCR. Wydaje sie, ze u zwierzat negatywnych w PCR,
analogicznie jak u ludzi, takze mozna si¢ spodziewa¢ znacznego odsetka wynikow
seropozytywnych. Jest to ciekawy temat do rozwinigcia w dyskusji.

We wnioskach zbedne jest powtarzanie szczegétowych wynikéw badan. Proponuje sig
usung¢ z pierwszego wniosku drugie zdanie odnoszace si¢ do danych procentowych
odnosnie prewalencji. Ostatni wniosek powinien by¢ takze skrocony (przez usunigcie
poczatkowej czesci dotyczacej szczegotowych wynikow).

Podczas analizy monografii stwierdzono takze nieliczne btedy natury edytorskiej,
wymienione ponizej:
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a. Wg. zalecen pisowni taksonomicznej kursywa powinna by¢ stosowana tylko
do tacinskich nazw gatunkowych lub rodzajowych. Nazwy wyzszych
poziomdéw taksonomicznych powinny by¢ pisane czcionka prostg. Np.
Encephalitizoonidae - str 6, 10, 11; Arvicolinae str 15 ...

b. Brak cytacji do informacji dotyczacej prewalencji E. cuniculi u gryzoni w
Polsce, Czechach i Stowacji (str. 14)

c. Ostatnie zdanie na stronie 7 (we wstepie), powinno by¢ przeniesione do
pierwszego akapitu na tej stronie jako kontynuacja informacji o
przezywalnos$ci/wrazliwosci zarodnikéw

d. W tabeli 8 suma wynikow dodatnich w przypadku schorzen tarczycy w
rzeczywistos$ci powinna wynosi¢ 4 (jest 3)

e. Drobne bledy edycyjne w postaci tzw. literowek. np.:

i. str. 6 - aerogenng (zamiast : areogenng)
ii. str. 11 - odpowiednie do (zamiast: odpowiedniego)
iii. brak przecinka przed ,,u ktoérych” str 4 , ktorym” str6 ...

Nalezy podkresli¢ ze, pomimo ze Doktorantka nie ustrzegla si¢ podczas redagowania
rozprawy pewnych niescistosci, nie umniejszaja one jednak wysokiej wartosci naukowej pracy.
Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze w przedlozonej rozprawie doktorskiej
Doktorantka w bardzo fachowy sposob zaprezentowala ogélna wiedz¢ teoretyczng w
zakresie tematyki badan. Sposdb zaplanowania i przeprowadzenia opisanych wyzej badan, w
tym uzycie nowoczesnych metod badawczych, w polaczeniu z badaniami klinicznymi i
umiejetna analiza wynikoéw, wskazuje na umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej. Praca prezentuje takze oryginalne rozwiazanie problemu naukowego i pokazuje
niezwykle ciekawe wyniki istotne z punktu widzenia zdrowia zwierzat jak i zdrowia
publicznego (mamy do czynienia z choroba odzwierzecg). Doktorantka przeprowadzila
unikatowe w skali $wiata badania w kierunku kunikulozy w grupie gryzoni utrzymywanych
jako zwierzeta towarzyszace. Ponadto, w trakcie badan wykryta, przeanalizowata i opisata
nowe grupy genetyczne E. cuniculi, ktére z pewnoscia wzbogacg wiedze w zakresie
zrdznicowania genetycznego tego patogenu.

Reasumujjc przedstawiong oceng¢, uwazam, Ze recenzowana rozprawa doktorska
Pani mgr. Anny Wilczynskiej pt.: ,,Badania nad epidemiologia kunikulozy u wybranych
gatunkéw zwierzat towarzyszacych” odpowiada w pelni warunkom okreslonym w
Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2023 r. poz.
742 z p6zn. zm.). Wobec wymienionego faktu, przedkladam Wysokiej Radzie Dyscypliny
Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie wniosek o przyjecie rozprawy i
dopuszczenie Pani mgr. Anny Wilczynskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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