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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Anny Wilczynskiej pt. ’Badania nad
epidemiologia kunikulozy u wybranych gatunkow zwierzat towarzyszacych”

Zgodnie z uchwatg Rady Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego w
Lublinie z dnia 27 czerwca 2024 r. dokonalem recenzji pracy doktorskiej mgr. inz. Anny
Wilczynskiej pt. ,,Badania nad epidemiologig kunikulozy u wybranych gatunkow zwierzat

towarzyszacych”.

Rozprawa doktorska autorstwa mgr. inz. Anny Wilczynskiej podejmuje bardzo wazny,
stabo rozpoznany problem zakazen zwierzat towarzyszacych (kawie domowe, szczury,
koszatniczki, chomiki, myszy) Encephalitzoon spp. — patogenem zaliczanym do grzybow
Microsporidia. Niezwykle wartosciowe jest podjecie zagadnienia ryzyka przenoszenia tych
zakazen na ludzi, gtownie w stanie immunosupresji. Jest to wiec praca odwolujgca si¢ do
kontekstu ochrony zdrowia publicznego. Takie podejscie jest jak najbardziej uzasadnione,
przede wszystkim ze wzgledu na ogromng popularnos$é gryzoni i krélikéw (u krolikow
prewalencja zakazen moze wynosi¢ nawet 75%) jako zwierzat towarzyszacych ( zakazenia
wsréd opiekundw zwierzat, lekarzy weterynarii, hodowcow, pracownikéw i klientow sklepow
zoologicznych — 0s6b majgcych kontakt ze zwierzetami towarzyszacymi). Doktorantka

stusznie jednak podkresla, ze spory Encephalitzoon spp. sa obecne w zywnosci i utrzymujg



zywotnos$¢ nawet w jej formach konserwowanych. Tak wigc, podjety przez Doktorantke
temat dotyczy rowniez zagadnien zwigzanych z bezpieczenstwem zywnosci pochodzenia

zwierzgcego.
Tytut pracy zostat sformutowany prawidtowo, adekwatnie do tresci.

Doktorantka sformulowata 2 cele badan: przeprowadzenie oceny sytuacji
epizootycznej oraz seroprewalencji choroby (kunikulozy) w populacji wybranych gryzoni
oraz okreslenie czy mogg one stanowi¢ rezerwuar patogenu dla ludzi; przeprowadzenie
analizy molekularnej genu ITS E. cuniculi, pozwalajacej na doktadna identyfikacje szczepow
izolowanych od gryzoni i ludzi z terendw Polski. Pragng zwrdci¢ uwage na bardzo umiejetnie
sformulowane, adekwatne do celow badan hipotezy badawcze, wsrod ktdrych sa miedzy
innymi odnoszace si¢ do ryzyka rozwoju choroby u ludzi posiadajacych gryzonie, czy tez
sugerujace ze kunikuloze u gryzoni domowych wywoluja inne szczepy E, cuniculi niz

izolowane od krolikow.

Plan badan zostat opracowany prawidtowo, biorgc pod uwagg cele 1 hipotezy

badawcze.

Zwierzeta (157) objete badaniami byly pacjentami Oddziatu Drobnych Ssakow przy
Klinice Choréb Zakaznych Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej w Lublinie. Pochodzily ze
sklepoéw zoologicznych (111), hodowli (6), adopcji (16), interwencji (7), 17 bylo nieznanego
pochodzenie. W pracy przedstawiono doktadna dokumentacj¢ odnoszaca si¢ do powodow
zgloszenia zwierzat do kliniki, a takze w podziale gatunkowym list¢ ukladéw objetych

procesem chorobowym.

Badaniami objeto odpowiednig liczbe zwierzat — 157 gryzoni (kawie domowe — 100,
szczury — 28, koszatniczki - 4, chomiki — 11, szynszyle — 11, myszy — 3).

Uwazam, ze niezwykle istotne dla wartosci naukowej pracy bylo objgcie badaniami
réwniez ludzi — 28 osob, ktore miaty zawodowo lub prywatnie kontakt z gryzoniami od
minimum 2 lat (gléwnie lekarze weterynarii, w wiekszosci z zakladéw leczniczych
specjalizujacych sie w leczeniu zwierzat egzotycznych i drobnych ssak6w)) oraz 20 oséb
ktore nie mialy takiego kontaktu (grupa kontrolna). Praca jest jedna z niewielu podejmujacych
zagadnienia biobezpieczenstwa w weterynaryjnych zaktadach leczniczych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem specjalizujacych sie w leczeniu gryzoni. W Polsce w ostatnich latach

powstato wiele takich zakladow leczniczych, gdzie prowadzi praktyke lekarsko-



weterynaryjng juz okoto 300 specjalistow chordb zwierzat nieudomowionych. Ta
specjalizacja podejmuje zagadnienia dotyczace leczenia i profilaktyki gatunkéw zwierzat

objetych badaniami przeprowadzonymi przez Doktorantke.

Od zwierzat i ludzi pobierano krew do badan molekularnych obejmujacych kolejno
izolacje DNA, reakcje tancuchows polimerazy w czasie rzeczywistym (Real-time PCR) z
uzyciem starterow msp3, msp4a i msp4b komplementarnych do genu ITS (internal
transcribed spacer) Encephalitozoon spp., umozliwiajacych amplifikacje odcinka DNA o
dtugosci okoto 300 par zasad, analize¢ produktow reakcji PCR metoda elektroforezy,
przygotowanie produktéw reakcji PCR do sekwencjonowania ( Serwis Sekwencjonowania i
Syntezy DNA Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk), sekwencjonowanie
losowo wybranych 32 probek (produkty PCR) — od 19 kawii domowych, 4 szczurow, 2
chomikow, 2 koszatniczek, 2 myszy, 3 ludzi oraz analizowanie sekwencji izolatow wiasnych
E. cuniculi i porownywanie ich z sekwencjami Encephalitozoon spp. dostepnymi w bazie

danych PubMed.

Przeprowadzono rowniez badania serologiczne (ELISA- Medicago) w kierunku
wykrywania przeciwciat swoistych dla E. cuniculi. Badaniami tymi objgto probki surowic od
38 zwierzat (3 chomiki, 2 myszy, 3 szczury, 30 kawii), u ktérych badaniem molekularnym

wykryto obecno$¢ DNA E. cuniculi oraz od wszystkich osob zakwalifikowanych do badania.

Wyniki badan poddano ocenie statystycznej z wykorzystaniem testu Fischera oraz

metody Spearmana.

Oceniajgc metodyke badan stwierdzam, ze uzyto odpowiednie, odpowiadajgce

obecnym standardom metody, ktore opisano w sposob jasny i merytoryczny.

Doktorantka skrupulatnie wykonywata badania pacjentéw przez okres 2 lat. Uzyskata
interesujgce, unikalne wyniki, a mianowicie sposréd 157 przebadanych gryzoni u 89 (57%)
uzyskano wynik dodatni PCR , oznaczajacy zakazenie E. cuniculi. Zakazenie stwierdzono u
73% kawii domowych, 9% szynszyli, 36% chomikow, 25% szczuréw i 50% koszatniczek.
Bardzo wartosciowe sg obserwacje kliniczne, opisane przez Doktorantke dla poszczego6lnych
gatunkow: u kawii domowych z dodatnim wynikiem PCR byty to gtéwnie réznorodne
zaburzenia uktadu moczowego, wiacznie z niewydolnoscig nerek, a takze u pewnej liczby
zwierzat zaburzenia uktadu nerwowego, pokarmowego, oddechowego, objawy okulistyczne,
nadczynnos$¢ i niedoczynnos¢ tarczycy, torbielowatos¢ jajnikoéw, zapalenie ucha

zewngtrznego; u szczurow guz przysadki, guz jadra i rozsiany proces nowotworowy w jamie



brzusznej, mykoplazmowe zapalenie ptuc, zwyrodnienie kregostupa; u chomikow
ropomacicze, zwyrodnienie kregostupa, przewlekta niewydolnos¢ nerek, zmiana
nowotworowa w obrebie topatki; u szynszyli silne napady padaczkowe; u myszy biegunka,
guzy w okolicy pachy. Analiza statystyczna wykazata u kawii wysoka dodatnig korelacje
pomiedzy dodatnim wynikiem PCR a wystgpowaniem objawdw klinicznych, ktére mogty by¢
zwigzane z zakazeniem E. cuniculi. Zwraca uwage brak jakichkolwiek objawow klinicznych
u koszatniczek z dodatnim wynikiem PCR, a takze stwierdzenie nosicielstwo E. cuniculiu
szczurdw nie wykazujgcych objawdw klinicznych. Powyzsze wyniki pozwolity Doktorantce
na w pelni uzasadnione stwierdzenia o charakterze zardwno klinicznym, jak i
epidemiologicznym. Do zagadnien klinicznych odnosi si¢ stwierdzenie wskazujace na
zaburzenia ukladu moczowego, nerwowego i zmiany okulistyczne, jako najczgsciej
wystepujace u zwierzat zakazonych E. cuniculi, jak rdwniez bardzo istotne w tym kontekscie
stwierdzenie, ze u wszystkich gatunkéw gryzoni zakazenie moze mie¢ przebieg subkliniczny.
Chciatbym podkresli¢ bardzo starannie przygotowang przez Doktorantke 1 zaprezentowang w
pracy dokumentacje¢ kliniczng gryzoni objetych badaniami. Najwazniejsze stwierdzenie o
charakterze epidemiologicznym informuje, ze wsrdd gryzoni kawie domowe sg zwierzgtami o

najwyzszej prewalencji zakazen E. cuniculi.

Tak jak juz wspomniatem, bardzo wartosciowe i w pelni uzasadnione jest podjgcie
przez Doktorantke zagadnienia ryzyka przenoszenia zakazen E. cuniculi na ludzi. Sposroéd
28 0s06b, ktore zawodowo lub prywatnie miaty kontakt z gryzoniami u 3 stwierdzono
zakazenie (wynik dodatni PCR). U zadnej z nich nie wykryto w surowicy krwi przeciwcial
dla Encephalitozoon. U 1 z tych 0sob czesto wystepowato zapalenie oskrzeli. Natomiast
badania serologiczne wykazaty obecnos¢ przeciwcial dla E. cuniculi w surowicy 4 lekarzy
weterynarii, u ktorych jednoczesnie uzyskano ujemny wynik PCR. W pelni zgadzam si¢ z
Doktorantka, ktora zwraca uwagg, ze u zadnego z nich nie wystapity objawy kliniczne
choroby, co wskazuje na zakazenie subkliniczne lub krzyzowg reakcj¢ pomiedzy antygenem
E. cuniculi, a przeciwcialami dla innych gatunkéw rodzaju Encephalitozoon spp. Bardzo
interesujace jest wykazanie poprzez analizg statystyczng istotnej zaleznosci pomig¢dzy
rodzajem kontaktu — okazjonalnym u lekarzy weterynarii i statym u wiascicieli zwierzat — a
wystepowaniem dodatniego (u wlascicieli zwierzat) lub ujemnego (u lekarzy weterynarii)
wyniku PCR. By¢ moze wspotpraca Doktorantki z lekarzami medycyny, personelem
medycznym uktadata si¢ dobrze. Z moich doswiadczen wynika, Ze jest to wspdtpraca bardzo

trudna. Tym bardziej podkreslam wartos¢ tych badan. Taka wspdtpraca ma podstawowe



znaczenie dla rozwigzywania ztozonych, interdyscyplinarnych problemdéw ochrony zdrowia

publicznego.

Analiza wynikéw badan molekularnych wykazala, ze dominujagcym genotypem E.
cuniculi odpowiedzialnym za zakazenia byt genotyp I. Natomiast poréwnanie sekwencji 29
losowo wybranych probek dodatnich dla E. cuniculi od zwierzat oraz 3 od ludzi z
wzorcowymi sekwencjami E. cuniculi z banku genéw (GenBank) przy uzyciu programu DNA
Star MegAligne wykazata podobienstwo w przedziale 91,2-100,0%.

Sposrod 38 losowo wybranych zwierzg z dodatnim wynikiem PCR obecno$é¢

przeciwcial przeciwko E. cuniculi stwierdzono u 17 - 13 kawii, 3 chomikow, 1 szczura.

Praca zawiera starannie przygotowang Dyskusj¢, odwotujacg si¢ do odpowiednio
wyselekcjonowanej literatury swiatowej. Doktorantka zawarta w Dyskusji oryginalne,
gleboko przemyslane, oparte na szerokiej wiedzy stwierdzenia. Pozytywna oceng niektorych z
nich zawarlem w recenzji. Mam uwage do Wstepu pracy, ktéry moim zdaniem powinien
rozpoczyna¢ si¢ podrozdziatem Wprowadzenie, w skrdcie informujagcym o wszystkich
aspektach ztozonego problemu kunikulozy. Streszczenie, nawet bardzo dobrze przygotowane,
nie wypelnia tego zadania. Jednoczesnie bardzo dobrze oceniam podrozdziaty Wstepu
(Czynnik etiologiczny, Patomechanizm zakazenia, Przeglad najwazniejszych gatunkow
Encephalitozzonidae, Wystepowanie Encephalitozoon spp. u zwierzat), ktore prezentuja
najbardziej aktualng wiedzg oraz sg przygotowane bardzo starannie pod wzgledem

edytorskim.

Prace finalizujg 4 jasno sformutowane, jednoznaczne wnioski, bezposrednio
wynikajgcych z wynikow badan. Wnioski rozszerzaja wiedz¢ nt. epidemiologii kunikulozy u
wybranych gatunkéw zwierzat towarzyszacych, z uwzglednieniem zagrozenia
zoonotycznego. Szczegdlnie pragng podkresli¢ znaczenie wniosku wskazujacego na
zagrozenie zakazeniami E. cunicoli u wtascicieli gryzoni. Ta informacja, przekazywana przez

lekarzy weterynarii wlascicielom, ma wazne znaczenie dla ochrony zdrowia publicznego.

Podsumowujgc stwierdzam, ze uzyskane przez Doktorantke wyniki stanowig
oryginalny i istotny wktad do krajowego i migdzynarodowego pismiennictwa. Rozprawa
doktorska autorstwa mgr. inz. Anny Wilczynskiej stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego oraz wykazuje ogdlng wiedzg teoretyczna Doktorantki, a takze Jej umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy badawczej. Tym samym praca spetnia wymagania

stawiane rozprawom doktorskim i odpowiada warunkom okreslonym w Ustawie z dnia 20



lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z p6zn.

zm.).

W zwigzku z powyzszym przedstawiam Radzie Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie wniosek o przyjgcie rozprawy doktorskiej oraz dopuszczenie jej

Autorki - mgr. inz. Anny Wilczynskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z uwagi na interdyscyplinarny charakter badan, obejmujacych zagadnienia ochrony
zdrowia publicznego, ich wysoka warto$¢é merytoryczna, wnioskuj¢ o wyrdznienie ocenianej

pracy doktorskie;j.
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