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genetycznej nicieni z rodzaju Trichinella wystepujacych w Polsce i jej
zastosowanie w dochodzeniach epidemiologicznych”

Nicienie z rodzaju Trichinella sa kosmopolitycznymi pasozytami
wystepujacymi u ponad 150 gatunkéw zwierzat, w tym ptakow, ssakow i gadow
oraz u ludzi. Sposrod opisanych dotad dziewigciu gatunkow i trzech genotypow
Trichinella, w Polsce zarejestrowano wystepowanie czterech gatunkéw: 7.
spiralis, T. britovi, T. nativa i T. pseudospiralis. Trzy ostatnie gatunki wystepuja
glownie w populacjach zwierzat wolnozyjacych. Parazytoza ta jest typowa
antropozoonoza, Wwystepujagca zaréwno w Srodowiskach lesnych jak i
synantropijnych. Stwierdzana jest u zwierzat drapieznych i gryzoni oraz
zwierzat wszystkozernych, a ostatnio takze u dzikich i domowych zwierzat
roslinozernych. Przebieg wlosnicy u ludzi charakteryzuje si¢ goraczka, bolami
migsni 1 zespotem objawow alergicznych.

Jakkolwiek badania nad nicieniami z rodzaju Trichinella byly
prowadzone w kilku osrodkach badawczych w kraju, byly to najczesciej prace
przyczynkowe, oparte na nieduzym materiale, ograniczajace sie do rejestracji
poszczegolnych gatunkéw na okreslonym terenie. Dlatego tez z uznaniem
nalezy przyja¢ podjecie przez lek. wet. Ewe Bilska-Zajac badan nad analiza
struktury genetycznej nicieni z rodzaju Trichinella wystepujacych na terenie
catego kraju i jej zastosowaniem w dochodzeniach epidemiologicznych. Sa to

pierwsze w Polsce tak kompleksowe badania nad tymi pasozytami. Wybor



tematu badawczego rozprawy nalezy uzna¢ za bardzo trafny, mogacy
przyczyni¢ si¢ do dostarczenia istotnych danych, pozwalajacych na skuteczne
przeprowadzenie dochodzenia epidemiologicznego w celu wykrycia zrodet
zarazenia w ogniskach wlosnicy. Wyniki tych badan sa cennym uzupelnieniem
dotychczasowej wiedzy dotyczacej epidemiologii tego pasozyta.

Recenzowana rozprawa zostata przygotowana bardzo starannie, posiada
uktad typowy dla rozpraw doktorskich, liczy ogotem 157 stron, zawiera 6
rozdziatow, streszczenia w jezyku polskim 1 angielskim, wykaz stosowanych
termindw 1 skrotéw oraz obszerny spis literatury. Ryciny, rysunki i tabele
umieszczone sg we wilasciwych miejscach w tekscie, co utatwia czytanie
rozprawy.

Prace otwiera obszerny ,,Wstep” liczacy 21 stron, w ktérym Doktorantka
opisala histori¢ badan nad wlosniami 1 wlosnica, systematyke rodzaju
Trichinella, charakterystyke poszczegdlnych gatunkéw, morfologie pasozyta i
jego cykl rozwojowy, a takze wystgpowanie wilosnicy u zwierzat domowych,
dzikich oraz u ludzi w Polsce i w Europie. Przedstawila rowniez przebieg i
objawy kliniczne wtosnicy u ludzi, oraz metody diagnostyki i1 leczenia. Omowita
takze wynikajace z rozporzadzen unijnych i polskich aktéow prawnych
postepowanie stuzb weterynaryjnych w przypadku wystapienia wlosnicy,
podkreslajac waznos¢ badan genetycznych w dochodzeniu epidemiologicznym
w ogniskach parazytozy.

W drugim, jednostronicowym rozdziale Autorka sformutowata cele pracy.
Nadrzednym celem badan byto okreslenie mozliwosci zastosowania metod
molekularnych w dochodzeniu epidemiologicznym w ogniskach wlosnicy.
Osiagnigcie tego celu zaplanowano w trzech etapach. Celem I etapu byto
rozpoznanie sytuacji epidemiologiczne] wilosnicy w Polsce u swin, dzikow,
szczurow 1 lisbw oraz ustalenie geograficznego rozprzestrzenienia
poszczegolnych gatunkow wilosni. Celem II etapu bylo zbadanie zmiennosci

genetycznej 1 okreslenie struktury genetycznej populacji 7. spiralis i T. britovi.



Celem 1III etapu byla proba zastosowania uzyskanych wynikow w
dochodzeniach epidemiologicznych.

W s$wietle przedstawionych we wstgpie danych podjecie tych badan byto
w pelni uzasadnione. Na uznanie zastuguje szeroki zakres planowanych badan i
ich kompleksowy charakter.

Trzeci rozdziat ,Material i metody” obejmuje 15 stron. W rozdziale tym
Autorka opisuje materiat badawczy w postaci probek tkanki migsniowej od 1500
dzikow, 150 $win, 1740 lisow i 90 szczurow pochodzacych ze wszystkich
wojewodztw. Jest to niezwykle bogaty material badawczy, pozwalajacy na
wykonanie szerokich badan. Autorka zamieszcza rowniez wykaz odczynnikow
uzytych do izolacji larw metoda wytrawiania, odczynnikow do izolacji DNA z
larw wiosni, do amplifikacji DNA w reakcjach PCR oraz do elektroforezy.
Wymienia takze uzyta aparature¢ i wykorzystane programy komputerowe.
Opisuje rowniez szczegotowo pozyskanie izolatow larw wlosni, izolacje DNA z
tych larw, a takze uzyte metody molekularne: multiplex PCR do identyfikacji
gatunkowej larw Trichinella spp., PCR do amplifikacji fragmentu genu 5s
rDNA, PCR do amplifikacji fragmentu genu mitochondrialnego COX1 oraz
PCR do amplifikacji markerow mitochondrialnych. Opisuje takze wykorzystane
metody elektroforezy poziomej 1 kapilarnej, sekwencjonowanie i analizg
sekwencji oraz przeprowadzone analizy statystyczne.

Dobdr metod zastosowanych w ocenianej pracy jest wtasciwy i nie budzi
zastrzezen.

Zasadnicza cze$¢ rozprawy stanowi rozdzial czwarty “Uklad badan i
wyniki” o objetosci 61 stron, podzielony na 3 etapy. W etapie [ Autorka zbadata
wystepowanie wiosni u dzikow, swin, lisoéw 1 szczurow okreslajac intensywnoscé
1 ekstensywnos$¢ inwazji oraz rozprzestrzenienie poszczego6lnych gatunkow
wilosni na terenie kraju. Etap II obejmowat charakterystyke molekularna
wybranych subpopulacji wtosni na podstawie fragmentdw gendw Ss rDNA i

COX 1 oraz okreslenie zmiennosci genetycznej, zroznicowania i1 struktury



genetycznej populacji 7. spiralis i T. britovi na podstawie analizy markeréw
mikrosatelitarnego DNA. W etapie III zostata przeprowadzona analiza wynikéw
dotyczacych subpopulacji pochodzacych od zwierzat z ogniska wiosnicy w
Mogilnie oraz od zwierzat pochodzacych spoza tego ogniska, ktéra pozwolita na
odroznienie izolatéw larw pochodzacych z ogniska wiosnicy od pozostalych
subpopulacji 7. spiralis.

W obszernym rozdziale piatym ,,Dyskusja” liczacym 32 stron Autorka w
sposob dojrzaly i zrbwnowazony poréwnata i przedyskutowata swoje wyniki z
danymi pochodzacymi z publikacji innych badaczy.

W rozdziale szostym “Wnioski” Doktorantka sformutowata najwazniejsze
stwierdzenia 1 wnioski logicznie wyplywajace z tredci rozprawy, jeszcze raz
podkreslajace jej wartos¢. Rozprawe konczy obszerny aktualny i kompletny spis
literatury przedmiotu obejmujacy 205 publikacji. Wykorzystanie tak licznych
pozycji pismiennictwa dowodzi, ze Doktorantka bardzo dobrze opanowata
teoretyczne podstawy zagadnienia.

Do waznych wynikéw rozprawy nalezy zbadanie rozprzestrzenienia
wiosni w populacjach dzikéw, trzody chlewnej i szczuréw na terenie calego
kraju, a takze ekstensywnosci i intensywnosci inwazji, oraz stwierdzenie u $win
bardzo niskiego odsetka zwierzat zarazonych wlosniami, a w $rodowisku
sylwatycznym stosunkowo wysokiego. Istotnym bylo takze ustalenie, ze
dominujacym gatunkiem whosni u $win, szczuréw i dzikéw jest T. spiralis, w
populacji liséw T. britovi, a pozostate gatunki: T. pseudospiralis i T. nativa
wystgpujq sporadycznie. Interesujace jest rowniez wykazanie, ze T. spiralis w
populacji dzikéw dominuje w zachodniej czgsci kraju, a we wschodniej czedci
stosunek 7. spiralis 1 T. britovi jest bardziej wyréwnany. Doniostym
osiggni¢ciem bylo zaobserwowanie w wyniku analizy uzyskanych sekwencji 5s
rDNA oraz COX1 tylko 3 mutacji punktowych w populacji 7. spiralis, a 41
polimorfizméw nukleotydéw w populacji 7. britovi oraz wykrycie larw

bedacych hybrydami obu gatunkéw, a takze potwierdzenie na podstawie analizy



mikrosatelitarnego DNA wigkszej zmiennosci genetycznej w populacji larw T,
britovi niz T. spiralis. Niezwykle cenne jest stwierdzenie, Zze badania struktury
genetycznej subpopulacji wlosni na podstawie analizy msDNA moga by¢
wykorzystane w dochodzeniach epidemiologicznych w ogniskach wlosnicy.
Wyniki te majg istotny aspekt praktyczny w epidemiologii i profilaktyce
wlosnicy u zwierzat i ludzi .

Rozprawg Doktorantka opracowata sumiennie i wnikliwie w oparciu o
prawidlowg metodyke badan a wytyczone cele pracy zostaly osiagniete w
stopniu w petni zadowalajacym. Nalezy uzna¢ za prawidtowe zaréwno uktad
tresci, wyciggnigcie wnioskéw w oparciu o przedstawiona dokumentacije, a
takze wykorzystanie Zrédel. Recenzowana dysertacja wykazujac starannosé
wykonanych badan, samodzielnos¢ obserwacji i wnioskowania, a zatem petne
przygotowanie 1 dojrzatos¢ jej Autorki do prowadzenia prac naukowych, pod
kazdym wzgledem odpowiada wymogom stawianym rozprawom doktorskim.

Dlatego tez stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny dysertacja spetnia
wszystkie warunki okreslone w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 1. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pézn. zm.). Mam wigc zaszezyt i przyjemnosé
przedtozy¢ ~ Wysokiej  Radzie  Naukowej  Panstwowego  Instytutu
Weterynaryjnego-Panstwowego Instytutu Badawczego wniosek o dopuszczenie
lek. wet. Ewy Bilskiej-Zajac do dalszych, przewidzianych ustawa etapow
przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwage nowatorstwo opiniowanych badan, ich szeroki zakres,
doskonate opracowanie rozprawy, wysoka warto$¢ oraz aspekt praktyczny
uzyskanych wynikoéw, proponuj¢ wyrdznienie tej rozprawy i przyznanie lek.

wet. Ewie Bilskiej-Zajac stosownej nagrody.

Warszawa, 3.12.2018 r.



