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rozprawy doktorskiej mgr inz. Joanny Dabrowskiej pt.
» Wystepowanie oraz analiza genetyczna Tritrichomonas foetus w

populacjach zwierzat wrazliwych” (,,Tritrichomonas foetus in susceptible
animals — occurrence and molecular analysis”) wykonanej pod kierunkiem
Promotora rozprawy Pana dr hab. Jacka Karamona, prof. instytutu z Zakladu
Parazytologii 1 Choréb Inwazyjnych Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego —
Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach oraz Promotora pomocniczego
w osobie Pana dr. hab. Jacka Sroki, prof. instytutu, z tej samej jednostki
badawcze;.

Podstawe formalng recenzji stanowi pismo z dnia 23 czerwca 2020 r.,(BRN-
410/6/20) Pana prof. dr hab. Dariusza Bednarka, Przewodniczacego Komisji
Doktorskiej Rady Naukowej PIW-PIB w Putawach, zgodnie z Uchwatg Rady
Naukowej PIW-PIB z dnia 28.02.2018 r.

Jednokomorkowy pierwotniak Tritrichomonas foetus (rzgsistek bydlecy) zostat
po raz pierwszy wyizolowany w 1888 roku z pochwy krowy i jelita Swini
(nastepnie zdiagnozowano pierwotniaka w obrgbie nosowych bton §luzowych u
swin), ale dopiero w 1933 roku nadano mu jego aktualng i ostateczng nazwe.
Pasozyt wystepuje powszechnie w Europie, jak réwniez w innych rejonach
swiata. Pierwsze doniesienia o obecnosci tego pierwotniaka w kale kotow
cierpigcych na chroniczne biegunki odnotowano w roku 1996. Rzesistki sg
obecnie zaliczane do bardzo duzego 1 zr6znicowanego typu Parabasalia. Takson
ten tworzg polifilogenetyczne, prymitywne ewolucyjnie, wzglednie beztlenowe,
pozbawione mitochondriéw wiciowce. Klasyfikacja taksonomiczna opisywanych
organizmOw nie jest jednorodna. Do postgpu w badaniach nad tymi
pierwotniakami znacznie przyczynito si¢ zastosowanie hodowli in vitro na
podtozach ptynnych lub dwufazowych, ktére umozliwity wprowadzenie nowych
technik badawczych. Uzycie mikroskopii elektronowej, pozwolito na lepsze
poznanie budowy zewngetrznej oraz wewnetrznej przedstawicieli Parabasalia, ale
prawdziwy przetom przyszedt wraz z upowszechnieniem badan molekularnych.
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Typ Parabasalia tradycyjnie dzielit si¢ na dwa rzedy Trichomonadida
1 Hypermastigida.  Gatunki  pasozytnicze  klasyfikowano w  rzedzie
Trichomonadida, ktory na podstawie cech morfologicznych oraz budowy
wewnetrznej komorki podzielono na pie¢ rodzin: Monocercomonadidae,
Trichomonadidae, Calonymphidae, Devascovinidae 1 Cochlosomatidae. Obecnie
wedlug National Center for Biotechnology Information (NCBI) do typu
Parabasalia zalicza si¢ siedem rzedow: Cristamonadida, Honigbergiellida,
Hypotrichomonadida, Spirotrichonymphida, Trichomonadida, Trichonymphida,
Tritrichomonadida. Najwazniejsze znaczenie medyczne 1 weterynaryjne majg
rodziny skupione w dwoch rzedach: Trichomonadida (rodzina Trichomonadidae)
1 Tritrichomonadida  (rodziny  Dientamoebidae, = Monocercomonadidae,
Tritrichomonadidae).

W 2010 roku Cepicka 1 wsp. zaproponowali nowg systematyke. Wedlug tej
klasyfikacji typ Parabasalia podzielono na szes¢ klas: Hypotrichomonadea,
Trichomonadea,  Tritrichomonadea, Cristamonadea, Trichonymphea i
Spirotrichonymphea. Kazda z nich zawiera po jednym rzedzie, z wyjatkiem klasy
Trichomonadea, ktéora skupia w sobie dwa rzedy Trichomonadida
1 Honigbergiellida.

Zdecydowana wigkszos¢ Parabasalia to organizmy endobiotyczne, ktore
najczescie] zasiedlajg tylne odcinki przewodu pokarmowego. Ich zywicielami sg
bezkregowce oraz kregowce w tym ssaki 1 czlowiek. Nieliczne wyjatki to
organizmy wolno zyjace, z przedstawicielami w rodzajach: Pseudotrichomonas,
Honigbergiella, Monotrichomonas i Ditrichomonas. CzgS¢ gatunkéw to
komensale albo symbionty tworzace zwigzek mutualistyczny.

Do typu Parabasalia, zalicza si¢ gatunki ktore prowadza typowo pasozytniczy
tryb zycia. Niektore z nich maja duze znaczenie medyczne (Trichomonas
vaginalis, Dientamoeba fragilis) lub weterynaryjne (Tritrichomonas foetus,
Histomonas meleagridis, Trichomonas gallinae). Najwigksza patogennos¢
przypisuje si¢ gatunkom lokalizujacym si¢ poza jelitem (Trichomonas vaginalis,
Tritrichomonas foetus, Histomonas meleagridis). W jamie ustnej ssakow
lokalizuje si¢ kilka gatunkéw rzesistkow z dwoch rodzajow Trichomonas 1
Tetratrichomonas. Po jednym gatunku w jamie gebowej opisano u ptakow
(Trichomonas gallinae) 1 gadow (Hypotrichomonas sp.).

Najczesciej do zarazenia rzesistkami dochodzi poprzez kontakt bezposredni.
Wedtug wigkszosci prac formg inwazyjng, a zarazem patogenng jest trofozoit.
Ostatnie badania nad 7. vaginalis oraz T. foetus Swiadczg, ze posta¢ pseudocysty
moze rowniez odgrywa¢ znaczacg role w inwazjologii rze¢sistkowicy.
Potwierdzono, ze pseudocysty w porownaniu z trofozoitami charakteryzuja si¢
wickszg wytrzymaloscig na czynniki srodowiska zewngtrznego oraz wykazuja
wyzszg zdolnos¢ adherencji do komoérek gospodarza. Duzg role w
rozprzestrzenianiu inwazji odgrywaja bezobjawowi nosiciele. Przyjmuje si¢, ze
niektore rzesistki moga w sprzyjajacych warunkach przezy¢ kilka dni poza
organizmem zywiciela. Mozliwe jest wiec rOwniez zarazenie posrednie poprzez
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zanieczyszczong pierwotniakami wodg¢ 1 pokarm. Rézna jest specyficznos¢
zywicielska oraz narzadowa rze¢sistkow. Spotka¢ mozna zaréwno gatunki
stenokseniczne, oligokseniczne jak 1 polikseniczne.

Chorobotworczos¢ poszczegdlnych gatunkéw rzesistkbw a nawet ich
szczepOw jest rozna 1 zalezy od wielu czynnikéw. Gatunki ktérych typowym
miejscem lokalizacji jest jelito grube w wigkszosci wydajg si¢ by¢ niepatogenne
lub mato patogenne, podczas gdy gatunki wystgpujace pozajelitowo dziataja
chorobotwodrczo na organizm zywiciela. W ostatnich dwoch dekadach 7. foetus
zostal zidentyfikowany jako przyczyna zakazen jelitowych i biegunek u kotow.
Niestety, leczenie tej inwazji u kotéw jest problematyczne, gtéwnie ze wzgledu
na brak swoistych objawow, trudne ich r6znicowanie, wspotistniejace zakazenia
bakteryjne, a takze brak terapii celowanej dla kotéw. Zgodnie z obecnym stanem
wiedzy T. foetus nie stanowi zagrozenia zoonotycznego, nalezy jednak zachowac
ostrozno$¢ w przypadku oséb o obnizonej odpornosci.

Konwencjonalne metody parazytologiczne wykorzystywane w diagnostyce
rzesistkOw obejmujg: badanie mikroskopowe preparatéw bezposrednich z
wymazow bton §luzowych, badanie mikroskopowe preparatow utrwalonych 1
barwionych oraz metody hodowlane. Metody doskonalsze 1 skuteczniejsze to —
badania molekularne 1 metody immunologiczne.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi zbior czterech
publikacji (Jedna praca przegladowa oraz trzy prace oryginalne) poprzedzona
zwartym opracowaniem calosci przeprowadzonych badan. Opracowanie liczy 39
stron, poprzedzone jest Spisem tresci oraz Wykazem publikacji stanowigcych
rozpraw¢ doktorska i sktada si¢ z 6 rozdzialow, takich jak Wstep (podzielony na
podrozdziaty od 1.1 do 1.4), Cel 1 zakres pracy, Omoéwienie realizacji badan,
Whnioski, Streszczenie (Summary) i1 PiSmiennictwo oraz od strony nr 40
Publikacje wchodzace w sktad rozprawy doktorskie;.

Tytul dysertacji doktorskiej odpowiada w petni jej merytorycznej tresci.

Wstep do rozprawy doktorskiej oparto na publikacji przegladowe;:
Dabrowska J., Karamon J., Kochanowski M., Cencek T.: ,,Tritrichomonas foetus
as a causative agent of tritrichomonosis in different animal hosts”. Journal of
Veterinary Research 2019, 63, 533-541.

Przedstawione w cytowanej pracy fakty naukowe staty si¢ podstawa podjecia
badan przez Doktorantke.

W rozdziale Cel i zakres pracy Doktorantka jasno ukazata cel badan, a byta
nig ocena wystepowania oraz analiza genetyczna Tritrichomonas foetus w
populacjach zwierzat wrazliwych w Polsce. Cel pracy Doktorantka postanowita
zrealizowa¢ w trzech wytyczonych etapach badawczych, opisanych ponize;j.
Wymieniona cz¢s¢ rozprawy nalezycie spetnia swoje zadanie.

Tematyka badawcza Nr 1



Opracowanie czulej i specyficznej metody sluzacej do identyfikacji
T. foetus u zwierzat wrazliwych oraz analiza poréwnawcza z innymi
istniejacymi juz metodami biologii molekularnej.

Dabrowska J., Karamon J., Kochanowski M., Gottstein B., Cencek T., Frey C.F.,
Miiller N.: Development and comparative evaluation of different LAMP and PCR

assays for coprological diagnosis of feline tritrichomonosis. Veterinary
Parasitology 2019, 273, 17-23.

W cytowanej pracy przedstawiono dwie nowe metody biologii molekularne;j tj.
real-time PCR (rt-TF-rDNA-2-PCR) i LAMP (TF-Btub-LAMP) stuzace do
identyfikacji 7. foetus oraz poréwnano je z obecnie istniejacymi: c-TF-rDNA-
PCR wg Felleisen, rt-TF-rDNA-1-PC oraz TF-elflal-LAMP wg Oyhenart.
Zestaw czterech specyficznych starterow do testu LAMP (TF-Btub-LAMP),
zaprojektowano na podstawie po raz pierwszy uzytej w diagnostyce rzesistkowicy
sekwencji genu kodujacego biatko p-tubuling (nr akcesyjny GenBank:
JX399872.1). Test rt-TF-rDNA-2-PCR byl zmodyfikowang wersja wczesniej
opracowanego testu rt-TF-rDNA-1-PCR wg Frey z zastosowaniem skroconych
starterOw. Profil reakcji 1 sktadniki mieszaniny reakcyjnej pozostaty bez zmian 1
byly zgodne z wczesniejsza metodyka. W badaniach wykorzystano hodowle
szczepu referencyjnego ATCC 30924 (genotyp bydlecy) oraz probki katu od
kotow.

W celu okreslenia specyficznosci porownywanych metod biologii molekularne]
do diagnostyki rzesistkowicy dodatkowo wykorzystano genomowe DNA
nastepujagcych mikroorganizméw: Trichomonas vaginalis, Trichomonas
galinnae, Trichomonas gallinarum, Trichomonas mobilensis, Tritrichomonas
foetus/ Trichomonas suis, Pentatrichomonas hominis, Giardia duodentalis,
Esherichia coli, Simplicimonas sp. Czutos¢ oraz specyficznos$¢ obu testow zostata
poréwnana z wczesniej opublikowanymi metodami biologii molekularnej tj. c-
TF-rDNA-PCR wg Felleisen, rt-TF-rDNA-1-PCR (Frey et al., 2017) oraz TF-
elflal-LAMP wg Oyhenart (Oyhenart 1 wsp., 2018). Ponadto w celu
doktadniejszej oceny skutecznosci testow LAMP zastosowano dodatkowo
protokét umozliwiajacy wizualne (kolorometryczne) wykrywanie produktow
amplifikacji bez uzycia termocyklera.

Sposréd 5 ocenianych metod najwyzsza czulo$¢ oceniong przy badaniu
wzbogaconych probek wody i1 katu (rozcienczenie <1 rzgsistka w prébce)
uzyskano w reakcjach amplifikacji w czasie rzeczywistym tj. rt-TF-rDNA-2-PCR
oraz rt-TF-rDNA-1-PCR. Granica wykrywalnosci dla pozostatych testow (TF-
elfla1-LAMP, TF-Btub-LAMP i c-TF-rDNA-PCR) byta nizsza i odpowiadata 1
komorce rzesistka w badanej probce. W badaniach nad specyficznoscig dotyczaca
poréwnywalnych metod uzyskano negatywny wynik dla 7. vaginalis, T. galinnae,
T. gallinarum, P. hominis, G. duodentalis, E. coli. Jednakze, w przypadku T. suis
i T. mobiliensis zgodnie z oczekiwaniami wszystkie testy amplifikowaty DNA
izolowane z tych mikroorganizméw. Z kolei najwyzszg czutos¢ diagnostyczng w

4



badaniu probek pochodzacych od kotéw z podejrzeniem rzesistkowicy uzyskano
z uzyciem nowo opracowanych testow TF-Btub-LAMP, rt-TF-rDNA-2-PCR
1 TF-elflal-LAMP, za pomocg ktorych stwierdzono 8 wynikéw dodatnich
(sposrdd 20 badanych). Czulos¢ diagnostyczna obu testow LAMP w oznaczeniu
kolorymetrycznym byta taka sama. Pozostale metody wykazywaty znacznie
nizsza skutecznos¢ w wykrywaniu pasozyta.

Wyniki przeprowadzonych przez Doktorantke badan, zawieraja sie w
opisanym podsumowaniu - opracowane w trakcie realizacji tego zadania
metody: real time PCR (rt-TF-rDNA-2-PCR) oraz LAMP (TF-Btub-LAMP),
okazatly si¢ skuteczne w identyfikacji 7. foetus 1 moga stanowi¢ alternatywe dla
obecnie uzywanych metod w diagnostyce rz¢sistkowicy.

Tematyka badawcza Nr 2

Analiza genetyczna szczepow rzesistka wyizolowanych od bydla, kota

i $wini.

Dabrowska J., Keller 1., Karamon J., Kochanowski M., Gottstein B., Cencek T.,
Frey C.F., Miiller N.: Whole genome sequencing of feline strain of
Tritrichomonas foetus reveals massive genetic differences to bovine and porcine

isolates.
International Journal for Parasitology 2020, 50 (3), 227-233.

W cytowanej pracy doswiadczalnej przedstawione zostaly wyniki badan nad
genomami  rzesistka  izolowanego od  trzech  réznych  zywicieli
z zastosowaniem technologii glebokiego sekwencjonowania (WGS).
Dodatkowo, po raz pierwszy na Swiecie zostal zsekwencjonowany 7. foetus od
kota 1 swini. W pracy przedstawiono rowniez 25 nowych markerow
molekularnych, dzigki ktérym mozliwe jest wskazanie réznic genetycznych
miegdzy rzesistkami od trzech r6znych gospodarzy. Do badan uzyto nastepujacych
szczepOw rzgsistkOw: szczep T. foetus od bydita — pochodzacy z banku
mikroorganizméw referencyjnych 1 linii komérkowych ATCC, nr referencyjny
ATCC 30924, szczep T. foetus od kota — pozyskany z Instytutu Parazytologii w
Bernie, w Szwajcarii, szczep swinski T. foetus/ T.suis — pochodzacy z banku
mikroorganizméw referencyjnych i linii komérkowych ATCC, nr referencyjny
ATCC 30167, i1zolaty DNA: DP-Putawy-16 1 DP-Putawy-72 od kotow -
pozyskane z Zaktadu Parazytologii, Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego w
Pulawach. Materiat genetyczny pochodzit od zwierzat z klinicznie potwierdzong
rzesistkowicg. Pierwszym etapem analiz wynikow byto przygotowanie bibliotek
wszystkich 3 genoméw rzesistka, nazwanych odpowiednio: TF1 (genom
bydlecy), TF2 (genom koci) 1 TF3 (genom swinski). Analiza bioinformatyczna
danych polegata na wyszukiwaniu w chromosomach TF1, TF2 i TF3 r6znic
genetycznych (insercji/delecji=InDel 1 SNP) oraz ich lokalizacji w odniesieniu do
genomu referencyjnego 7. foetus od bydia tj. ASM183968vl, 2017) a takze
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poréwnaniu ich migdzy sobg. Etap ten obejmowal: mapowanie za pomoca
oprogramowania Bowtie2 v. 2.3.4.1, Picard-tools v. 2.2.1, samtools flagstat v. 1.4
oraz Genome Analysis Toolkit (GATK) v. 3.7. W oparciu o uzyskane dane
wyselekcjonowano 25 nowych markeré6w molekularnych pozwalajacych na
wskazanie réznic miedzy szczepami 7. foetus od bydla 1 kota. Nastgpnie
opracowano 25 reakcji PCR (20 w oparciu o Indel i 5 w oparciu o SNP)
wystepujacymi w genomie 7. foetus od kota. Przy zastosowaniu technologii WGS
wygenerowano 131M (bydlecy TF1), 162M (koci TF2) oraz 484M (Swinski TF3)
sparowanych odczytow sekwencji. Caltkowite wskazniki dopasowania
(alignment) w stosunku do genomu referencyjnego 7. foetus wyniosty
odpowiednio: 59,3% (TF1), 81,5% (koci TF2) 1 62,8% (Swinski TF3). Liczbe
pojedynczych nukleotydowych polimorfizméw tj. SNP oraz insercji 1 delecji
(InDels) we wszystkich 3 genomach poréwnano z referencyjnym szczepem
rzesistka bydlecego. Najwigcej wyraznych réznic zidentyfikowano w TF2 (338
632) w stosunku do TF1 (39 784) 1 TF3 (38 916) co wskazuje jednoznacznie na
bliskie pokrewienstwo genetyczne szczepow T. foetus od bydla i1 Swini ze
szczepem referencyjnym, podczas gdy rzesistek izolowany od kota wydaje si¢
mie¢ odrebne pochodzenie filogenetyczne. Przeprowadzone analizy wykazaty
bardzo duze réznice genetyczne miedzy izolatami
T. foetus pochodzacymi od kotéw a izolatami pochodzacymi od bydta 1 Swin.
Jednoczesnie wykazano duze podobienstwo genetyczne pomig¢dzy izolatami
bydlecymi i1 $swinskimi. Jak zaznaczyla w swojej pracy Doktorantka,
otrzymane wyniki moga by¢ podstawa do dalszych badan nad mozliwoscig
transmisji rzesistka pomigdzy réznymi gatunkami zywicieli.

Tematyka badawcza Nr 3
Ocena wystepowania 7. foetus w populacjach bydla, kotow i swin w Polsce.
Dabrowska J., Karamon J., Kochanowski M., Sroka J., Skrzypek K., Jabtonski A.,

Cencek T: Tritrichomonas foetus: a study of prevalence in animal hosts in Poland.
MDPI Pathogens, 2020, 9(3), 203.

Cytowana praca doswiadczalna przedstawia badania nad wystepowaniem
T. foetus u zwierzat uznawanych jako wrazliwe na zarazenie tym pierwotniakiem
tj. bydta, kotéw, swin oraz dzikéw. Doktorantka zgromadzita 117 prébek katu
kotow z 9 wojewddztw: dolnoslaskiego, kujawsko-pomorskiego, lubelskiego,
matopolskiego, mazowieckiego, pomorskiego, swietokrzyskiego, warminsko-
mazurskiego 1 wielkopolskiego. Badanie obejmowalo 172 wymazy z jam
nosowych $§win, ktore zostaty pobrane w latach 2015-2017. Prébki pochodzity z
rzezni 1 klintk weterynaryjnych z wojewddztw: kujawsko-pomorskiego,
pomorskiego 1 zachodniopomorskiego. Ponadto do badan pozyskano 236 probek
od dzikow. Wymazy z jam nosowych pobierano od zwierzat upolowanych w 11



wojewoddztwach  (dolnoslaskie, kujawsko-pomorskie, lubelskie, 16dzkie,
mazowieckie, opolskie, podkarpackie, pomorskie, slaskie, warminsko-mazurskie
1 zachodniopomorskie). Wymazy 1 poptuczyny od bydta pozyskano od zwierzat
w ramach rutynowych badan prowadzonych w Zaktadzie Parazytologii w latach
2015-2017. Prébki pochodzity z 7 wojewddztw: lubelskiego, lubuskiego,
t6dzkiego, mazowieckiego, podlaskiego, pomorskiego, swigtokrzyskiego.
Material genetyczny stanowigcy izolaty DNA od bydta, kotow 1 $win przebadano
na obecnos¢ T. foetus za pomocg PCR wg Felleisen oraz nowo opracowane;j
metody LAMP (Dabrowska i1 wsp., 2019). Uzyskane wyniki analizowano przy
uzyciu programu Statistica v10 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA) okreslajac
odsetek zwierzat (kotow 1 swin), u ktérych zidentyfikowano T. foetus. Ponadto
oszacowano czynniki ryzyka wpltywajace na rzesistkowice u kotow 1 Swin.
Sposrod 117 probek katu kotéw 24 z nich byto dodatnich w tescie LAMP 1 21 w
badaniu za pomocg metody PCR. Calkowita czestos¢ wystepowania, opisana jako
taczne wyniki uzyskane za pomocg LAMP i PCR wyniosta 20,51%. Analizy
zgromadzonych danych wykazaty, ze statystycznie istotne réznice uzyskano
miedzy grupami zwierzat pod wzgledem wieku, rasy, liczby kotéw w hodowli,
wystepowania biegunki 1 miejsca zamieszkania. Doktorantka wykazata, ze
czynniki predysponujgce do wystgpienie rz¢sistkowicy to: wiek ponizej 1 roku,
wystepowanie biegunki, utrzymywanie w hodowli liczacej wigcej niz 4 koty oraz
rasa (koty rasowe byly zarazone istotnie czesciej). W badaniach materiatu
biologicznego od §win, odsetek dodatnich wynikéw wyniost 16,28%, a uzyskane
dane wykazaly istotnie czestsze wystgpowanie rzesistkOw u swin mtodszych.
Wszystkie przebadane probki od dzikéw byly ujemne w obu testach w kierunku
T. foetus. Ponadto nie stwierdzono wystgpowania rzesistkowicy w probkach od
bydia z Polski, co jest zgodne z danymi z innych krajéw Unii Europejskie;.
Doktorantka trafnie zauwazyla, ze biorgc pod uwage duze podobienstwo
genetyczne T. foetus wystepujacego u Swin, mozna przypuszczac, ze istnieje
ryzyko ponownego wprowadzenia tego pasozyta do populacji bydta w Polsce.

Rozdzial zatytulowany ,,Omoéwienie realizacji badan” obejmuje trzy
omowione wyzej zadania badawcze. Tematycznie stanowi zwartg catosc, jest
wyczerpujacy i ciekawy. Swiadezy o wlasciwym przygotowaniu teoretycznym i
umiejetnosciach analitycznych Autorki pracy. Potwierdza tez bardzo dobra
znajomos¢ tematu przez Doktorantke.

Z przyjemnoscia podkreslam, ze Doktorantka pokonata znane wszystkim
autorom takich ocen trudnos$ci interpretacyjne i z precyzja godng badacza
sformutowata w rozdziale ,,Wnioski”’ cztery prawidlowe i wazne wnioski
obejmujace catoksztalt opisywanych badan.

Wymienione wnioski dowodzg osiggni¢cia zatozonych celéw. Udowadniajg
one celowos¢ podjetych badan 1 stanowig wazne wytyczne dla dalszych badan
naukowych oraz z pewnoscig dla wielu lekarzy weterynarii.
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Zdaniem Recenzenta najwazniejszy jest wniosek pierwszy, drugi i czwarty.
Whiosek trzeci oddala w zapomnienie badania innych polskich autoréw i sugestia
jego przeredagowania zostata zamieszczona w dalszej cz¢sci recenzji.

Rozdzial ,,Streszczenie” wprowadza czytajgcego w pelny zakres
przeprowadzonych badan oraz ich wynikéw. Opisy bardzo specjalistycznych
badan molekularnych sg czytelne nawet dla oséb nie zajmujacych si¢ blizej tego
typu tematyka. Czytajac ten fragment rozprawy doktorskiej mamy szybka
mozliwos$¢ ocenienia doboru tematu badan oraz ich wynikéw koncowych w
kontekscie zastosowanych metod diagnostycznych 1ich przydatnosci praktyczne;.

Prezentowana bibliografia jest wystarczajaco obszerna, obejmuje 87 pozycji
piSmiennictwa (gidéwnie angielskojezycznego), jest dobrze dobrana 1 wtasciwie
ilustruje badang tematyke. Ponadto wzbogaca zawarty w rozprawie zasob wiedzy
na temat omawianych zagadnien.

Na koncu rozprawy umieszczono kopie czterech prac — jednej przegladowe;j i
trzech oryginalnych wchodzacych w  sktad rozprawy  doktorskie;j,
opublikowanych w czasopismach znajdujgcych si¢ na liscie czasopism
punktowanych przez MNiSW, takich jak: ,JJournal of Veterinary Reseearch”,
,Veterinary Parasitology”, ,International Journal for Parasitology”, i ,,MDPI
Pathogens”, ktorych Impact Factor miesci si¢ miedzy 0,829 a 3,478. Uzyskany
sumaryczny IF wynosi 9,721, a liczba punktow wg MNiSW — 380. Prace zostaty
opublikowane w latach 2019-2020.

Wykaz prac stanowiacych rozprawe doktorska:

L Praca przegladowa

1. Dabrowska J., Karamon J., Kochanowski M., Cencek T.:
Tritrichomonas foetus as a causative agent of tritrichomonosis in different
animal hosts.
Journal of Veterinary Research 2019, 63, 533-541
Punkty MNiSW= 40; IF= 0,829

IL. Prace oryginalne
1. Dabrowska J., Karamon J., Kochanowski M., Gottstein B.,
Cencek T., Frey C.F., Miiller N.:
Development and comparative evaluation of different LAMP and PCR

assays for coprological diagnosis of feline tritrichomonosis.
Veterinary Parasitology 2019, 273, 17-23
Punkty MNiSW= 140; IF2= 2,009



2. Dabrowska J., Keller I., Karamon J., Kochanowski M., Gottstein B.,
Cencek T., Frey C.F., Miiller N.:
Whole genome sequencing of feline strain of Tritrichomonas foetus
reveals massive genetic differences to bovine and porcine isolates.
International Journal for Parasitology 2020, 50 (3), 227-233
Punkty MNiSW= 100; IF2= 3,478

3. Dabrowska J., Karamon J., Kochanowski M., Sroka J., Skrzypek K.,
Jabtonski A., Cencek T:
Tritrichomonas foetus: a study of prevalence in animal hosts in Poland.
MDPI Pathogens 2020, 9(3), 203
Punkty MNiSW= 100; 1F20=3,405

W pracach oryginalnych zostaly zawarte szczegétowe opisy doswiadczen
wraz z wynikami i1 dyskusja. Nalezy w tym miejscu podkresli¢ bardzo dobry
dorobek punktowy uzyskany dzigki wymienionym wyzej publikacjom — 380
punktéw wedlug wykazu MNiSW 1 IF=9,721.

We wszystkich wymienionych publikacjach Doktorantka jest pierwszym
autorem, co zastuguje na uznanie i nie pozostawia watpliwosci o jego gtdwnym
wkladzie w powstawaniu wymienionych prac, o czym dodatkowo $wiadcza
zalaczone oswiadczenia wspotautorow. Wiemy, ze wymienione czasopisma
uwaznie wybieraja do druku nadsytane manuskrypty, stad, ich ukazanie si¢
drukiem swiadczy o odpowiednio wysokim warsztacie badawczym Autorki 1
Wspétautoréw oraz ciekawie dobranej tematyki badawczej.

Reasumujac, przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi
wartoSciowy material bedacy bardzo cennym uzupelnieniem naszej
dotychczasowej wiedzy z zakresu wystepowania i diagnostyki Tritrichomonas
foetus opartej na najnowszych zdobyczach techniki molekularnej, w skali
krajowej oraz miedzynarodowej. Nasilajgce si¢ na terenie kraju przypadki inwazji
T. foetus u kotow wymagajg pojawienia si¢ na rynku weterynaryjnym czulych
testow diagnostycznych. Doktorantka doskonale ,,odpowiedziata” na tego typu
wyzwanie 1 opracowata czute, skuteczne 1 szybkie testy stuzace do identyfikacji
materialu genetycznego T. foetus z katu kotéw, tj. TF- ftub-LAMP oraz rt-TF-
rDNA-2-PCR. Przy projektowaniu starteréw do metody TF-Btub-LAMP
po raz pierwszy na Swiecie uzyta do tego celu nowego markera genetycznego tj.
genu kodujacego biatko B-tubuline. Doktorantka dostrzegla réwniez problem
wystepowania fatszywie dodatnich wynikéw w reakcji z DNA Simplicimonas sp.
we wczesnie] opracowanym rt-TF-rDNA-1-PCR wg Frey (Frey 1 wsp., 2017)
1 w zwigzku z tym stworzyla jego nowa wersje nazwang rt-TF-rDNA-2-PCR.



Waznym wnioskiem jest wykazanie duzych rdéznic genetycznych migdzy
1zolatami 7. foetus pochodzacymi od kotow, a izolatami pochodzacymi od bydta
1 swin. Jak podsumowuje to Doktorantka - przeprowadzone analizy dostarczyty
nowej wiedzy na temat genetycznej struktury genomow T. foetus od bydta, kota 1
swini, ktére mogg by¢ przydatne w przysztych badaniach nad transmisjg rzesistka
w obrebie r6znych gospodarzy. Przeprowadzone badania obejmowaly takze
ocen¢ wystepowania rzesistka u zwierzat wrazliwych (bydta, kotéow, swin oraz
dzikéw) z terenu Polski (analizy nad wystepowaniem 7. foetus w probkach od
kotow 1 swin nie byty jak dotad udokumentowane w Polsce). Do badan wigczono
takze probki od dzikéw i prawdopodobnie jest to pierwsza proba identyfikacji 7.
foetus u tych zwierzat. Przedstawione dane sg bardzo cenne dla polskich
parazytologéw oraz dla lekarzy weterynarii zajmujacymi si¢ leczeniem 1
profilaktyka w stadach bydla i1 trzody chlewnej, jak roéwniez dla lekarzy z
panstwowych stuzb weterynaryjnych.

Na szczegolng uwage zastuguje opracowanie wiasnej procedury real-time
PCR (rt-TF-rDNA-2-PCR) i LAMP (TF-pBtub-LAMP) do skutecznej 1 czulej

diagnostyki Tritrichomonas foetus.

Przedstawione w rozprawie doktorskiej badania wlasne dostarczyly
interesujacych i wartosciowych wynikow poznawczych i aplikacyjnych, tym
samym stanowig szczegdlny wktad Pani mgr inz. Joanny Dabrowskiej w rozwo;j
nauk weterynaryjnych i zastuguja na wysoka ocene.

Jest rzeczg niezmiernie cenng, ze Doktorantka podjeta si¢ badan z opisanego
wyzej zakresu. Niektore spostrzezenia Autorki jak 1 opracowane procedury
diagnostyczne beda z pewnoscig stuzyly przez diugie lata krajowym osrodkom
badawczym 1 bedg mogty by¢ podstawg analizy sytuacji epidemiologicznej oraz
epizootycznej w zakresie wystgpowania 1 rozprzestrzenienia Tritrichomonas
foetus wsrdd populacji kotéw, bydta oraz swin.

Godnym uwagi jest podkreslenie fachowego poruszania si¢ Doktorantki w tej
bardzo wymagajacej tematyce badan. Nalezy takze nadmienic, ze badania zostaty
przeprowadzone dzigki wsparciu finansowemu pochodzacemu z dwoch tematow
statutowych PIW-PIB w Pulawach oraz projektowi badawczemu Instytutu
Parazytologii, Uniwersytetu w Bernie (Szwajcaria).

Szczegétowa analiza rozprawy ujawnita jednak, Ze autorka nie ustrzegla sie
kilku niescistosci, ktére z obowigzku recenzenta zmuszony jestem przedstawi¢ w
formie uwag krytycznych.

Uwagi og6lne:

Whniosek trzeci nalezy nieznacznie przeredagowaé. Pierwsze szeroko
rozpowszechniane doniesienia dotyczace inwazji 7. foetus u kotow w Polsce
pochodzily z osrodka wroctawskiego (dr Andrzej Potozowski i dr Jarostaw
Pacon). Nalezy takze wskaza¢ na bardzo ciekawe badania przeprowadzone przez
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dr Klaudiusza O. Szczepaniaka z osrodka lubelskiego (zakonczone w 2013 r.
rozprawg doktorska pt. ,Morfometryczna, biochemiczna 1 molekularna
charakterystyka rzesistkow izolowanych od pséw 1 kotéw z zapaleniem jamy
ustnej”’). Badania nad inwazjg T. foetus u kotdow prowadzit takze dr Wojciech
Zygner w osrodka warszawaskiego. Wynika z tego, ze we wniosku wskazana jest
wzmianka o potwierdzeniu obserwacji innych autoréw (lub o innych wnioskach
w stosunku do badan wymienionych autoréw).

Uwagi dotyczace drobnych bledéw w tekscie:
Strona 1, trzeci akapit — ,rz¢sistek bydlecy ma ksztalt gruszki”. Powinno si¢
uzywaé¢ okreslenia ,ksztaltu gruszkowatego”. W publikacji w ,.Zyciu
Weterynaryjnym” z 2014 roku, Doktorantka uzyta prawidtowego nazewnictwa —
,,ksztattu wrzecionowatego lub gruszkowatego™.
Strona 18, drugi akapit — ,,zaprojektowano na postawie”. Powinno by¢ — ,,na
podstawie”.

Przedstawione uwagi, nie umniejszaja wartosci recenzowanej rozprawy

doktorskiej i nie maja wplywu na jej pozytywng i wysokg ocene.

Podsumowujac catosciowo oceniang rozprawe¢ doktorskg, stwierdzam, ze
nalezy do wyr6zniajacych si¢, a zwlaszcza pod wzgledem aktualnosci tematu.
Podjete badania poza znaczeniem czysto naukowym, majg dodatkowo wazny
aspekt praktyczny.

Recenzowana dysertacja stanowi oryginalne rozwigzanie zagadnienia
naukowego 1 swiadczy o dojrzatosci naukowej jego Autorki do samodzielnego
prowadzenia pracy badawczej. Zwraca rowniez uwageg, bardzo ciekawe
odnoszenie si¢ w roznych fragmentach pracy do porownywalnych badan
sSwiatowych.

Badania przeprowadzone przez Panig mgr inz. Joann¢ Dabrowska stanowig
nowy, oryginalny wklad do S§wiatowych oraz krajowych badanh w opisywane;j
tematyce badawczej. Nalezy takze dodac, ze recenzowana rozprawa doktorska
powstawata pod kierunkiem dwoch bardzo dobrych i1 rzetelnych naukowcow,
mianowicie, Pana dr hab. Jacka Karamona, prof. instytutu, petnigcego funkcje
Promotora rozprawy oraz Pana dr hab. Jacka Sroki, prof. instytutu, petnigcego
funkcje Promotora pomocniczego.

Reasumujac przedstawiong oceng¢, uwazam, ze recenzowana rozprawa
doktorska Pani mgr inz. Joanny Dgbrowskiej pt. ,,Wystepowanie oraz analiza
genetyczna Tritrichomonas foetus w populacjach zwierzat wrazliwych”
odpowiada w pelni warunkom okreslonym w Art. 12.1 1 13 Ustawy z dnia 14
marca 2003 roku o stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz o stopniach 1
tytule w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65 z 2003 r., poz. 595, Dz. U. z 2014 r. ze
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zmianami Dz. U. z 2015 r.) oraz warunkom okreslonym w § 6 Rozporzadzenia
Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 22 wrze$nia 2011 roku w sprawie
szczegotowego trybu i warunkéw przeprowadzania czynnosci w przewodach
doktorskich, w postgpowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu 0 nadanie
tytulu profesora. Wobec wymienionego faktu, przedktadam Komisji Doktorskiej
Rady Naukowe] Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego - Panstwowego
Instytutu Badawczego w Putawach (zgodnie z Uchwatg Rady Naukowej PTW-
PIB w Putawach podjetej w dniu 28.02.2018 r.) wniosek o dopuszczenie Pani
mgr inZ. Joanny Dabrowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i
nadania w/w stopnia doktora nauk weterynaryjnych.

Jednoczesnie cheialbym zlozy¢ wniosek o wyré6znienie ocenianej rozprawy
doktorskiej przez Dyrektora PIW-PIB w Pulawach stosownie do zapisow w
Regulaminie. Uzasadnienie mojego wniosku zostalo juz sformulowane w
poszczegodlnych punktach niniejszej recenzji — dobrze i nowatorsko dobrana
tematyka badan, rodzaj i zakres badan pionierski w skali kraju, opracowanie
wlasnej procedury diagnostycznej, przy projektowaniu starter6w uzycie po raz
pierwszy na $wiecie nowego markera genetycznego, opublikowanie wynikow
badan naukowych w renomowanych czasopismach o zasiegu mi¢dzynarodowym
i wysokim wskazniku cytowan (IF), duza wiedza merytoryczna i doskonate
opanowanie warsztatu badawczego.

dr hab. Mirostaw Mariusz Michalski
(%z&oﬁ ’o%,

Olsztyn, dnia 21.07.2020 r.
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