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Obiektem badan Pani mgr Joanny Dabrowskiej jest kosmopolityczny pierwotniak
Tritrichmonas foetus. Ten opisany po raz pierwszy ponad 120 lat temu organizm nadal intryguje
badaczy i jednoczesnie stanowi powazne zagrozenie epidemiologiczne. Morfologicznie
identyczne rzesistki wystepuja u bydta, kotéw i $win wywolujac u tych zwierzat rézne reakcje.
T. foetus jest dobrze znanym czynnikiem etiologicznym zarazy rzgsistkowej bydia,
wymienianej wérod glownych przyczyn bezplodnosci i ronien u kréw, a na poczgtku tego
wieku zostat takze zidentyfikowany jako patogen powodujacy dlugotrwale i trudne do leczenia
biegunki u kotéw. Natomiast u $win wystepuje jako komensal (syn. Trichomonas suis), chociaz
w 2017 r. odnotowano pierwszy przypadek ,.ptucnej odmiany rzgsistkowicy™ u prosigcia.

Szybki  rozwdj  technik  molekularnych  umozliwiajacych ~ namnazanie
i sekwencjonowanie materiatu genetycznego pozwala przypuszczac, ze w najblizszym czasie
poznamy dokladnie genomy rzesistkéw 1 mozliwe bedzie poznanie mechanizmow
zroznicowanych reakcji 7. foetus — zywiciel. Wprowadzanie nowoczesnych technik do
rutynowej diagnostyki pozwala na podnoszenie czulosci i swoistosci testow wykorzystywanych
do rozpoznawania i kontrolowania szerzenia si¢ inwazji. Majac na uwadze powyzsze
stwierdzam, ze tematyka pracy przedstawionej do recenzji wpisuje si¢ w aktualny nurt badan
Swiatowych nad 7. foetus.

Rozprawa doktorska mgr inz. Joanny Dabrowskiej ma posta¢ opracowania autorskiego,

ktérego podbudowe stanowi spojny tematycznie cykl czterech publikacji opatrzony wspolnym



tytutem ,, Wystepowanie oraz analiza genetyczna Tritrichomonas foetus w populacjach zwierzat

wrazliwych™:

Praca przegladowa

1. Dabrowska J., Karamon J., Kochanowski M., Cencek T. . Tritrichomonas foetus as
a causative agent of trichomonosis in different animal hosts” Journal of Veterinary
Research. 2019, 63, 533-541.

Prace oryginalne

2. 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

3. Dabrowska J., Keller 1., Karamon J., Kochanowski M., Gottstein B., Cencek T., Frey C.F.,
Miiller N. Whole genome sequencing of a feline strain of Tritrichomonas foetus reveals
massive genetic differences to bovine and porcine isolates. International Journal for
Parasitology 2020, 50(3), 227-233.

4. Dagbrowska J., Karamon J., Kochanowski M., Sroka J., Skrzypek K., Zdybel J., Rozycki
M., Jabtonski A., Cencek T. Tritrichomonas foetus: A study of prevalence in animal hosts
in Poland. Pathogens. 2020, 9(3), 203.

Sumaryczna punktacja prac znajdujgcych sie w cyklu wedlug MNISW wynosi 100,

a wspdtczynnik IF jest rowny 9,721.

Doktorantka jest pierwszym autorem wszystkich publikacji w przedstawionym cyklu
i autorem korespondencyjnym w jednej. Kazda z publikacji zawiera informacje, ze jest to czgs¢
rozprawy doktorskiej mgr inz. Joanny Dabrowskiej. Zataczone do dysertacji oswiadczenia
wspolautorow prac wykazuja indywidualny wktad Doktorantki przy opracowywaniu koncepcji,
wykonywaniu czeséci eksperymentalnej i opracowaniu interpretacji wynikow tej pracy.

Tres¢ dysertacji doktorskiej w formie opracowania przygotowanego w oparciu 0 wyzej
wymieniony cykl publikacji liczy 39 stron. Zawarto$é, opatrzona spisem tresci, zostala
uporzadkowana w rozdziatach: Wstep, Cel i zakres pracy, Omoéwienie realizacji badan,
Whnioski, Streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Kolejnymi jej elementami sa:
Pismiennictwo oraz Publikacje (kopie) wchodzace w sklad rozprawy doktorskiej.

W opracowaniu umieszczono informacje dotyczaca zrodel finansowania badan
z funduszy PIWET w ramach dwodch tematow statutowych: ,,Optymalizacja metod biologii
molekularnej do identyfikacji Tritrichomonas foetus” 1 ,Okreslenie zréznicowania

genetycznego Tritrichomonas foetus v zwierzat wrazliwych” oraz grantu szwajcarskiego Swiss

o



Government Excellence Scholarship for Foreign Students, Instytut Parazytologii, Uniwersytet
w Bernie w ramach projektu pt. ,.Resequencing of Tritrichomonas foetus isolates from cat,
cattle and pig”.

Wstep, ktory Doktorantka podzielita na podrozdzialy, rozpoczyna ogélna
charakterystyka obiektu badan zawierajaca krotkie informacje historyczne i najnowsze,
dotyczace morfologii i genetyki 7. foetus. W nastegpnym podrozdziale zatytulowanym
,Wystepowanie .,Tritrichomonas foetus u zwierzat wrazliwych” wyrdzniono w opisie pozycje
Bydlo, Koty i Swinie. Znajdujemy w nich opis przebiegu inwazji oraz dane
o rozpowszechnieniu.

Kolejny podrozdzial zajmuje opis trzech metod diagnostycznych wykorzystywanych do
identyfikacji pierwotniaka wraz z ocena ich czutosci i uzyteczno$ci w badaniach réznego
rodzaju materiatu. Wstep koficzy podrozdziat zatytutowany ,,Réznice i podobienistwa migdzy
rzesistkami u réznych gospodarzy™ zawierajacy informacje na temat aktualnego stanu wiedzy
na temat badan genetycznych 7. foetus.

Szesnastostronicowy Wstep stanowi bardzo dobre wprowadzenie do czesci
merytorycznych pracy i uzasadnia podjecie badan. Zostat on opracowany z wykorzystaniem
adekwatnych pozycji pismiennictwa. Wyjatek stanowi strona nr 4, na ktorej znalaztam kilka
nieaktualnych juz pozycji wykorzystanych jako Zrodlo danych ilustrujgcych
rozpowszechnienie rzesistkowicy bydta w réznych krajach $wiata. Poniewaz pordwnywanie
danych zebranych w réznych dekadach moze zaburzy¢ obraz sytuacji epidemiologicznej
uwazam, ze nieaktualne dane lepiej pominac.

Celem pracy przedstawionej do recenzji byla ocena wystgpowania oraz analiza
genetyczna Tritrichomonas foetus w populacjach zwierzat wrazliwych w Polsce. Zakres pracy
okreslaly trzy zadania szczegdlne obejmujace: opracowanie czulej i specyficznej metody do
identyfikacji 7. foetus u zwierzat wrazliwych i poréwnanie jej z metodami biologii
molekularnej, analize genetyczng szezepdw rzgsistka wyizolowanych od bydta, kota i Swini
oraz ocene wystepowania 7. foetus w populacjach bydta, kotéw i Swin w Polsce.

Kolejny rozdzial opracowania zatytutowany ,,Omowienie realizacji badan” obejmujgcy
syntetyczng prezentacje materialow, metodyki, wynikéw oraz ich podsumowanie
skonstruowano z podzialem na zadania wyszczego6lnione w Celu pracy.

Zadanie nr 1 dotyczylo opracowania w oparciu o techniki molekularne czufego
i swoistego testu identyfikacji Trifrichomonas foetus skutecznego w badaniu probek katu
kotow. Wynikiem przeprowadzonych badan byla modyfikacja metody real-time PCR

7z zastosowaniem sond molekularnych do wykrywania fragmentow rDNA T. foetus, ktory dawat

(9]



wyniki falszywie dodatnie przy obecnosci w probee niepatogennego wiciowca Simplicimonas.
Zastosowana modyfikacja pozwolita wyeliminowa¢ wyniki nieswoiste, a czulo$¢ nowej
metody pozwolila na wykrywanie DNA w ilosci odpowiadajgcej mniej niz jednemu
rzesistkowi. Drugi test opracowany do celow badan wykorzystujgcy technike LAMP do
wykrywania fragmentow genu kodujacego B — tubuline 7. foetus posiadal poréwnywalng
czutos¢. Warto podkreslié, ze bylo to pierwsze w Swiecie zastosowanie tego markera do badan
w kierunku rzesistkowicy. Charakteryzujacy si¢ wysoka czuloscig test LAMP i prostota
wykonania moze stuzy¢ jako praktyczne narzedzie do badan klinicznych i epidemiologicznych
w laboratoriach nie dysponujacych zaawansowanymi mozliwosciami technicznymi. Przy
poréwnaniu czterech metod diagnostycznych dwie nowo opracowane techniki wykazywaly
wyzszg czuto$¢ w badaniu probek katu kota niz uprzednio opisywane testy.

Kolejne badania okreslone w celu pracy dotyczyly analizy genomu izolatow 7. foetus
uzyskanych od trzech réznych zywicieli. Zadanie to zrealizowano z zastosowaniem metody
sekwencjonowania nowej generacji przy uzyciu technologii Ilumina HiSeq 3000. Uzyskane
sekwencje izolatow bydlecych, swinskich i1 kocich poréwnywano z genomem referencyjnym
szczepu bydlecego 7. foetus z bazy GenBank. W wyniku analizy zidentyfikowano liczne
polimorfizmy nukleotydowe oraz insercje i delecje wystepujace miedzy badanymi szczepami.
Liczba wariantéw genetycznych wykrytych w genomie szczepu kociego w odniesieniu
zarowno do szczepu bydlecego jak i $winskiego byta ponad 8 krotnie wyzsza niz liczba roznic
stwierdzonych pomiedzy genomem szczepu bydlecego i $winskiego. Analiza wariantow
fragmentow genetycznych majacych wplyw na funkcj¢ biatka wykazata podobne réznice.
Uzyskane wyniki mogly wskazywaé na bliskie pokrewienstwo filogenetyczne szczepdéw
bydlecego i swinskiego podczas gdy szczep koci wydawal sie by¢ od nich genetycznie odlegtly.
Doswiadczalnie potwierdzono wyniki badan in silico uzyskujac roznej wielkosci fragmenty
produktow amplifikacji dla DNA izolatéw kocich i bydlecych. Zidentyfikowane w pracy
sekwencje zawierajace polimorfizmy nukleotydowe oraz insercje 1 delecje moga postuzy¢ jako
markery w badaniach transmisji 7. foetus wsrod réznych gatunkéw zywicieli.

Ostatni etap pracy, w ktorym wykorzystano miedzy innymi nowo opracowany test
LAMP, stanowily badania oceny rozpowszechnienia zarazenia u zwierzat wrazliwych
w Polsce, w wyniku ktérych wykryto zarazenie rzgsistkiem u 21% zbadanych kotéw i 16%
$win, nie stwierdzono natomiast obecnosci rzesistka w probach pobranych od bydta i dzikéw.

W rozdziale Wnioski znajdujg si¢ cztery punkty, niestety tylko pierwszy z nich
odnoszacy sie do wynikéw badan nad nowymi testami diagnostycznymi jest zdefiniowany

wlasciwie, a pozostale nalezy uzna¢ za podsumowanie uzyskanych wynikéw. Wnioski
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wynikajagce z kolejnych badan znalaztam w Streszczeniu. Czy byt to celowy zamyst
Doktorantki? Jezeli tak, to wlasciwa wydaje sie zmiana nazwy rozdzialu na Wyniki i wnioski.

Podsumowujac stwierdzam, ze spoOjny tematycznie cykl czterech publikacji
wiekszosciowego wspdlautorstwa mgr inz. Joanny Dabrowskiej jest oryginalnym
i warto§ciowym opracowaniem dotyczacym oceny wystgpowania i analizy genetycznej
Tritrichomonas foetus w Polsce w populacjach zwierzat. Opracowanie to w istotny sposob
przyczynia si¢ do udoskonalenia testow do rozpoznawania rzesistkowicy, ktdre mogg znalez¢
zastosowanie zardwno w badaniach klinicznych jak i epidemiologicznych. Przeprowadzone
badania zawieraja elementy nowatorskie i zostaly przeprowadzone z zastosowaniem metod
wlasciwych dla tego typu badan. Przy ich wykonywaniu i opracowywaniu wynikow
Doktorantka wykazata si¢ odpowiednia wiedza merytoryczna i umiejetnoscia samodzielnej
pracy naukowej.

We wniosku koficowym stwierdzam, Ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska
. Wystepowanie oraz analiza genetyczna Tritrichomonas foetus w populacjach zwierzat
wrazliwych” jest oryginalnym rozwigzaniem problemu naukowego i stanowi wartosciowy
dorobek naukowy mgr inz. Joanny Dgbrowskiej. Rozprawa ta spelnia warunki stawiane pracom
doktorskim okre$lone w Ustawie o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz.U. Nr 65, poz. 595 ze zm.). Biorac powyzsze pod
uwage, przedstawiam Wysokiej Radzie Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego wniosek
o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr inz. Joanny Dabrowskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
Majac na uwadze znaczgce osiagniecia poznawcze i aplikacyjne pracy doktorskiej mgr inz.
Joanny Dabrowskiej, a takze bedacy jej wynikiem istotny dorobek publikacyjny sktadam

wniosek o wyroznienie tej pracy.
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