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Zmiany zachodzace w hodowli zwierzat gospodarskich przejawiajace si¢ jej masowym
charakterem generuja wystgpowanie nowych zagrozen, w tym rowniez zwigzanych
z kontaminacja $rodowiska réznorodnymi patogenami. Wyjatkowo aktualnym przykladem
tego typu zagrozen jest kryptosporydioza. Bedac parazytozg o0 charakterze zoonotycznym
zyskuje na znaczeniu zardowno w odniesieniu do zwierzat jak i cztowieka. Kryptosporydia sg
pierwotniakami o relatywnie niskim potencjale patogennym, przez co ich inwazje sg czesto
bagatelizowane. Opisywane jako patogeny fakultatywne nie majace duzego znaczenia
klinicznego dla przewazajacej czgsci populacji ludzi i wielu gatunkow zwierzat. W tym
Swietle szczegbélne zagrozenie wystepuje jedynie wobec osobnikow z niedojrzatymi
komorkami efektorowymi (np enterocyty) lub zaburzeniami systemu immunologicznego. Jest
ono najbardziej aktualne wobec osobnikéw bardzo mtodych lub w podesztym wieku a takze
z nabytymi zaburzeniami odpowiedzi immunologicznej lub bedacych w fazie
immunosupresji. We wszystkich przypadkach ma to zwigzek z zaburzeniem odpowiedzi
immunologicznej u potencjalnych zywicieli w wyniku spadku odsetka limfocytow CDA4.
Do wzrostu zainteresowania kryptosporydioza u ludzi przyczynit si¢ gwattowny rozwoj
pandemii AIDS, w ktorej przebiegu zarazenia oportunistyczne staja si¢ znaczacym
problemem klinicznym. Réwniez wielkim echem odbita si¢ najwicksza, obejmujgca setki

tysiecy ludzi, wodnopochodna epidemia kryptosporydiozy w Milwauke (USA) w 1993 roku,



z wieloma przypadkami $miertelnymi wsrod osob z niedoborami immunologicznymi. Od tego
czasu zainteresowanie $wiata naukowego kryptosporydioza wzrasta, co odzwierciedla si¢
rosnacg liczbg stwierdzanych inwazji u ludzi i zwierzat. Z uwagi na umasowienie hodowli
zwierzat gospodarskich (czesty rezerwuar inwazji) rosngce zagrozenie stwierdza si¢ rOwniez i
w Polsce. Dotyczy to przede wszystkim sgsiedztwa duzych ferm, gdzie woda i gleba ulega
kontaminacji formami inwazyjnymi. Inwazja ta to takze problem weterynaryjny, glownie
ekonomiczny, szczegélnie wobec milodych zwierzat (oseskow)  utrzymywanych
w zageszczeniu. Z tego wzgledu wybor tematu pracy doktorskiej uwazam za wyjatkowo
trafny.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska ma forme¢ jednotematycznego zbioru
opublikowanych oryginalnych artykutow naukowych. W sktad recenzowanej pracy wchodzi
pie¢ artykutow opublikowanych w polskich i zagranicznych czasopismach naukowych
w latach 2014-2017:
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Wszystkie prace sg opracowaniami wieloautorskimi w ktorych doktorantka jest
pierwszym autorem. Wszystkie prace opublikowano w czasopismach z listy Journal Citation
Report (JCR). Sumaryczny czynnik wpltywu (IF) wynosi 7,65 a taczna liczba punktow dla
czasopism z bazy MNiSW, wynosi 135. Sposrdd zataczonych prac jedna jest artykutem
przegladowym (1), a cztery pozostate to prace oryginalne, w ktorych przedstawiono wyniki
badan wlasnych. Wszystkie prace poswigcone s3 zagadnieniom zwigzanym

z wystepowaniem, diagnostyka i roznicowaniem molekularnym zarazen pierwotniakami



z rodzaju Cryptosporidium u zwierzat. Dobor publikacji w cyklu jest bardzo logiczny, zgodny
z postawionymi celami pracy doktorskiej i w petni uzasadniony merytorycznie. Z uwagi na
potencjalnie zoonotyczny charakter inwazji prace maja duze znaczenie sanitarno-

epidemiologiczne.

Opracowanie stanowigce rozprawe doktorska liczy 49 stron maszynopisu oraz kopie
opublikowanych prac. Poza strong tytutlowa zawiera podzigkowania, oswiadczenia autora
i promotora, spis tresci, wykaz publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, wykaz
skrotow, obszerny wstep bedacy uzasadnieniem keierunku podjetych badan, przedstawienie
celow przyswiecajacych catemu cyklowi badan, rozdzial dotyczacy zastosowanej metodyki,
syntetyczng prezentacje wynikow poszczegdlnych etapow badan, sformulowane wnioski,
streszczenie w jezyku polskim 1 angielskim oraz bogate piSmiennictwo.

We wstepie doktorantka zawarla liczne podrozdziaty dotyczace m.in. badan nad
Cryptosporidium spp. w ujeciu historycznym, przedstawita szczegdélowo cykl rozwojowy
pierwotniaka, dokonata analizy inwazji Cryptosporidium spp. i kryptosporydiozy u zwierzat
gospodarskich. Nastepnie zaakcentowata aspekty epidemiologii inwazji powodowanych przez
Cryptosporidium spp. u zwierzat gospodarskich w Polsce oraz przedstawila zoonotyczny
charakter inwazji . Kolejne podrozdzialy zawierajg rozwazania dotyczace molekularnej
diagnostyki inwazji a szczegdlnie: wykrywania i identyfikacji gatunkow Cryptosporidium
spp. na podstawie analizy polimorfizmu dtugosci fragmentow restrykcyjnych (RFLP) DNA,
identyfikacji subgenotypow Cryptosporidium spp. przeprowadzonej na podstawie analizy
polimorfizmu mikro- i minisatelitarnego DNA, identyfikacji subgenotypow Cryptosporidium
spp. przeprowadzonej na podstawie analizy sekwencyjnej genéw podstawowego metabolizmu
pasozyta (MLST), genotypowania metoda spektrometrii mas z jonizacjg laserem wspomagang
matrycg (MALDI-TOF MS), polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (SNP), oraz
nowoczesnej metody sekwencjonowania DNA.

Cele badan” w liczbie 5 zostaty zdefiniowane w sposob jasny i zrozumiaty. Maja one
uzasadnienie w rozwazaniach zaprezentowanych we "Wstepie" dysertacji doktorskiej.

W rozdziale poswieconym metodyce autorka prezentuje informacje dotyczace liczby
pobranych prob, gatunkow zwierzat objetych badaniami, ich wieku, statusu
inwazjologicznego oraz rozprzestrzenienia terytorialnego. Nastepnie wyjasnia sposob
ckstrakcji materialu  genetycznego oraz trzy zakresy analizy fragmentow genomu
pierwotniaka obejmujace malg podjednostke rybosmomalng 18S rRNA, gen kodujacy biatko

tworzace $ciang komorkowa oocysty Cryptosporidium(COWP) oraz fragment genomowego



DNA C. parvum (Lib13). Autorka przedstawia réwniez dwa sposoby identyfikacji
amplifikowanych sekwencji w postaci ci¢¢ enzymami restrykcyjnymi oraz uzycia metody
sekwencjonowania nowej generacji (NGS). Nastepnie autorka prezentuje zastosowane analizy
statystyczne z wyszczegdlnieniem zastosowanych testow w zalaczonych pracach
badawczych.

Kolejny rozdziat dysertacji poswigcony jest analizie wynikow prac do§wiadczalnych.
W kolejnosci zamieszonych kopii publikacji analizowane sg ich najwazniejsze tezy. Swego
rodzaju wstepem do problematyki prac doswiadczalnych jest praca przegladowa
dokumentujagca doskonalg znajomo$¢ zagadnienia dotyczacego wystgpowania zagrozenia
kryptosporydioza u ludzi zwierzat. Na podstawie syntetycznej analizy epidemiologii inwazji
Cryptosporidium parvum u zwierzat gospodarskich i wolno zyjacych doktorantka wskazuje
na duze zréznicowanie szczepOdw SzCzegdlnie patogennosci dla poszczegolnych zywicieli oraz
mozliwosci transmisji miedzy nimi. Dzigki zastosowaniu analizy molekularnej mozliwa jest
nie tylko identyfikacja subgenotypu ale takze S$ledzenie drog transmisji pasozyta, oraz
identyfikacja zrédta zarazenia. Doktorantka analizujac najnowsze opublikowane doniesienia
w tej dziedzinie wnioskuje iz obecnie jedynie badania molekularne sg podstawa nowoczesnej
diagnostyki i dochodzenia epizootyczno-epidemiologicznego. Ich wykorzystanie przyczyni
si¢ do skutecznego zapobiegania kryptosporydiozie w rozumieniu epidemiologicznym.

Prace doswiadczalne przedstawiajg wyniki wtasnych badan 1 dotycza réznicowania
molekularnego inwazji wystepujacych u krolikow, bydta, owiec i koz oraz $win. Badania
przeprowadzono na obszernym materiale badawczym. Kat pozyskano od mtodych zwierzat,
bedacych grupa ryzyka, o zr6znicowanym statusie klinicznym z terenu catej Polski

W publikacji “An outbreak of massive mortality among farm rabbits associated with
Cryptosporidium infection (Research in Veterinary Science 2014) doktorantka opisuje
identyfikacje  gatunku Cryptosporidium  cuniculus ~ metodami molekularnymi
wykorzystujacymi geny kodujace matg podjednostke rybosmomalng 18S rRNA (849 par
zasad) oraz gen kodujacy biatko tworzace $ciang komorkowsa oocysty Cryptosporidium. (640
par zasad). Identyfikacji gatunku dokonata za pomocg cig¢ enzymami restrykcyjnymi.
W efekcie wykazata, ze za cigzki przebieg inwazji z 300 upadkami ws$rod zarazonych
krolikow odpowiada nowy szczep Cryptosporidium cuniculus o subgenotypie VbA24 C.

W kolejnej pracy przeprowadzita molekularng identyfikacje subgenotypow
Cryptosporidium parvum wystepujacych u bydta w Polsce, wraz z oceng stopnia zjadliwosci
poszczegolnych szczepow. Poza identyfikacja dwu wczesniej przytaczanych regionow,

réznice w obrgbie genomu analizowano dodatkowo metoda PCR  obejmujac



zainteresowaniem sekwencje fragmentu genomowego DNA C. parvum (Lib13). Identyfikacji
sekwencji dokonano za pomoca cig¢ enzymami restrykcyjnymi oraz poprzez
sekwencjonowanie. Sposrod 14 zidentyfikowanych subgenotypow C. parvum stwierdzono
nowe, dotychczas nie wykrywane u bydta w Europie szczepy. Okreslono przedziat wiekowy
0 najwickszej wrazliwosci cielgt - do 2 tygodnia zycia Wsrdd potwierdzonych szczepow
okreslono najbardziej patogenne. Dokonujac analizy sekwencji porownano je do opisanych
w literaturze szczepow szczegolnie patogennych dla ludzi. Wykazano ich obecno$¢ badanych
probach co potwierdza wystepowanie ryzyka zarazenia ludzi na fermach i w ich okolicy.

Kolejna praca dotyczy analizy molekularnej inwazji Cryptosporidium spp. u owiec
i koz. Wykorzystujac prezentowang wczesniej metodyke badano przebieg inwazji w obrebie
roznych ras, oraz w réznych grupach wiekowych. Doktorantka stwierdzita nosicielstwo
5 roznych  gatunkéw z dominacja gatunku Cryptosporidium xiaoi i mozliwoscig
wystepowania inwazji mieszanych nawet do trzech gatunkéw. Nie stwierdzajac objawow
klinicznych, doktorantka potwierdzita mata wrazliwo$¢ owiec i1 koéz na zarazenie.
Jednoczesnie potwierdzita wystepowanie szczepow szczegdlnie patogennych dla cztowieka
stwierdzanych takze u bydta.

Ostatnia z cyklu prac dotyczy analizy inwazji Cryptosporidium u $win i zastosowaniu
nowoczesnej techniki identyfikacji analizy sekwencji — sekwencjonowanie nowej generacji
(NGS). Analizujac gen matej podjednostki rybosmomalnej 18S rRNA oraz gen kodujacy
biatko tworzace $ciang komdérkowa oocysty (COWP) amplifikowane z materiatu izolowanego
z kalu zarazonych $win z pomoca NGS wykazano obecnos¢ inwazji mieszanych
z mozliwoscig bezposredniej identyfikacji obu gatunkéw. U Swin potwierdzono
wystepowanie C. suis i C. scrofarum. Zastosowana metoda NGS pozwolita na prawidtowag
identyfikacj¢ gatunkow pasozyta przypadkach dotyczacych probek zawierajacych niewielka
koncentracj¢ podobnych matryc DNA.

Na podstawie przeprowadzonych badan Autorka wysnuta 6 wnioskow
korespondujacych do celéw badan i znajdujacych swe uzasadnienie w uzyskanych wynikach
doswiadczenia. Sprowadzaja si¢ one do stwierdzenia, ze badania molekularne sa
niezastgpionym narzedziem w identyfikacji poszczegélnych szczepow 1 gatunkow
pierwotniakow z rodzaju Cryptosporidium zarowno w diagnostyce parazytologicznej jak
1 dochodzeniu epizootycznym. Ich zastosowanie pozwolilo na wykazanie znaczacej roli
zwierzat gospodarskich w rozprzestrzenianiu szczepéw zoonotycznych stwarzajacych

zagrozenie dla zdrowia czlowieka.



Nie wnosze zadnych zastrzezen do wartoSci merytorycznej pracy. W tej
kategorii oceniam ja bardzo wysoko. Opracowanie przedstawione jest w sposob zrozumiaty,
czytelny i uktada si¢ w logiczng catos¢.

Z obowigzku recenzenta pragne jednak zwroci¢ uwage na niewielkie niescistosci,
glownie techniczne dostrzezone w pracy np.:

We wstepie str 5 wiersz 8 autor pisze; ,kryptosporydioze u matych przezuwaczy
rozpoznano w 1981 roku (Barker i Carbonell, 1974; Mason i wsp., 1981)” czy praca 1974
roku nawigzuje do odkrycia z roku 1981.

W rozdziale 1.2 str 7 wiersz14 autor opisuje cykl rozwojowy; ,,obejmuje on proces
rozmnazania plciowego 1 bezplciowego, ktoéry zakonczony jest tworzeniem form
dyspersyjnych pasozyta” proponuj¢ zamieni¢ kolejno$¢ . w cyklu rozwojowym w pierwszej
kolejnosci zachodzi rozmnazanie bezplciowe, nastgpnie plciowe ktérego konsekwencja jest
tworzenie oocyt bedacych formami dyspersyjnymi pasozyta.

W rozdziale 1.2 str 8 wers 2. dotyczy opisu kolonizacji enterocytow; ,,.....SpOrozoity,
ktére aktywnie wnikaja do enterocytow. W komorkach nabtonka przeksztalcaja si¢ one
w trofozoity...... ” wg aktualnych pogladow réznica z innymi kokcydiami polega na tym, iz
sporozoity nie wnikaja do cytoplazmy enterocytow . W gorne;j strefie komorki tworza swego
rodzaju ,,wakuole parazytologiczng” Ktorej S$ciang jest fragment btony komodrkowej
enterocytu. We wspomnianych wakuolach zachodzi rozmnazanie bezptciowe a W nastgpnym
etapie w kolejnych wakuolach na kolejnych enterocytach piciowe. Uwalniane si¢ merontow
oraz oocyt nie powoduje uszkodzenia enterocytu a tylko peknigcie wakuoli, co warunkuje
niepatogenno$¢ wielu inwazji. Niedojrzato§¢ nabtonka jelitowego noworodkow powoduje, ze
w tej grupie wiekowej inwazje przebiegaja z najwigkszymi uszkodzeniami.

W rozdziale Material i Metody na stronie 21 Doktorantka stwierdzita; ,,Do badan
pobrano 472 probki katu bydla, owiec, koéz, krolikow 1 §win. W zalaczonych pracach
wyszczegolniono jako materiat badawczy proby od 6 zajecy, 689 cielat 234 owiec, 105 koz
oraz min. 63 $win (taki nr posiada ostatnia proba dodatnia) co w sumie daje liczbe 1097 ,
proponuje uscisli¢ t¢ niezgodnos¢.

Powyzsze uwagi nie umniejszaja warto$ci naukowej ocenianej dysertacji, maja
glownie charakter uwag redakcyjnych i sag do wiadomosci autora.

Prace doktorskg mgr Agnieszki Kaupke oceniam bardzo wysoko. Doktorantka w peini
zrealizowala postawione w zalozeniach pracy cele i wyciggneta whasciwe wnioski. Wielkim
atutem cyklu prac jest ich ponadregionalny a wrecz globalny wymiar oraz aplikacyjny

charakter. Informacje i wnioski bedace efektem opisywanych badan, beda mogly znalez¢é



zastosowanie w opracowywaniu strategii przeciwdzialania epidemiom w dobie masowej
hodowli. Zaréwno dobdr metod badawczych jak tez interpretacja wynikéw badan wiasnych
w konfrontacji z licznie cytowanymi pracami innych autoré6w $wiadczg o dojrzatosci
naukowej Autorki. Rozprawa doktorska mgr Agnieszki Kaupke wnosi nowe, oryginalne
wartosci poznawcze i poszerza ogoélnie dostgpng wiedze nie tylko na temat réznorodnosci
gatunkowej pierwotniakow z rodzaju Cryprosporidium ale takze pozwala na przewidywanie
zagrozen dla ludzi i zwierzat wynikajacych ze zréznicowania poziomu patogennosci wielu
nowo odkrytych szczepdw. Dynamiczny rozwdj badan molekularnych (wigcznie z udziatem
recenzowanych prac) pozwala na weryfikacj¢ dotychczasowych pogladéw nie tylko z zakresu
taksonomii ale rowniez epizotioplogii i epidemiologii.

Przedstawiona do oceny praca jest samodzielnym, oryginalnym i wartoSciowym
dorobkiem naukowym mgr Agnieszki Kaupke, o duzych wartosciach naukowo-poznawczych
oraz aplikacyjnych i moim zdaniem odpowiada w pelni warunkom okreslonym w art. 13
Ustawy 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), a takze zapisom Rozporzadzenia Ministra Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 22 wrzesnia 2011 roku w sprawie szczegélowego trybu
i warunkow przeprowadzania czynnosci w przewodach doktorskich, w postgpowaniu
habilitacyjnym oraz postgpowaniu o nadanie tytulu profesora. Biorgc powyzsze pod uwage
przedstawiam Wysokiej Radzie Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego —
Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach wniosek o dopuszczenie mgr Agnieszki
Kaupke do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Bardzo wysoka ocena pacy, uwzgledniajgca przede wszystkim aktualno$¢ wyboru
tematu, innowacyjnos$¢ zastosowanych metod, oraz rzetelnoé¢ badan zredagowanych w
przedstawionej dysertacji, upowaznia mnie do wystgpienia do Wysokiej Rady Naukowej
Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach

o wyrdznienie pracy doktorskiej stosowng nagroda. *
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