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Ocena
rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Kaupke pt. “Inwazje Cryptosporidium
u zwierzat  gospodarskich, identyfikacja = gatunkow pasozyta
przeprowadzona na podstawie analizy polimorfizmu markerow
genetycznych”

Przedmiotem ocenianej rozprawy sa pierwotniaki z rodzaju
Cryptosporidium, szeroko rozprzestrzenione pasozyty zwierzat i ludzi. Pasozyt
opisany zostal w 1907 r. przez Tyzzera, ktory stwierdzil jego obecnos¢ w
gruczotach zotadka myszy. Od tego czasu wystepowanie pierwotniakow z
rodzaju Cryptosporidium wykazano u ponad 170 gatunkéw kregowcow.
Pasozyty te wywolujg u zwierzat choroby uktadu pokarmowego przebiegajace z
objawami biegunki. Pierwotniaki sg potencjalnymi patogenami zoonotycznymi,
poniewaz niektére gatunki wystepuja zarowno u zwierzat i ludzi i moga byc
miedzy nimi przenoszone. Jakkolwiek badania nad wystgpowaniem tych
pierwotniakow byty prowadzone w kilku osrodkach badawczych w kraju, byly
to w wiekszosci przypadkow prace oparte na mikroskopowej identyfikacji
oocyst pasozyta lub testach immunoenzymatycznych, czegsto bez okreslenia
gatunku odpowiedzialnego za inwazj¢. Dlatego tez z uznaniem nalezy przyjac
wybor tematu rozprawy doktorskiej 1 podjecie przez mgr Agnieszke Kaupke
badan nad wystepowaniem pierwotniakow z rodzaju Cryptosporidium u
zwierzat gospodarskich oraz identyfikacja gatunkoéw i subgenotypdéw pasozyta
przy uzyciu analizy polimorfizmu markerdw genetycznych. Sa to jedne z
nielicznych w skali kraju badania nad tym pasozytem, przeprowadzone przy

uzyciu tak nowoczesnych metod. Wyniki tych badan sa cennym uzupelnieniem



luk istniejacych w dotychczasowej wiedzy dotyczacej epidemiologii tego
pierwotniaka.

Rozprawa doktorska mgr Agnieszki Kaupke stanowi spdjny tematycznie
cykl pieciu publikacji  opatrzonych  wspdlnym tytulem  “Inwazje
Cryptosporidium v zwierzat gospodarskich, identyfikacja gatunkéw pasozyta
przeprowadzona na podstawie analizy polimorfizmu markerow genetycznych”.

W przedstawionym cyklu opublikowanym w latach 2014-2017 cztery
prace ukazaty si¢ w postaci prac oryginalnych, 1 jedna jéko artykut przegladowy.
Cztery prace oryginalne opublikowano w jezyku angielskim w czasopismach
znajdujacych si¢ w bazie JCR: pojedyncze prace w Research in Veterinary
Science i Experimental Parasitology oraz dwie w Parasitology Research. Praca
przegladowa w jezyku polskim ukazata si¢ w czasopiSmie Medycyna
Weterynaryjna. Wspotezynnik wptywu (Impact Factor — IF) tych publikacji
waha sie od 0,161 do 2,329 a liczba punktow MNiSW od 15 do 35 Sumaryczny
IF tych prac wynosi 7,65, a faczna liczba punktow wedlug MNiSW — 135.

Dwie prace sgq dwuautorskie, a trzy wieloautorskie, we wszystkich
Doktorantka jest pierwszym autorem, a Jej wktad pracy w ich powstanie wahal
sie od 60 do 70%, co potwierdzajg zataczone oswiadczenia. Jest to dowodem
wiodacej roli Doktorantki w opracowaniu koncepcji i wykonaniu badan,
interpretacji uzyskanych wynikoéw oraz przygotowaniu manuskryptow.

Opracowanie zawierajace wymieniony cykl publikacji stanowiace
rozprawe doktorska liczy 50 stron maszynopisu, 1 zawiera poza strona tytutowa i
podziekowaniami nastgpujace elementy i rozdziaty: O$wiadczenia promotora i
autora pracy, Spis tresci, Wykaz publikacji stanowiacych rozprawe doktorska,
Wykaz skrétow, Wstep, Cele pracy, Materiat i metody, Omowienie gtoéwnych
wynikéw prac doswiadczalnych, Wnioski, Streszczenia w jezykach polskim i
angielskim, PiSmiennictwo oraz publikacje stanowiace rozprawe doktorska. Do

rozprawy dotaczone sg oswiadczenia Doktorantki 1 wspotautorow.



W obszernym ,,Wstepie” liczacym 15 stron Autorka opisata historie badan
nad Cryptosporidium spp., przedstawita charakterystyke przedmiotu badan —
pierwotniakow z tego rodzaju, cykl rozwojowy pasozyta, wystepowanie u
zwierzat gospodarskich na Swiecie, jego prewalencje na terenie kraju oraz
znaczenie kryptosporydiozy jako zoonozy. Omodwita rdéwniez molekularne
metody diagnostyki inwazji: wykrywania 1 identyfikacji = gatunkow
Cryptosporidium spp. na podstawie analizy polimorfizmu dlugosci fragmentow
restrykcyjnych (RFLP) DNA, identyfikacji subgenotypdw na podstawie analizy
polimorfizmu mikro- i minisatelitarnego DNA 1 analizy sekwencyjnej genow
podstawowego metabolizmu pasozyta (MLST), genotypowania metoda
spektrofotometrii mas z jonizacja laserem wspomagang matrycqg (MALDI-TOF
MS), a takze polimorfizm pojedynczego nukleotydu (SNP) oraz metody
sekwencjonowania DNA.

W drugim, jednostronicowym rozdziale Autorka sformutowata cele pracy,
ktére obejmowaty: molekularne badania inwazji Cryptosporidium spp. u
wybranych  gatunkow  zwierzat gospodarskich w  Polsce, gatunkowa
identyfikacje tych pierwotniakéw w przypadkach zarazen mieszanych owiec i
koz, ocene epidemiologii zarazen C. parvum w krajowej populacji bydia i1
matych przezuwaczy na podstawie analizy polimorfizmu mikrosatelitarnego
DNA pasozyta, oceng wystgpowania i rozpowszechnienia zoonotycznych
gatunkow Cryptosporidium spp. u zwierzat gospodarskich oraz zastosowanie
metody NGS do identyfikacji gatunkéw pierwotniaka przy zarazeniach

mieszanych u swin.

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

W trzecim rozdziale ,Material i metody” obejmujacym dwie strony
omdowiono w syntetycznej formie wykorzystany materiat badawczy 1 uzyte

metody. Lacznie badaniom poddano 472 probki katu bydta owiec, koz, krolikow



i $win z gospodarstw z terenu catej Polski. Probki pochodzity od mitodych
zwierzat, w wieku do 9 tygodnia zycia. Byly to zwierzeta zdrowe, zarazone
bezobjawowo oraz wykazujace objawy biegunki. Jest to bardzo bogaty material
badawczy, pozwalajacy na wykonanie szerokich, kompleksowych badan.
Autorka opisata rowniez przeprowadzone analizy molekularne oraz testy
zastosowane w analizie statystycznej. Dobor metod zastosowanych w oceniane]
pracy jest wlasciwy i nie budzi zastrzezen. Szczegoty metodyczne, wyniki badan
i dyskusja zawarte sg w publikacjach stanowiace rozprawe doktorska.

Kolejny rozdzial o objetosci czterech stron ,,Omoéwienie gtownych
wynikow prac doswiadczalnych” obejmuje syntetyczng prezentacj¢ uzyskanych
w poszczegdlnych pracach wynikéw wraz z ich krytyczng analiza na tle
Swiatowego piSmiennictwa.

Z przeprowadzonych badan Doktorantka wyciggneta szes¢ wnioskow,
ktére w pelni pokrywaja zaplanowany zakres badan i dowodza wykonania
zatozonych celow badawczych.

Opracowanie koncza streszczenia w wersji polskiej i angielskiej oraz
obszerny spis literatury przedmiotu obejmujgcy 191 pozycji odpowiednio
dobranego i pelnego piSmiennictwa krajowego i zagranicznego. Wykorzystanie
tak licznych pozycji pismiennictwa dowodzi, ze Autorka bardzo dobrze
opanowata teoretyczne podstawy zagadnienia.

Na koncu opracowania umieszczono kopie publikacji stanowigcych
rozprawe doktorska.

Tematyka publikacji stanowigcych rozprawe doktorskq jest merytorycznie
spdjna i dotyczy:

1. Opisania pierwszego w Polsce przypadku kryptosporydiozy u krolikow
na terenie fermy wielkotowarowej przebiegajacej z masowymi upadkami

zwierzat oraz wykrycia nowego subgenotypu C. cuniculus.



2. Molekularnej identyfikacji subgenotypow C. parvum wystepujacych w
populacji bydta w Polsce oraz proba oceny zjadliwosci szczepow pasozyta na
podstawie objawow klinicznych wystepujacych u zarazonych zwierzat.

3. Molekularnych badan inwazji Cryptosporidium spp. u réznych ras koz
hodowanych w Polsce, okreslenia prewalencji zarazen pasozytem,
zidentyfikowania gatunkéw pierwotniakow, a takze ustalenia zaleznoSci
pomiedzy wiekiem badanych zwierzat, ich rasa, a czestoscia wystepowania
inwazji.

4. Identyfikacji gatunkéw Cryptosporidium w przypadkach zarazen
mieszanych u $win za pomocg metody NGS.

Szeroki zakres badan dotyczacy waznych zagadnien epidemiologicznych
zostal umiejetnie okreslony, badania dobrze zaplanowane i konsekwentnie
wykonane przy uzyciu odpowiednich, nowoczesnych metod. Doktorantka
uzyskata bardzo interesujgce 1 wartosciowe wyniki o znaczeniu zarowno
poznawczym jak i aplikacyjnym.

Do najwazniejszych wynikow rozprawy nalezy molekularna identyfikacja
wystepujacych u bydta subgenotypdéw C. parvum z rodzin genetycznych Ila, IId
i I, a takze wykrycie nowych szczepow I[1aA10G1R1 1 IITA19R3, ktore
dotychczas nie byly zarejestrowane u tego gatunku zywiciela w Europie.

Cenne z metodycznego punktu widzenia jest rowniez stwierdzenie, ze
metoda sekwencjonowania nowej generacji pozwolita na identyfikacje
gatunkow C. suis i C. scrofarum w przypadku zarazen mieszanych
wystepujacych u $win oraz na analize probek zawierajacych niewielka
koncentracje podobnych matryc DNA.

Istotnym osiagnieciem byto ustalenie sktadu gatunkowego i prewalencji
Cryptosporidium spp. u owiec i kéz: C. bovis, C. ubiquitum, C. hominis, C.
parvum i C. xiaoi oraz stwierdzenie, ze w populacji tych zwierzat dominowaty

zarazenia wywolane ostatnim z wymienionych gatunkow



Wazne jest takze wykazanie, ze zwierzeta gospodarskie sg rezerwuarem
zoonotycznych (C. parvum, C. cuniculus, C. suis, C. ubiquitum) 1
antroponotycznych (C. hominis) gatunkow pasozyta.

Bardzo interesujace jest opisanie pierwszego przypadku kryptosporydiozy
w wielkotowarowej fermie krolikow, przebiegajacego z masowymi upadkami
zwierzat, 1 zidentyfikowanie jej czynnika etiologicznego - nowego subgenotypu
VbA24 C. cuniculus.

Wyniki te maja znaczny aspekt praktyczny w kontekscie epidemiologii i
profilaktyki kryptosporydiozy u zwierzat gospodarskich 1 ludzi.

Pod wzgledem formalnym rozprawa mgr Agnieszki Kaupke nie budzi
zastrzezen. Nalezy uznaé za w pelni prawidlowe zarowno uktad tresci,
wyciagniecie wnioskéw w oparciu o przedstawiong dokumentacje, a takze
wykorzystanie zrodet.

Rozprawe Doktorantka opracowata sumiennie i wnikliwie w oparciu o
prawidtowa metodyke badan. Nalezy uznal, ze wytyczone cele pracy zostaly
osiagniete w stopniu w pelni zadawalajacym.

Recenzowana dysertacja wykazujac staranno$¢ wykonanych badan,
samodzielnos¢ obserwacji i wnioskowania, a zatem pelne przygotowanie 1
dojrzatos¢ jej Autorki do prowadzenia prac naukowych, pod kazdym wzgledem
odpowiada wymogom stawianym rozprawom doktorskim.

Dlatego tez z pelnym przekonaniem przedstawiam Wysokiej Radzie
Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego - Panstwowego Instytutu
Badawczego wniosek o dopuszczenie mgr Agnieszki Kaupke do dalszych,
przewidzianych ustawg etapoéw przewodu doktorskiego.

Z uwagi na nowatorstwo wykonanych badan, doskonale opracowanie
rozprawy, a zwlaszcza ze wzgledu na wysoka warto$¢ uzyskanych wynikow

proponuje wyréznienie ocenianej dysertacji i przyznanie mgr Agnieszce Kaupke

nagrody.



