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w Putawach

Giardioza (giardiosig jest kosmopolityczn zoonoza pasaytnicza o etiologii
pierwotniaczej, a czynnikiem patogennym wiciowce z rodzaju Giardia. Kliniczny obraz
inwazji dotyczy jelit cienkich i zwizany jest z dlugotrwatym stanem zapalnym tego dd@cin
przewodu pokarmowego, ze wszystkimi jego konsekyaemc Inwazp stwierdza si
powszechnie w wielu strefach klimatycznych, szchagdw srodowiskach o niskiej kulturze
higienicznej. Mimo wielu mgiwych zrodet zaraenia, giardioza postrzegana jest ngjciej
jako inwazja wodo pochodna. Zaemia zwizane § z wod pitna lub korzystaniem z wody
rekreacyjnej. Zaliczana do grupy chorob brudnygh dej wysgpowanie warunkowane jest
najczsciej] dwym zagszczeniemzywicieli, niskim standardem sanitarnym oraz brakiem
kontroli jakasci wody pitnej. W krajach rozwiniych postrzegana jest rownigjako
parazytoza zwizana z podria. Wiciowce z rodzaju Giardiaagpasaytami poliksenicznymi,
wystepujacymi u wielu gatunkowzywicieli. Fakt ten sprzyja kontaminacfrodowiska
formami inwazyjnymi i odpowiedzialny jest za wysbwanie zagrgen w bardzo ranych
okolicznaciach. Rozw0) cywilizacyjny oraz higienizacjazycia w opinii  wielu
epidemiologéw eliminuj ryzyko zaraen. Jednak z uwagi na czynnikiodowiskowe inwazji
problem giardiozy jest agle aktualny, wymaga bafla stalego monitorowania. Aktualéo

problemu wynika rownie z ciagtego doskonalenia warsztatu badawczego. Udoskaieale
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i popularyzacja bada molekularnych umdiwita parazytologom  weryfikagj
dotychczasowych pogiléw, dotycacych bior@&norodndci wczeniej opisywanych
taksondw. Precyzyjna analiza sekwencji rozstrzygawzgkdnie podobiastwa i r&nice,
rowniez w zakresie madiwosci zaraenia i chorobotworczei dla poszczegolnych gatunkow
zywicieli. Dlatego badania, ktérych celem jest pazea nowych uwarunkowa
inwazjiologicznych g szczegdlnie cenne, ponieivaluza w konsekwencji ochronie zdrowia
publicznego. Wybor tematu pracydacej podstaw dysertacji doktorskiej jest w mojej opinii

szczegolnie trafny i w petni uzasadniony.

Dysertacja doktorska napisana jest zgodnie z bilstom wymogami, okrélonymi dla
naukowych prac daviadczalnych, stanowtych przedmiot rozpraw doktorskich. Praca liczy
94 strony, w tym strop tytutowa, spis tréci 3 strony, wykaz iytych skrotow -1 strona,
obszerny ws{p liczacy -29 stron, cel bada-1 strona, materiat i metody badallstron,
wyniki -15 stron, uzupetnione dokumentaej postaci 4 rycin i 6 tabel, dyskusja -19 stron,
whnioski -1 strona, streszczenie gzyku polskim -2 strony, streszczenie ¢zyku angielskim
- 2 strony oraz wykaz finiennictwa obejmupcy -222 pozycje, -19 stron.

W obszernym wspie stanowicym teoretyczne uzasadnienie piggh bada.
Doktorant omawia zagadnienia zwane z inwaz Giardia duodenalisoraz przytacza
aktualny stan wiedzy dotysey giardiozy u ludzi i zwiergt. W pierwszej cgsci autor
prezentuje bogaty rys historyczny, zmany z rozpoznaniem i opisaniem pierwotniaka oraz
ewaluacg poghdéw dotycacych systematyki i nazewnictwa od XVII wiekd do czaséw
wspotczesnych. Kolejna ex wskpu pdéwiecona jest morfologii i biologii pasgta
w oparciu o najnowsze gpniennictwo swiatowe. Autor positkuje gi w tym przejrzyst
grafika komputerow. Obszerna cZé wskpu pdwiccona jest analizie klinicznych
uwarunkowa giardiozy u ludzi i zwiergt. Doktorant rozwza zrodta i drogi zarzenia,
cytujac najczstsze okoliczngi zaraen. Dodatkowo przedstawia aktualne patyt dotycace
patogenezy inwazji. Dokonuje réwunieprzeghdu pkmiennictwa odnosgego s¢ do
prewalencji Giardia duiodenalisu zwierat gospodarskich i towarzyszych. Dane te
przedstawioneasw formie trzech obszernych tabel. W wyeglninionej czsci tego rozdziatu
Doktorant analizuje dane dotyxz girdiozy u ludzi. Przytacza problem ten dotyka 280
min. rocznie w skaliswiata. Kolejna cz& wstpu péwiecana jest analizie wspotczesnych
mozliwosci diagnostycznych giardiozy u ludzi i zwietz Autor szczego6towo opisuje
mozliwosci diagnostyki mikroskopowej i serologicznej. Szgakmie wiele miejsca pwigca

diagnostyce molekularnej wskazaj mazliwe do wykorzystania markery genetyczne.
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Niezmiernie wanym aspektem profilaktyki giardiozy jest rowmi@naliza kontaminaciji
srodowiska cystami pasgta. W tym aspekcie Autor opisuje aliovosci badania prébek
srodowiskowych. Wszystkie rozwania udokumentowanea sodpowiednimi pozycjami
pismiennictwa. Reasumag,stwierdzamze tezy i zalaenia ugte we ,\Wstpie” recenzowanej
pracy stanowd gruntowne teoretyczne uzasadnienie hdotglacych przedmiotem dysertacji
doktorskiej

W nastpnej czsci pracy Autor przedstawia 4 cele bad&ostaty one zdefiniowane
w sposbb jasny i zrozumiaty, a postawienie ich anal uzasadnienie w rozwaniach
zawartych we wspie pracy doktorskiej .

W rozdziale Materiat i metody przedstawiono przgbpocesu badawczegogdacego
przedmiotem dysertaciji.

W odniesieniu do | celu pracy dotyrzego prewalencji inwazji u ludzi i zwieiz
materialem do badabyty 583 proby katu ludzkiego, zwiertzgospodarskich, towarzyszych
i wolno zyjacych, pochodacych z rejonu Pojezierzagkzynsko- Wiodawskiego, w tym 100
préb od ludzi, 86 od bydta, 10 od koni , 824wdn, 60 od pséw, 27 od dzikéw, 28 od jeleni,
21 od lisbw, 23 od tosi, 48 od saren, 7 od wilkéwod zagcy i po jednej probie od wydry,
borsuka, tasicowatych, i kunowatych. W celu izdlagst Giardia z prébek katu zastosowano
metod flotacyjno-sedymentacyjnz wzyciem Percollu. Natomiast w celu identyfikacji cyst
wykorzystano nowoczesgrtechnilke oparty na metodzie fluorescencji bezpedniej (Direct
Fluorescent Assay - DFA). W badaniach pasho s¢ zestawem komercyjnym Giardi-a-Glo
Comprehensive Kit (Waterborne, Inc, USA.). Jakeralatywra metod identyfikacji cyst
zastosowano technjkmolekulara. Jej kolejne fazy to dezintegracja cyst, izoldg)dA przy
uzyciu testu komercyjnego QlAamp DNA Mini Kit (Qiageramplifikacja fragmentu genu
p-giardina (nested PCR), obrazowanie produktéw PCR dgrefgktroforezy. Ostateczna
analiza gatunku oraz wykazanie podali&v genotypowych mdzy uzyskanymi izolatami
a take izolatami referencyjnymi wykazano przez sekwemcyvanie i analig
filogenetyczm, w oparciu o programy bioinformatyczne jak: BioEdi7.2.5, ClustalWw,
RaxML 8.0, Dendroscope 3, Mega 6.

W nawizaniu do Il celu badg jakim byto wykazanie skali kontaminagjiodowiska
Pojezierza kczynsko-Wiodawskiego cystantiardia spp.,materialem do badabyty prébki
wody pobrane z 13 jezior pojezierza z okolgpielisk oraz 12 prébek wody pochadej
z rowéw melioracyjnych zlokalizowanych na pastwidka Dodatkowo badano osady
sciekowe odwodnione orazieki oczyszczone z trzech oczyszczalni oraz pr@okermentu

z dwu biogazowni zlokalizowanych na terenie Pojeae teczynsko-Wiodawskiego.
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Badano rownig prébki gleby z siedmiu pastwisk na ktorych prowamz wypas bydia
i owiec. W celu izolacji cyst Giardia probki wodypgdano filtracji i immunomagnetycznej
separacjiz wyciem zestawu komercyjnego Dynabeads GC-Combo (Li#ehnologies).
Izolackg cyst z probek osadoveiekowych,scieku oczyszczonego, pofermentu z biogazowni
oraz gleby przeprowadzono metodedymentacyjno-flotacyjn z wyciem nasyconego
roztworu azotanu sodu. Identyfikagjyst dokonano podobnie jak w badaniach prébek katu
metodami  fluorescencji bezfedniej i irzynierii  genetycznej (PCR wraz
sekwencjonowaniem).

Wielkim atutem recenzowanej pracy jest zastosowsaeyoki wachlarz nowoczesnych
technik diagnostycznych dedykowany@&iardia spp, pozwalajcych na skuteczne i pewne
rozpoznanie inwazji. Na uwagzastuguje szczegoélnie odczyn fluorescencji b&zumiej,
pozwalajicy na wizualizagj pasayta w badanej probce.

Prace wzbogacaj dodatkowo szerokie badania genetyczne, iliw@jace szczegotowe
poréwnania fragmentoéw genomu, a tym samym dokladaaliz; populacji pasgytow oraz
ich filogenezy. Doktorant z dg swobod postuguje si prawidtowo dobranymi technikami
molekularnymi w celu osgnigcia zat@onych celéw rozprawy doktorskiefwiadczy to
o szerokiej wiedzy Doktoranta, jak rowni@imiegtnosci dobrania odpowiednich nadzi
niezlednych do zrealizowania planéw badawczych.

W rozdziale péwigconym wynikom pracy, poczyngy od etapu prezentowania skali
prewalencji, Doktorant w sposob rzeczowy i zrozdyn@azedstawia najistotniejsze z punktu
widzenia prezentowanej rozprawy rezultaty badaozdziat ten mgemy podziek na trzy
zasadnicze e#ci. W pierwszej, péwigconej ekstensywrigi inwazji dotycacej wielu
gatunkowzywicieli, Doktorant wykazat relatywnie niski odsktearaonych ludzi — 2%, przy
jednoczénie wysokie] prewalencji u zwiegz gospodarskich (22,1%). Gatunkami
0 najwikszej ekstensywrioi byty swinie i owce. Zalenoi¢ ta zostata potwierdzona zaréwno
w metodzie immunofluorescencji jak i PCR. Analaujprewalengj inwazji u zwierat
towarzysacych i wolno zyjacych, wykazano zazanie na poziomie 19% i 7 %, co rzuca
nowe swiatto na ska¢ wysktpowania zagrgen zarowno wsrodowisku synantropijnym jak
i sylwatycznym. Gatunkami u ktorych nagéziej stwierdzano pasgty byty psy , wilki, lisy
oraz dziki. W drugiej agci, pawigconej kontaminacjisrodowiska, cysty znajdowano
najczsciej w prébkach pochodezych z oczyszczalniciekdw oraz w probkach pofermentu
z biogazowni. Obecri¢ cyst wykazano w wodzie z jezior w 7% préb . Natashiprobki
gleby z pastwisk byly wolne od zanieczyszczeniardida Interesyjcym jest, ¥ w probkach

pochodacych z oczyszczalnisciekbw oraz biogazowni, mimo wykrycia znacej
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konatminacji cystami metadfluorescencji bezpmedniej, metodami molekularnymi nie
wykryto DNA pasayta. Kolejna, bardzo interesiga czs$¢, paéwigcona analizie genetycznej
izolatbw od ludzi i zwierat wykazata ich przynaimos¢ do typu A, co potwierdza
zoonotyczny charakter inwazji. RoOwnieechy genetyczne innych izolatow pochganzh
od zwierat, zwlaszcza wolngyjacych, potwierdzaj ich zaraliwos¢ dla ludzi -Typ
genetyczny B. Analiza filogenetyczna wykazakauzyskane sekwencje twar klady, ktore
Sa powigzane z typami genetycznymi. Poza zoonotycznymi firypR oraz B, stwierdzanymi
najczsciej, wykryto take typy E i D, nie stanowtce zagraenia dla cztowieka. Pochodzity
one glownie od zwiert gospodarskich i wolnayjacych. Jako najeZciej stwierdzany typ
genetyczny, wykazano zoonotyczny Typ B. Jego ob&cnai zwierat gospodarskich,
towarzysacych, wolnayjacych oraz w probacKrodowiskowych potwierdzazigiardioza
jest znaczca dla cztowieka zoonaz Podobiéstwa filogenetyczne dotygze badanych
izolatéw, zostaty poréwnane z sekwencjami izolatésverencyjnych w postaci drzew
filogenetycznych. Poszczegblne sekwencje uzyskgmeélz pochodacych od ranych grup
zywicieli oraz prébsrodowiskowych (proby wody) zostaty zgtoszone doyb&enBank i
uzyskaty numery akcesyjne. Opisowa&z wynikOw bada zostata uzupetniona o liczne
przejrzyste ryciny i tabele, ktére wzbogacdysertagj i utatwiajg porownania uzyskanych
przez Doktoranta wynikow.

W rozdziale ,Dyskusja” Autor w sposéb dojrzaly i eaerpuacy skonfrontowat
wyniki wtasnych bada z bogatym i trafnie dobranym goniennictwem. Nalgy zaznaczy,
ze @ to w dwzej mierze publikacje obcggyczne z ostatniego dziesiolecia. W ten sposob
Doktorant udowadnia dolprznajomad¢ problematyki, a take umiegtnosé przedstawienia
obszernego materiatu w formie zwartej i logiczreépdchodzi On przy tym W Sposob
krytyczny zaréwno do osgnic¢ wkasnych badajak i danych pimiennictwa. Nie waha si
przy tym przed prezentowaniem wiasnych pdglv odnénie badanych zjawisk,
dotyczcych inwazjologii giardiozy. Omawiana dyskusja dikdavo wzbogaca warko pracy
i $wiadczy o dobrym przygotowaniu merytorycznym Dokiua.

Na podstawie przeprowadzonych badAutor pracy wysugt 8 interesujcych
wnioskow, odnosgcych st do celow badai znajdupcych swe uzasadnienie w uzyskanych
wynikach déwiadczenia.

Pra@ oceniam bardzo wysoko nie wnosz zadnych zastrzen do wartdgci
merytorycznej pracy. Dysertacja jest napisana ws@pozrozumiaty. Obszerne opisy
i wyjasnienia oraz podziaty na podrozdziaty utatwiapercepgi, niekiedy trudnych

zagadni&, omawianych przy tym w bardzo fachowy sposéb.
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Z obowizku recenzenta pragrrowniez zwroc uwag na niewielkie nigcistosci
jezykowe, redakcyjne i techniczne dostraee w pracy np.:

W tytule pracy, Wystpowanie Giardia duodenalisu ludzi oraz wybranych
gatunkéw zwiergt gospodarskich i wolnazyjacych na terenie Pojezierzagdzynsko —
Wiodawskiego” nie uwzgkdniono zwierat towarzyszacych ktére byty obiektem bada

W rozdziale Materiat i Metody p 3.2.2 oraz dwukiietw streszczeniu str. 72 niezbyt
trafnie wyto pogcia ,zwierzta hodowlane”. W odniesieniu do cytowanych gatunkow
proponug zaspic je okreleniem -zwierzta gospodarskie, zwrot -zwieta hodowlane jest
pojeciem znacznie szerszym.

W tym samym rozdziale p 3.5.2.1 tytut podrozdziakreslono jako ,Flotacja”.
Analizujac opisal metod sugerug zastosowé okreslenie jako metoda sedymentacyjno-
flotacyjna. Pierwszy jej etap to sedymentacja wspgama wirowaniem. Dodatkowo w opisie
uzyto okrelenia , probki... wirowano przez 15 min z$id100g” . Sugeruje zamiast skrotu
myslowego wy¢ okreslenia -sita odrodkowa 1100g . Dodatkowo Autor opisajmetod, nie
powotuje s¢ na jakkolwiek pozycje pimiennictwa. Czy jest to autorskie opracowanie
metodyczne?. W takim uktadzie proponsygnowa ja jako metoda wtasna. W przeciwnym
wypadku jest to modyfikacja wkasna innej metodaliezy powota sie na jejzrodto.

W rozdziale Wyniki p 4.3. przeoczono wyniki badamvody pochodiej z rowdw
melioracyjnych w liczbie 12 préb,allz biednie je okrélono jako wod z , pozostatych
12 jezior”

W rozdziale dyskusja str 55. W zdaniu , Metodyptezwolity m.in. na petniejsze
poznanie drog zazania cztowieka.... ”. P@pie -droga zargenia —w parazytologii odnosicsi
do drogi wnikania formy inwazyjnej pagsga do organizmuzywiciela. W przypadku
giardiozy zawsze jest to droga oralna. Autor prgvadibbnie miat na n#ji drogi szerzenia
si¢ inwazji w populacjizywicieli w kontelécie zrodta zaraenia .

Niezbyt jasne w mojej opinii jest réwriesformutowanie #yte w dyskusji str 57
~Wystepowanie objawow Kklinicznych jest bowiem uzal®ne m.in. od intensywnoi
i_rodzaju inwazji oraz od cech osobniczygywiciela.” W moim wyobraeniu to rodzaj
inwazji uzaleniony jest od wysipienia lub braku objawdw klinicznych.

Powyzsze uwagi nie umniejszajwartagci naukowej ocenianej dysertacji, raaj
gidwnie charakter uwag redakcyjnych, z nadgigje zostan one uwzgidnione przed

przekazaniem jej do opublikowania.



Koncowa ocena pracy

Pracg doktorskg Pana mgr. Krzysztofa Stojeckiego oceniam bardzo wysoko.
Doktorant w petni zrealizowat postawione w zatozeniach pracy cele i wysungl trafne wnioski.
Whozyt wiele wysitku w opracowanie strony graficznej pracy, podnoszacej znacznie warto$é
merytoryczng pracy doktorskiej. Zarowno dobor metod badawczych jak tez interpretacja
wynikéw badan wlasnych, w konfrontacji z licznie cytowanymi pracami innych autorow
swiadeza o dojrzatosci naukowej Autora. Rozprawa doktorska mgr. Krzysztofa Stojeckiego
wnosi nowe, oryginalne wartosci poznawcze i poszerza wiedze na temat mozliwych drog
szerzenia si¢ giardiozy. Wykazuje znaczng réznorodnos¢ genetyczng badanych izolatéw,
przez co rdznicuje zagrozenie zarazeniem w kontekscie réznych zywicieli. Dodatkowo efekty
tej pracy, moga przyczyni¢ si¢ do opracowania nowych lokalnych strategii profilaktyki
i zwalczania giardiozy u ludzi i zwierzat.

Przedstawiona do oceny praca jest samodzielnym, oryginalnym i wartosciowym
dorobkiem naukowym Pana mgr. Krzysztofa Stojeckiego, o duzych wartosciach naukowo-
poznawcezych oraz aplikacyjnych i moim zdaniem odpowiada w petni 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 szczegdlowego trybu
i warunkow przeprowadzania czynnosci w przewodach doktorskich, w postepowaniu
habilitacyjnym oraz postgpowaniu o nadanie tytutu profesora. Biorgc powyzsze pod uwage
przedstawiam Wysokiej Radzie Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego —
Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach wniosek o dopuszczenie mgr. Krzysztofa
Stojeckiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Bardzo wysoka ocena pacy, uwzgledniajaca przede wszystkim innowacyjnosé
zastosowanych metod, aktualno$¢ tematu problematyki badawczej oraz rzetelno$¢ badan,
zredagowanych w przedstawionej dysertacji, upowaznia mnie do wystapienia do Wysokiej
Rady Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu

Badawczego w Putawach o wyrdznienie pracy doktorskiej stosowng nagroda.
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