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"Szop pracz (Procyon lotor, L) — introdukowany i inwazyjny gatunek
jako potencjalny rezerwuar zoonotycznych
mikropasozytéw jelitowych"
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Uniwersytetu Wroctawskiego

Domowe, hodowlane i dzikie zwierzeta moga by¢ zrodiem chordb zakaznych dla ludzi. Jednak
problem zoonotycznego potencjatu wielu czynnikéw etiologicznych wywodzacych sig od zwierzat
dziko zyjacych nadal budzi najwiecej kontrowersji nie tylko w Polsce ale i na calym $wiecie.
Obecnie, nie istnieje uniwersalny i prosty sposéb oceny jednokomérkowych pasozytow jelitowych,
ktéry jednoznacznie w sposob szybki umoziiwitby precyzyjng oceng ztozonosci problemu
zoonotycznoéci wykrytych patogenow. Wedtug Jonesa i wsp., (2008), w ostatniej dekadzie
sklasyfikowano 35 gatunkéw jednokomérkowych organizméw pasozytniczych, ktore stanowig
wiekszy lub mniejszy problem dla zdrowia publicznego i zwigzanych z nimi zarazen
odzwierzecych. Na tej liscie znajdujg sig organizmy bedgce obiektami badar zawartymi w
rozprawie doktorskiej Pani mgr Kingi Le$nianskiej nalezacych do jednokomérkowych pasozytow
(Cryptosporidium sp.) i grzybow (mikrosporydia Enterocytozoon bieneusi oraz Encephalitozoon
spp.). Ponadto, na jeszcze wiekszg zlozonos$¢ problemu oszacowania potencjatu zoonotycznego
wplywa fakt duzej liczby gatunkéw dzikich zwierzat bedacych zywicielami wspomnianych
mikropasozytow i ich wzajemnych $rodowiskowych interakeji. Takze, istotnym wyzwaniem w
trakcie pracy z przedstawicielami ,dzikiej fauny” do ktérych zaliczy¢ mozna drapiezne ssaki (szop
pracz, jenot azjatycki, lis rudy, borsuk europejski czy kuna) jest pozyskanie prob katu ze
srodowiska. Jesli nie ma mozliwo$ci pobrania prob bezposrednio od zwierzat w trakcie sekcji w
postaci zawartoéci jelita to uzyskuje sie materiat z gruntu w miejscu obecnoéci ssaka. Z reguty nie
jest on tatwo dostepny, a czesto uzyskany materiat jest w matych ilociach jak i niskiej
(zanieczyszczonej) jakosci.

Chociaz w ostatnich latach wyjasniono wiele aspektow epidemiologii zaréwno kryptosporydiozy jak
i mikrosporydiozy, to nadal nie wiadomo jaka role odgrywaja dzikie zwierzgta w ich transmisji.
Nalezy przy tym podkresli¢, ze identyfikacja mozliwych zrédet zarazenia i zasiggu zywicieli jest
piwotalnym problemem w epidemiologii i zapobieganiu zaréwno kryptosporydiozy oraz
mikrosporydiozy. W rozwigzaniu tego zagadnienia pomocne s3a techniki biologii molekularne;.
Molekularna charakterystyka danych uzyskanych z wielomarkerowej analizy pozwala bowiem nie
tylko na rozréznienie blisko spokrewnionych gatunkéw, ale umozliwia takze zilustrowanie transmisji
poprzez precyzyjne oznaczenie genotypu pasozyta, a tym samym zrodta zarazenia.



Wobec powyzszego, zaproponowany i zrealizowany temat pracy przez Panig mgr Kinge
Lesnianska, zmierzajacy do okreélenia roli szopa pracza jako introdukowanego i inwazyjnego
gatunku bedgcego potencjalnym rezerwuarem zoonotycznych mikropasozytéw jelitowych jest
wysoce uzasadniony. Nalezy takze zaakcentowac, ze niektore fragmenty przedstawionych badan
sg pionierskie.

Rozprawa doktorska Pani mgr Kingi Le$niariskiej jest napisana bardzo przejrzyscie; liczy 126 stron
oraz zawiera12 tabel i 17 rycin. Cato$é poprzedza wykaz publikacji naukowych obejmujgcych
wyniki zawarte w rozprawie doktorskiej (jedna opublikowana w czasopiémie o wysokim
wspdtczynniku IF, druga w przygotowaniu do publikacji w zagranicznym czasopiémie). Pozostaty
wykaz obejmuije: jedng publikacje oryginalng w polskim czasopi$mie oraz spis 7 doniesien ze
zZjazdow i konferencji o zasiggu krajowym, jaki6 z konferencji o zasiegu migdzynarodowym na
ktérych przedstawiono z wyniki oraz metodologie w ramach rozprawy doktorskiej. Pozostaty wykaz
3 ,impaktowanych” publikacji obejmowat zagadnienia nie zwigzane z rozprawg doktorska,

w ktérych Pani mgr Kinga Le$nianiska byta wspétautorka.

Przedstawiona do oceny dysertacja zawiera wszystkie rozdziaty typowe dla rozprawy doktorskiej,
ktére wiericzy obszerne streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Kazdy z rozdziatow zawiera
liczne podrozdziaty utatwiajace czytelnikowi zapoznanie si¢ z trescig pracy i éledzenie kierunku
opracowania wykonanych badan. W swojej pracy Doktorantka umiescita az 207 pozyciji
odpowiednio, dobranego w wigkszosci anglojezycznego, niemieckiego (9 pozycji) i polskiego (20
pozyciji) piémiennictwa oraz cytowan 5 aktéw prawnych, co Swiadczy o bardzo dobrej znajomosci
literatury fachowej. Ponadto, podane zostato 6 cytowanych zrodet internetowych. Podkreslenia
wymaga takze schludnos¢ i dobrze opracowana szata graficzna rozprawy.

Wstep pracy jest przegladem najwazniejszych aspektow wiedzy nt. Cryptosporidium i
mikrosporydiow, a takze charakterystyka zwierzat nalezacych do drapieznikéw ujetych w
badaniach. W oparciu o dane literaturowe Autorka omawia systematyke, cykle rozwojowe i
krazenie patogenow w srodowisku, ktadgc szczegéiny nacisk na wtasciwo$ci pasozyta wptywajgce
na $rodowiskowa dyspersje oraz ich zoonotyczny charakter. We wstegpie omawia takze
diagnostyke, jaki i najnowsze trendy oraz osiggniecia badan, co $wiadczy o duzej wiedzy i
profesjonalizmie Autorki.

Cel rozprawy doktorskiej przedstawiono klarownie. Pomimo wybrania jednego gatunku zywiciela —
szopa pracza jako wiodacego obiektu badan, to na uwage zastuguje holistyczne podejscie Autorki,
bowiem wiaczyta do badan wspéttowarzyszace gatunki drapieznikéw takie jak jenot azjatycki, lis
rudy, borsuk europejski czy dwa gatunki kun - le$nej i domowej. Aby wykaza¢ jaka role odgrywa

introdukowany i inwazyjny gatunek szopa pracza jako rezerwuar zoonotycznych mikropasozytow
jelitowych Autorka:

(1) poprzez analize molekularng okreslata ekstensywno$é inwazji mikropasozytami jelitowymi u
szopa pracza z réznych terendw;

(2) zbadata prewalencje Cryptosporidium sp i mikrosporydiow u wspétwystgpujacych z szopem
praczem zwierzat drapieznych wykorzystujac do ich analizy metody statystyczne i molekularne;

(3) okreslita interakcje i potencjat zoonotyczny wykrytych mikropatogendw, a takze;

(4) oszacowata ryzyko dwukierunkowej transmisji Cryptosporidium sp., E. bieneusi i
Encephalitozoon sp. u wspdtbytujgcych z szopem drapieznikow.

Metody badan doktorantka przedstawita w sposéb bardzo szczegdtowy i jasny. Przystepujgc do
realizacji zatozen swojej pracy Autorka musiata sie wykaza¢ znajomoscia i opanowaniem réznych



metod i technik biologii molekularnej popartych zastosowaniem metod statystycznych do analizy
uzyskanych danych. Wykorzystanie tak duzej réznorodnoéci instrumentarium badawczego
swiadczy o gruntownym podejéciu, ktore jest pomocne w intelektualnej konsekwencji dociekan
epidemiologicznych.

Obecnie jestesmy $wiadkami dynamicznych zmian epidemiologicznych Cryptosporidium i
mikrosporydiéw, zwigzanych z poszerzeniem ich kregu zywicielskich, ktore majg wptyw na zdrowie
publiczne. W ten trend wpisuja sig wyniki badan Pani mgr Kingi Le$nianskiej, ktére przedstawita w
poszczegdlnych podrozdziatach, bardzo szczegbtowo i rzetelnie ilustrujgc uzyskane dane.
Przedstawione wyniki jednoznacznie wskazuja, ze ambitne zalozenia pracy zostaty zrealizowane;
zaréwno u szopa pracza, jak i towarzyszacych gatunkow ssakéw drapieznych z réznych stanowisk
(7 miejsc badawczych w 3 krajach) wykryto DNA Cryptosporidium oraz E. bieneusi i
Encephalitozoon sp.. Analiza molekularna (oparta na fragmencie sekwencji DNA aktyny) 20
izolatow Cryptosporidium uzyskanych od szopa pracza pozwolita scharakteryzowac je jako
Cryptosporidium ,genotyp skunksi”. Obecno$é tego genotypu takze potwierdzono w jednej probie
od borsuka. Ponadto, pozostate izolaty Cryptosporidium wykryte nalezaty do C. canis ,genotyp psi”
(od jenota), C. erinacei (od jenota i borsuka) i C. suis (od jenota), C. canis ,genotyp lisi” (od lisa),
Cryptosporidium dwoéch ,genotypéw nornika” MK-2018a i If (od lisa) i C. ditrichi (od kuny lesnej).
Podobnie, Autorka na podstawie sekwenciji ITS rDNA scharakteryzowata dwa genotypy E. bieneusi
uzyskanych od szopa pracza oznaczonych jako NCF2 i D. Obecno$é DNA powyzszych genotypéw
E. bieneusi potwierdzita takze u jenota, lisa i kuny lesnej. W zestawieniu genotypoéw E. bieneusi
wykrytych w niniejszych badaniach nalezy wymienié jeszcze ,genotyp C” (od lisa), ,genotyp
EbCar2” (od borsuka) i ,genotyp IV” (od kuny leénej/domowe). Trzecim, wewnatrzkomoérkowym
patogenem wykrytym u szopa, jenota, borsuka i kuny leénej/domowej byt scharakteryzowany do
rodzaju Encephalitozoon sp.

Na szczegblng uwage zastuguje fakt, ze po raz pierwszy na $wiecie przeprowadzono badania
dotyczace wystepowania Cryptosporidium, E. bieneusi oraz i Encephalitozoon sp. u wolnozyjgcych
szopow, ktdre sa gatunkiem inwazyjnym. Wraz z ekspansja na nowe terytoria, ten gatunek
zywiciela nabywa, szerzy i utrzymuje w przyrodzie zoonotyczne izolaty jednokomérkowych
patogendw jelitowych, co wigze sie to z duzymi konsekwencjami epidemiologicznymi dla rodzime]
fauny i ludzi, co Autorka potwierdzita w trakcie niniejszych badar (obecnos¢ u szopow praczy
Cryptosporidium ,genotypu skunksa” , E. bieneusi genotypéw D i NCF2 i Encephalitozoon sp. —
dwa ostatnie sg pierwszym stwierdzeniem). Jednoczesnie Autorka wykazata, obecno$é zaréwno
specyficznych jak i potencjainie zoonotycznych patogenow z rodzaju Cryptosporidium i
mikrosporydiéw u dzikich ssakéw drapieznych. Cze$¢ ujetych wynikéw jest pierwszym
stwierdzeniem, co zastuguje na podkreslenie znaczenia dla poszerzenia wiedzy i jej wptywu na
nauke.

Dyskusja rozprawy doktorskiej jest umiejgtnie przeprowadzona i oparta jest o wtadciwie dobrang
literature. Autorka, krytycznie analizuje i poréwnuje wyniki wiasnych badan z wynikami uzyskanymi
przez innych autoréw. Swiadczy to o dobrym przygotowaniu merytorycznym i wiedzy niezbednej
do obiektywnych rozwazan nie tylko o znaczeniu introdukowanego gatunku jakim jest szop pracz
ale takze o konsekwencji obecnosci mikropasozytow u wspétwystepujacych dzikich ssakéw
drapieznych.

Pani mgr Kinga Lesnianska zamyka rozprawe 9 wnioskami, ktére odpowiadajg celom pracy
stanowigc logiczne zakonczenie uzyskanych wynikow.

Jak w wiekszosci publikaciji naukowych, tak i w niniejszej rozprawie doktorskiej mozna znalezé
drobne bledy, ktére jednak nie wplywaja na oceng merytoryczna pracy. Jednakze w moim
obowigzku jest zwrdcenie uwagi na owe niedociagnigcia: (1) pomimo opisania w rozdziale
,Materialy i metody” markera (fragmentu genu kodujacego biatko $ciany oocyst) COWP do



molekularnej charakterystyki Cryptosporidium to nie ma odniesienia w wynikach i dyskusji o
celowosci jego uzycia. W moim odczuciu, dane uzyskane z pozostatych 2 markeréw tj. 18S rRNA
oraz fragmentu genu kodujacego aktyne w celu opisania implikac;i epidemiologicznych sg
wystarczajace; (2) na Ryc. 10 (str.66) brakuje wstawienia opisu badanych gatunkéw
mikropasozytéw; (3) drobne btedy edytorski w rozdziale ,Bibligrafia” (pozycja 98, 108, 125, 184)

Podsumowujac cato$é, stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa jest wszechstronng i gtebokg
analizg umozliwiajgcg rozwiazanie trudnego zagadnienia. Jest oryginalna, nowatorska i wiele
wnosi od strony badawczej. Wskazuje na znaczna role nie tylko inwazyjnego gatunku jakim jest
szop pracz ale i innych ssakéw drapieznych dziko zyjacych w utrzymywaniu w $rodowisku réznych
genotypdw Cryptosporidium E. bieneusi i Encephalitozoon sp., ktore stanowig zagrozenie dla
zdrowia. Istotna rola ssakéw drapieznych w transmisji tych groznych patogenow zostata
potwierdzona wynikami molekularnej charakterystyki. Stwierdzam, Ze rozprawa wymagata duzego
naktadu pracy i czasu, a jednocze$nie wymagata znajomosci i opanowania molekularnych,
bioinformatycznych i stystycznych technik badawczych. Jest nowoczesna i swiadczy o
profesjonalnym warsztacie naukowym, w ktérym zostata wykonana. Tak kompleksowe
przeprowadzenie badarn jest mozliwe w osrodku, w ktérym doktorantka ma merytoryczne wsparcie
swojego promotora.

Nalezy wspomnieé, iz oprécz gtéwnego nurtu prowadzonych badan, istotnymi osiagnigciami w
przedstawionej pracy doktorskiej bylo takze: (1) wykrycie po raz pierwszy w Europejskiej populacji
jenota i lisa E. bieneusi ,genotyp NCF2”, (2) wykrycie DNA E. bieneusi ,genotypu C" w prébie od
lisa, ktére byto dotychczas scharakteryzowane jedynie u ludzi, (3) pierwsze stwierdzenie
Encephalitozoon sp. u jenota, jak rowniez (4) pierwsze potwierdzenie wykrycia DNA kilku
patogenéw nalezacych do C. ditrichi, dwoch genotypdw E. bieneusi ,NCF2 i IV i Encephalitozoon
sp. u kun.

Majac to na uwadze, Wnosze do Wysokiej Rady Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie
Pani mgr Kingi Le$nianskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, ze wzgledu na rzetelne i wszechstronne opracowanie podjgtego tematu, obszerny
materiat, réznorodnosé metod badawczych, wysoki poziom merytoryczny i wprowadzenie nowych
wartosci do poznania epidemiologii kryptosporydiozy i mikrosporydiozy wystepujgcych u zwierzat
dziko zyjacych, wnosze o przedstawienie rozprawy pani mgr Kingi Le$nianskiej do Nagrody Jego
Maghnificencji Rektora Uniwersytetu Wroctawskiego.

Poznan, dnia 19 sierpnia 2019 roku
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