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»OCENA ZOONOTYCZNYCH CZYNNIKOW RYZYKA ZARAZENIA CZEOWIEKA
PIERWOTNIAKIEM TOXOPLASMA GONDII NA TERENIE POLSKI”

Podstawg do sporzadzenia niniejszej recenzji jest pismo prof. dr hab. Krzysztofa
- Chomiczewskiego Przewodniczacego Rady Naukowej NIZP-PZH oraz dr Grzegorza Juszczyka
Dyrektora NIZP-PZH, z dnia 18 maja 2018 roku.

Recenzowana rozprawa zostala przygotowana w Zakltadzie Parazytologii i Chordb
Przenoszonych przez Wektory NIZP-PZH pod kierunkiem dr hab..n. med. Elzbiety Gotgb prof. NIZP-
PZH. W czgsci merytorycznej obejmuje dziewigé rozdziatéw (Wstep, Cele Pracy, Materiat, Metody,
Wiyniki, Dyskusje, Wnioski oraz Streszczenie w jgzyku polskim i angielskim) i zajmuje 102 strony.
Czegs¢ uzupelniajagcg stanowi PiSmiennictwo — obejmujace 324 pozycje (w wigkszo$ci
anglojezyczne), Wykaz tabel i Spis ilustracji. Wykaz stosowanych skr6téw, znajduje sie na poczatku
rozprawy i nie zostal zawarty w spisié tresci. Calo$¢ rozprawy zamyka siq.na 130 stronach.

Na podstawie rozprawy lek. wet. Dawid Jaficzak aplikuje o stopien doktora nauk medycznych
w zakresie biologii medycznej. W ponizszej recenzji skupilem si¢ na kryteriach oceny dostosowanych
do wymagan stawianych rozprawom doktorskim.

Wybrany temat rozprawy uwazam za jak najbardziej uzasadniony. Analizujgc dostepne w
bazach danych zestawienia bibliometryczne tatwo sig¢ zorientowad, ze zagadnienie toksoplazmozy
pozostaje aktualne i to nie tylko ze wzgledu na zalecenia medyczné. Wywolywana przez pierwotniaka
Toxoplasma gondii toksoplazmoza jest jedna z najczgstszych parazytoz czlowieka na $wiecie.
Odsetek 0s6b seropozytywnych wynosi od 5% do 90%, a w populacji polskiej odsetek ten waha sie
migdzy ok. 36,0% do ok 63%. W cyklu zyciowym tego pasozyta niezbednym ogniwem sg zywiciele
ostateczni, ktérymi sg koty. Jednak mimo rozpowszechnionego w spoleczenstwie stereotypu kota,

jako gtéwnego zagrozenia, to nie kontakt z kotem jest najczgstszym Zrodtem zarazenia. Zwykle jest
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nim spozycie niedogotowanego bgdz surowego migsa zakazonego tachyzoitami lub bradyzoitami
tego pierwotniaka. U 0s6b zdrowych toksoplazmoza moze wywolywaé objawy grypopodobne, j w
wigkszosci przypadkéw przebiega bezobjawowo. Moze ona jednak powodowaé powazne
konsekwencje zdrowotne w przypadku niemowlat urodzonych przez zarazone matki i oséb o
ostabionym ukladzie odpornosciowym. Ponadto liczne badania wskazujg na istotng dodatnig
korelacje pomigdzy wystepowaniem bezobjawowe]j toksoplazmozy, a chorobami psychicznymi
(choroba dwubiegunowa, schizofrenia, autoagresja itd.), podejmowaniem zachowani ryzykownych i
popelnianiem samobdjstw. W zwigzku z tym pasozyt ten moze prawdopodobnie wplywad
bezposrednio réwniez na stan teoretycznie zdrowych i Bezobjawowych nosicieli. Zatem
konsekwencje spoleczne i zdrowotne zarazenia 7. gongii moga by¢ powazniejsze niz wezesniej
sadzono. W zawigzku z tym, najlepszym podejsciem w walce z toksoplazmozg cziowieka jest jej
zapobieganie. Skuteczna prewencja nie jest mozliwa bez doktadnego poznania czynnikéw ryzyka
zarazenia wystgpujacych w $wiecie i w lokalnych populacjach ludzkich. Wiasnie czynnikéw ryzyka
zarazenie czlowieka w Polsce dotyczy przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska
przygotowana przez lek. wet. Dawida Janczaka. Wyniki przeprowadzonych przez niego badan, poza
oczywistq warto$cig poznawczg, moga mieé takze zastosowanie praktyczne i wskazaé te czynniki,
ktore w najwigkszym stopniu mogg przyczynia¢ si¢ do rozprzestrzeniania T. gondii w srodowiski i

populacji ludzkiej w Polsce.

Rozprawa doktorska lek. wet. Dawida Jaficzaka ma typowa strukture. Po spisie tresci
doktorant zamieszcza wykaz skrotow. We wstepie prezentowany jest przeglad dostepnej literatury,
nastepnie cele pracy, opis materiatu i metod, po czym doktorant przechodzi do prezentacji
uzyskanych wynikéw badan, ktére dokladnie dyskutuje w rozdziale ,,Dyskusja” z odpowiednio
dobranymi pozycjami literaturowymi (gléwnie obcojezycznymi). Catosé czesci merytorycznej
rozprawy zamykaja wysunigte przez doktoranta wnioski oraz krotkie podsumowania. Bibliografia
zawierajgca 324 pozycje dobrana jest prawidtowo i Scisle zwigzana z tematem rozprawy.

Ze wzgledu na powierzona mi role pozwolg sobie pomiaé szczeg6towy opis zawartych w
rozprawie tresci i ograniczy¢ si¢ do najwazniejszych uwag, co jest wlasciwg istotg recenzji rozprawy

doktorskiej, jako pracy naukowe;j.

Czg$¢ merytoryczng doktorant rozpoczyna od zajmujacego 21 stron Wstepu, w ktérym w
sposob stosunkowo szczegotowy przedstawia aktualny stan wiedzy zwigzany z biologia pasozyta,
charakterystyka genetyczng, Zrédtami i drogami zarazenia oraz wystepowaniem T. gondii u r6znych
gatunkow zwierzat. Wstep doktorant rozpoczyna od krétkiego rysu historycznego, wspomina ze

gatunek ten zostat po raz pierwszy opisany w 1908 roku. Jednak praca, ktéra cytuje w tej czesci




wstepu ukazata si¢ w 1909 roku. Wedlug mojej wiedzy T. gondii zostata odkryta przypadkowo w
1908 przez Charles’a Nic(olle’a, ktéry pracowal w Pélnocnej Afryce poszukujac rezerwuar6w
Leishmania. Tu wiasnie pojawia si¢ pierwszy opis pasozyta (patrz Nicolle, C., L. Manceaux, 1908.
Sur une infection A corps de Leishman (oil organiémes voisins) du gondi. C. R. Hebd. Seances Acad.
Sci. 147, 763-766) i dopiero pdzniej po raz kolejny w 1909. Chcae przedstawié publikacje, w ktorej
znajdziemy pierwsze informacje o tym gatunku nalezatoby si¢ powola¢ na t¢ wiasnie publikacje.
Przydatoby si¢ uwzglednié¢ takze publikacje Alfonso Splendore, (1 9108), ktéry pracujac w Sao Paulo
mniej wiecej w tym samym czasie odkryt podobnego pasozyta w krdlikach (Un nuovo protoaz
parassita de’conigli incontrato nelle lesioi anatomiche d’une malatti che ricorda in molti punti il Kala-
azar dell’ umo. Nota prelininaire pel. Rev. Soc. Sci. Sao,” Paulo. 3, 109-112). Chcac byé
konsekwentnym w przedstawianiu historii odkrycia warto bytoby wspomnie¢, kto zaliczyt T. gondii
do kokcydiow.

Drobna uwaga dotyczy uzywania petnej (Toxoplasma gondii) i skroconej (7. gondii) nazwy
gatunkowej. Skoro juz na poczatku wstepu pojawia si¢ pelna nazwa gatunku, to nie ma potrzeby jej
stosowania w dalszej czgsci tekstu rozprawy. Wystarczy sie ograniczy¢ do nazwy skrocone;.

- W poczatkowe]j czesci wstepu doktorant wymienia osoby zakazone wirusem HIV, jako
szczegblnie narazone, czy chodzi tu raczej o pacjent()w niepoddanych leczeniu lub tych z AIDS?
Odnosnie ryzyka u pacjentdw poddanych immunosupresji, to ciekawi mnie czy jest ono zwigzane z
jej rodzajem czy nie ma to znaczenia?

Dalej autor omawia wystgpowania pasozyta w $wiecie. Omawiajgc rozpowszechnienie i
seroprewalencj¢ toksoplazmozy warto powotla¢ si¢ na prace Wilking et al. (2016) (Sci Rep. 2016; 6:
22551), gdzie autorzy przedstawiajg doktadng analize najnowszych danych epidemiologicznych etc.
w Niemczech, czyli kraju tuz za naszg granicg. Publikacji tej nie znalaztem réwniez w dyskusji
wynikow.

W kolejnych czgéciach znajdziemy, krétka prezentacj¢ metod diagnostycznych i leczenia
toksoplazmozy oraz pozycj¢ taksonomiczng i zarys biologii tego pierwotniaka. W opisie dotyczgcym
" bradyzoitéw znalazlem stwierdzenie ,,Bradyzoity otaczajg si¢ cienkg (< 0,5 pum) $ciang z tkanki
tacznej i kontynuujg swoje podziatly komdrkowe tworzac w ten sposéb cyste tankows. Z biegiem
czasu cysty rozrastajg si¢ dostosowujac si¢ do ksztattu komoérki i mogg zawiera¢ nawet do kilkuset
bradyzoitow”. O ile mi wiadomo Sciang cysty tkankowej tworzy material pochodzacy z zajetej przez
pasozyta komorki i ten pochodzenia pasozytniczego. Proszg o wyjasnienie, w jaki sposéb bradyzoity
otaczajg si¢ tkanka, jaka jest tkanka taczna i tworzg w ten sposéb cyste tkankows. Przypuszczam, ze
jest to przejezyczenie wynikajace z tlumaczenia tekstow obcojezycznych i pdzniejszych etapow

przygotowywania rozprawy.




Po szczegolowej czgsci opisujacej biologie pasozyta doktorant przedstawia, po krotce,
charakterystyke genetyczng. Moim zdaniem powinien byt w tym miej seu poswieci¢ wigcej miejsca
na omowienie dostepnej w tym zakresie literatury, szczegdlnie w dobie osiagnie¢ genomiki. Omawia
on tu trzy gtéwne linie klonalne, brakuje jednak nieco bardziej szczegblowego przedstawienia prac,
ktorych wyniki zostaty uzyskane w oparciu o sekwencjonowanie genomowe. Autor zwraca uwage na
zréznicowang wirulentno$é szczep6éw, co jest niezwykle wazne z punktu widzenia klinicznego.
Mozna by si¢ tu pokusi¢ o dodanie kilku zdan opisujacych, z czego ta zmiennosé obrazu klinicznego
moze wynikaé. Wiadomo na przyklad, ze rézne szczepy T. gondii wywohija zréznicowana
odpowiedz immunologiczna. Te cz¢$¢ wstgpu warto uzupetnié réwniez o wyniki badan wskazujace
na zarazenie oocytami, jako powodujgce cigzsze objawy kliniczne niz te wystepujace po zarazeniu
cystami tkankowymi. Z pewnoscig uatrakcyjnitoby to zamieszezony opis i pozwolito czytelnikowi
pozna¢ mechanizmy z tyni Zwigzane.

W czgsei wstgpu zwigzanej ze zrédtami zarazenia warto rozdzielié te zwigzane z oocystami
od cyst tkankowych i tachyzoitéw. Z czystej ciekawosci zadam w tym miejscu doktorantowi pytanie.
Czy sg mu znane prace, w ktérych jako mozliwa droge zarazenia podaje sic wnikniecie pasozyta
przez uszkodzong/zraniong skérg? Jedng z metodg zarazania zwierzat laboratoryjnych jest droga
podskérna lub dootrzewnowa. W zwigzku z tym czy np. pracownik rzeZni, pracujacy z surowym
migsem i narazony ﬁa skaleczenia réwniez moze zarazié si¢ przezskornie?

Doktorant wspomina, ze ,,Czgste s3 zarazenia poprzez przeszczepy narzadéw i tkanek” czy
tak jest rzeczywiscie? Jaki jest to odsetek i czy stosuje sie lub powinno stosowaé profilaktyke anty-
toksoplazmozowa u biorcow przeszczepu? ‘ _

Wstep konczy sig omdwieniem wystepowania toksoplézmozy u zwierzat. Z wiadomych
powodéw autor zaczyna od oméwienia kotéw domowych. Informacje te uzupehitbym jedynie o dane
dotyczace czasu trwania siewstwa u kotow. Dalej omawiane sg kolejne grupy zwierzat. W tej czgscel
brakuje omoéwienia wystgpowania 7. gondii u ptactwa i zwierzat zmiennocieplnych. Obie grupy
zwierzgt sg czgstym sktadnikiem diety, a wige spozywanie pozyskanego z nich i niedogotowanego
migsa wiaze si¢ z ryzykiem tokspolazmozy. Warto w tym miejscu zastanowic sie, dlaczego doktorant
szerzej nie ujat w swych badaniach migsa ptakéw, jako mozliwego zoonotycznego czynnika ryzyka
zarazenia. Ponadto we wstepie nie znalaztem informacji, jakie czynniki i w jaki sposob wplywaja na
zywotnos¢/inwazyjnosé oocyst. We fragmentach zwigzanych z przenikaniem tachyzoitéw do mleka
brak jest informacji dotyczacych mleka krowiego, ludzkiego oraz tych przedstawianych w pracach z
wykorzystaniem eksperymentalnie zarazonych szczuréw. Doktorant wspomina o publikacji Dubey’a'
(1986), gdzie podaje on mleko krowie, jako potencjalne zrédto zarazenia sie¢ T. gondii. Jednak

informacja ta znalazta si¢ w miejscu oderwanym od opisu danych dla mleka kéz i owiec.




Warto podkresli¢, ze doktorant w tej czesci rozprawy zawraca uwage na te aspekty biologii i
epidemiologii pasozyta, ktére mozna zastosowaé praktycznie w profilaktyce toksoplazmozy (migso
oraz potrawy uwazanie za ekskluzywne [Carpaccio z dziczyzny etc.], odpowiednia edukacjg
wlascicieli kotéw, grupy ryzyka). Ponadto wskazuje na ograniczone dane epidemiologiczne
prewalencji wystgpowania toksoplazmozy u zwierzat w Polsce. Wskazuje to na konieczno$é
przeprowadzenia na terenie catego kraju szeroko zakrojonych, wieloosrodkowych badaf
epidemiologicznych w tym zakresie. |

Po wstepie doktorant przedstawia Cel pracy, a raczej cele pracy. Caly pierwszy akapit
poprzedzajacy wymiang celéw pracy uwazam za zbedny i powinien by¢ przeniesiony do wstepu. Z
obowigzku recenzenta musze zwrécié uwage na, czesty w pracach doktorskich, brak hipotezy
badawczej. Dobrze bylo by, aby taka hipoteza, do ktérej weryfikacji (pozytywnej lub negatywnej)
stuzy realizacja celow badawczych, pojawila si¢ w akapicie podsumowujgcym wstep lub
poprzedzajgcym cele. Niemniej z pewnoscig obierajac temat i wyznaczajgc zadania badawcze
doktorant wiedziat, co chce nimi zweryfikowaé.

Gtéwnym celem pracy, postawionym przez doktoranta, byla ocena zoonotycznych czynnikéw
ryzyka nabycia przez czlowieka zarazenia T. gondii na terenie Polski. Do jego realizacji doktorant
wyznaczy? trzy cele szczegélowe. Pierwszym byto okreslenie czgstosci wystepowania przeciwciat
IgG przeciwko T. gondii wéréd wybranych zwierzat domowych, hodowlanych oraz w grupie
praktykujgcych lekarzy weterynarii. W tym miejscu zastanawia mnie, dlaczego wybrani zostali
wylacznie praktycy weterynaryjni. Moze warto byto rozwazyé wigczenie innych grup zawodowych
np: hodowcy zwierzat, mysliwi itp. Drugim z celéw szczegélowych byto okreslenie czestosci
wystgpowania materialu genetycznego 7. gondii w mleku owczym i kozim oraz w tkankach
wybranych zwierzat hodowlanych i dziko zyjacych. Mimo roshqcego spozycia mleka i wyrobow
mlecznych wytwarzanych z mleka koziego i owczego, produkty te sg stosunkowo mato popularne.
Zastanawia mnie, dlaczego do badan nie bylo wiaczone najpopularniejsze w Polsce mleko krowie.
Trzecim z nich byla charakterystyka genetyczna szczepéw T. gondii wyizolowanych od ludzi i
zwierzat w latach 2006-2017. Wedtug mnie cel ten wymaga doprecyzowania, konkretne izolaty byly
przypisywane do linii klonalnych na postawie analiz RFLP. Metoda ta nie wskazuje rzeczywistego
stopnia polimorfizmu, a zatem moze blednie klasyfikowaé warianty ze wzgledu posiadang
homoplazj¢ lub po prostu na niewystarczajaca zdolno§é rozdzielcza. Moim zdaniem, aby podaé
charakterystyke genetyczng szczepéw nalezatoby zastosowaé sekwencjonowanie regionéw
genomowych ujawniajace petng réznorodnosé genetyczna, w tym polimorfizmy pojedynczego
nukleotydu oraz mate insercje i delecje. Sekwencjonowanie genomowe na 0g6t wykrywa znacznie
wicksza réznorodno$é genetyczng niz inne metody. Dobrym przykladem na to s3 wyniki

zaprezentowane przez Fazaeli i wsp. (2000) wskazujace na wysoki stopien polimorfizmu




obserwowany w locus GRA6 przez sekwencjonowanie (dziewie¢ sekwencji allelicznych z 30
szczepOw), podczas gdy analiza PCR-RFLP wykryla tylko trzy grupy. Rozumiem jednak, ze na
drodze do glebokiej charakterystyki genetycznej mogg staé zwigzane z tym koszty. Mimo to cele
zostaly sformutowane préwidlowo i ich konsekwentna realizacja prowadzi do osiggniecia celu
glownego.

Rozdziat Material, dodatkowo zilustrowany tabelami, przedstawia zebrane przez doktoranta
proby, cho¢ czgéciowo opisuje on w nim metody ich pozyskiwania. W takim wypadku zreczniej
bytoby opisa¢ materiaty i metody w jednym rozdziale. Doktorant nie podaje szczegétéw uzyskiwania
surowicy z krwi koni i innych zwierzg ani temperatury i czasu jej przechowywania. Zwykle, aby
otrzymaé surowice odwirowuje si¢ krew z uzyskanym w temperaturze pokojowej skrzepem. W
niemal catym tekscie rozprawy doktorant postuguje sie¢ RPM zamiast G dla podania warunkéw
wirowania i jest to 2000rpm. Na tej podstawie, bez danych technicznych dotyczacych modelu
wiréwki, trudno jest oceni¢ czy jest to predkosé odpowiagiajqca 1500-2000G, standardowo
stosowanym do uzyskiwania surowic. W podrozdziale 3.4. tabela 8 i 9 doktorant prezentuje badane
proby tkanek zwierzat hodowlanych. Prosze o informacje, czym kierowat si¢ doktorant wybierajac
taki, a nie inny miesien. Czy migsnie te sg znanymi miejscami predylekcji, czy tez chcial zbadaé,
ktore czgdci zwierzgeia niosg za sobg najwicksze ryzyko wystepowania tachyzoitéw i/lub cyst
tkankowych?

Uzyte przez doktoranta Metody sg do$é szczegbtowo opisane w rozdziale pod tym samym
tytule. Metody zostaty dobrane odpowiednio do zaplanowanych w pracy zadah badawczych i
postawionych celéw. W podrozdziale 4.1.3. ,,Ocena mikroskopowa uzyskanych preparatéw”
doktorant podaje powigkszenia obiektywow (100x i 400x???) nie podajac powiekszef okularu i/lub
powigkszenia catkowitego. Przypuszczam, ze podane przez doktoranta powigkszenia obiektywéw to
wlasnie brakujace powieszenia catkowite.

Moja zasadnicza ﬁwaga dotyczaca tej czesci rozprawy zwigzana jest z testem zastosowanym
do badania surowic krwi zwierzat i ludzi metoda aglutynacji bezposredniej tj uzycia testu Toxo-
Screen (BioMerieux). Wszystkie badania zostaty przeprowadzone tym samym testem niezaleznie od
gatunku zwierzecia. Dlaczego zostal wybrany akurat test dedykowany badaniu surowic ludzkich? W
jaki doktadnie sposéb zostata przeprowadzona walidacja testu? Wydaje sie, ze badajac surowice
pobrane od réznych gatunkéw warto zastosowaé test typu ,,mulispecies”. Ponadto Sukthanna et al.
(2001) wskazuja na mozliwe ograniczenia wykorzystania testu Toxo-Screen w badaniach
skriningowych.

Doktorant nie wyjasnia czy izolowal DNA z calosci pobranych tkanek. Podaje jedynie
informacje, ze uzywat do tego celu 100-150ug tkanki. Czy analizie poddane byly cale pobrane przez

doktoranta tkanki/narzady? Przyjmujac, ze waga serca $wini to ok. 250g trudno jest sobie wyobrazié,




zeby pobierajac materiat o masie 0,5g, a z niego 150ug trafié na miejsce, w ktorym znajduje si¢
pasozyt. Jakie kryteria zostaly zastosowane do wyboru fragmentéw tkanek poddanych p6zniejszym
badaniom genetycznym? Jezeli analizie nie byla poddawana cafa tkanka to ile prob zostato z niej
pobranych i czy byly pobierane z r6znych miejsc tej samej tkanki?

W czedci dotyczacej izolacji DNA z mleka ponownie doktorant stosuje RPM, a nie wartos$¢
G, w odniesieniu do warunkéw wirowania. Nie znalaztem tu réwniez informacji, czy po wirowaniu
zostata usunieta powierzchniowa warstwa thuszczu, ktéra moze przeszkadzaé w dalszych etapach
procedury. Metoda zastosowana do izolacji DNA z mleka jest prawidlowa jednak w przysztosci warto
pamietaé, ze wskazuje si¢ na uzycie gotowych zestawu do izolacji, jako najefektywniejszych (Volk
et al. Journal of Food and Nutrition Research 2014).

W tabeli 11 wymienione zostaly startery uzyte w badaniach, jednak cytowana jest praca
Dubey’a i wsp. (2006). Czy wszystkie zamieszczone startery zostaly wykorzystane w trakcie
realizacji pacy doktorskiej? Jesli tak, to czy wszystkie uzyskane produkty zostaty zsekwencjonowane
i zdeponowane w odpowiednich bazach danych? W dalszej cze$ci znalazlem informacje, ze
sekwencjonowany byl jedynie fragment genu B1. Dlaczego pozbstale produkty nie zostaly oddane
do sekwencjonowania, skoro jeden z celdw zaklada charakterystyke genetyczng wystepujacych w
Polsce szczepoéw T. gondii? |

Poniewaz praca doktoranta dotyczyta zoonotycznych czynnikéw ryzyka, prosze o
wyjasnienie, dlaczego w badaniach nie byl wykorzystywany sok miesny. Wszak wielokrotnie
wykazano, ze serologia soku migsnego (MJS) jest doskonatg metodg wykrywania zakazenia 7. gondii
przy uboju réznych gatunkow, w tym badanych przez doktoranta gatunkéw zwierzgt. Metoda ta
zostala potwierdzona, jako dobrze korelujaca z serologig surowicy (Basso i wsp., 2013; Meemken i
wsp., 2014; Bacci i wsp., 2015). W odniesieniu do podjgtego tematu badan brak tego typu analiz jest
stabg strong rozprawy. Moim zdaniem wyniki uzyskane na soku migsnym znacznie wzbogacityby
rozprawe i pozwolily na pelniejszg analize pozyskanych przez doktoranta wyrebow migsnych i
innych tkanek. Szczegdlnie, ze sam doktorant na poczgtku trzeciego akapitu (strona 79) wspomina,
ze w badaniach zwierzat rzeZnych zamiast surowicy wykorzystuje si¢ sok migsny. Innym
rekomendowanym do badan nad toksoplazmoza narzadem jest mézg. Czy byto rozwazane uzycie
tkanki moézgowej, jako reprezentatywnej dla wszystkich gatunkéw zwierzat wykorzystanych w
doktoracie?

Rozdziat ,,Wyniki” przedstawia oryginalne osiggnigcia doktoranta i zostal bogato
zilustrowany licznymi tabelami i wykresami. Rozdzial ten nie budzi moich wiekszych zastrzezen, a
przedstawione wyniki sg liczne i zréznicowane, co $wiadczy o naktadzie pracy, jaki zostal wlozony
w powstanie rozprawy. Doktorant przedstawia rezultaty swoich badaf w sposéb niestandardowy.

Wszystkie wyniki przedstawione sa w punktach, co jest raczej charakterystyczne dla podsumowania.
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Musze jednak przyznaé, ze forma ta ulatwia zapoznanie sie z rezultatami badan i ogranicza ilo§¢
zbegdnego tekstu. Mak kilka pytan zwiazanych z ta czescig rozprawy. Czy wiadomo, jakim testem
zostaly uzyskane wyniki dla podrozdziatu 5.2.1. ,,Wystepowanie przeciwcial IgG przeciwko
Toxoplasma gondii w surowicach kotéw z Warszawy i okolic pozyskanych z Weterynaryjnego
Laboratorium Diagnostycznego w Warszawie” i jaki byt udziat doktoranta w tych badaniach? Czy sa
to wyniki ogélnodostgpne mogace by¢ podstawg innych rozpraV\; i/lub publikacji? Kto ma prawo do
uzyskanych w ramach tych testow wynikoéw? Podobne pytanie mam odnosnie podrozdziatu 5.2.2.
5.2.2 ,,Wystgpowanie przeciwciat IgG przeciwko Toxoplasma gondii u kotdéw z pigciu wojewodztw
zbadanych w ramach projektu: ,,Ocena Zdrowia Kotéw w Polsce”.

W podrozdziale 5.2.2. pojawia si¢ skrét PR, ktérego wyjasnienie mozna znalez¢ pod tabelg
umieszczong dwie strony dalej. Rozwiniecie skrétu powinno by¢ umieszczone wezesniej a sam
termin ,,nieskorygowany iloraz prewalencji” wyjasniony w sekcji Metody.

Tabele 18 ze strony 62 proponowalbym uzupehic o gatunek zwierzecia, z ktdrego pochodzi
analizowana probka.

Punkt 5 podrozdziatu 5.7 5.7 ,,Wyniki genotypowania wielomarkerowego” powinien by¢
precyzyjniej wyrazony podczas formulowania wniosku ,,O pojawianiu si¢ nowych szczepéw T.
gondii na terenie Polski‘ swiadczy wykrycie po raz pierwszy w probach materiatu ludzkiego
pierwotniakéw nalezacych do I linii klonalne;j”. Stwierdzenie I linii klonalnej, w materiale ludzkim
niekoniecznie $wiadczy o tym, ze szczepu tego w Polsce wezesniej nie byto. O ile mi wiadomo I linia
klonalna byla stwierdzana w materiale zwierzecym. W zwiagzku z tym wniosek ten nalezy dostosowaé
do uzyskanych wynikow.

Rezultaty badan doktoranta wskazuja, ze koty rzadko sa siewcami oocyst, te aplikant znalazt
w kale jednego dorostego kota w wieku 6 lat. Zwraca on réwniezuwagg na inne czynniki zoonotyczne
mogace by¢ przenoszone przez koty takiej jak np: Giardia intestinalis czy Toxocara cati. Doktorant
potwierdza obserwacje innych autordéw, ze istotnym czynnikiem ryzyka jest karmienie zwierzat
surowym migsem i pozwalanie im na polowanie. Ponadto wyniki uzyskane przez doktoranta
dostarczajg dodatkowych informacji o wystgpowaniu 7. gondfi u zwierzat gospodarskich. Mam
nadzieje, ze badania te beda kontynuowane przy uzyciu odpowiednio dobranych i dedykowanych do
nich testow. Badajac lekarzy weterynarii doktorant potwierdza réwniez, ze prawdopodobiefistwo
stwierdzenia toksoplazmozy zwigksza si¢ wraz z wiekiem i wigze si¢ ze spozywaniem surowego
migsa i nie ma zwigzku z wykonywaniem tego zawodu.

Dyskusja, zawarta na 24 stronach zostata podzielona na cztery podrozdziaty. Doktorant
prezentuje w niej swoje oryginalne rezultaty na tle obecnego stanu wiedzy. Catosé tego rozdziatu
poprowadzona jest w sposob konsekwentny i sp6jny. Poza oméwieniem wynikow wiasnych, aplikant

przedstawia ciekawe informacje uzupelniajace, co razem ze wstgpem stanowi kompendium




podstawowej wiedzy w podjetym przez doktoranta temacie. Doktorant wykazuje w niej umiejetnosé
prowadzenia dysputy naukowe; i selektywnego wyszukiwania danych literaturowych. Przedstawiajac
dostepna literature doktorant nie unikngt niewielkich btedéw. Juz na poczatku dyskusji pisze on
»Koty... jedynie u nich zachodzi pefen cykl rozwojowy”. Nie jest to prawda, poniewaz cykl
rozwojowy T. gondii zachodzi réwniez u innych kotowatych takich jak zbik, ry$ itd.

Pod koniec podrozdziatu 6.1. 6.1 ,,Ocena rozpowszechnienia zarazenia Toxoplasma gondii u
kotéw” mozna znalezé obszerny fragment dotyczacy wykorzystania technik molekularnych do
wykrywania T. gondii w prébach wody. Zakoriczony jest on zdaniem » Wszedobylstwo oocyst
Toxoplasma szczegélnie w przypadku trawozernych ssakéw moze sprzyjaé nabyciu zarazenia”. O ile
dobrze kojarze koty nie naleza do trawozernych ssakow. Zatem prosze o Wyj asnienie jak ten fragment
ma si¢ do rozpowszechnienia zarazenia T' gondii u kotéw i wynikow uzyskanych w trakcie realizacji
zadan badawczych?

Podrozdziat 6.2, w ktérym doktorant omawia rozpowszechnienie zarazenia T, gondii wéréd
zwierzat hodowlanych i dziko zyj gcych powinien byé, moim zdaniem, podzielony na koleje
podrozdziaty np: 6.2.1. Konie, 6.2.2. Bydlo itd.

Na stronie 79 rozdziatu Dyskusja, doktorant wspomina, ze do celéw pracy zbadal 110 kréw.
Wydaje mi sig, ze powinien podaé informacje¢ z jakiego typu hodowli pochodzily. Jesli byt to chéw
oborowy i wolny, to zwierzeta powinny by¢ podzielone na dwie grupy badane. Pozwolitoby to
stwierdzi¢ czy i w jaki sposéb typ hodowli moze wplywaé na wystepowanie toksoplazmozy u krow.

Oméwienie toksoplazmozy u trzody chlewnej wydaje sie zbyt pobiezne. Niemal 10 lat temu
Dubey (2009) opublikowat prace przegladows ,,Toxoplasmosis in pigs—The last 20 years”, w ktorej
cytuje znacznie wigeej publikacji niz tych zamieszczonych w rozprawie przez doktoranta. Spozycie
miesa wieprzowego w Polsce jest bardzo wysokie, dlatego akurat w tym przypadku spodziewatbym
si¢ lepszego oméwienia sytuacji panujacej naszym kraju w poréwnaniu z dostepnymi danymi
literaturowymi.

Jak doktorant wyttumaczy fakt braku przeciwciat IgG u owiec, w ktérych mleku stwierdzono
material genetyczny pierwotniaka? Informacja te jest powtérzona na kolejnej stronie. Doktorant nie
stwierdzit obecnosci DNA pasozyta w zadnej z pobranych préb mleka kéz. Czy prébowat w tym celu

zastosowac inna metodyke np. real-time PCR?

Uwazam, Zze w szeregu prezentowanych w dyskusji danych nalezatoby lepiej uwydatnié
osiggnigcia doktoranta. Obecnie ging one w gaszczu literatury. Ponadto kazdy z podrozdzialow
mogtby koriczy¢ si¢ krétkim podsumowaniem, w ktérym doktorant wskazywatby na luki w wiedzy i

wskazywat dalsze postepowanie.




Pomimo, ze doktorant nie badal mozliwosci zarazenia si¢ czlowieka przez spozycie miesa
drobiowego i ptactwa lownego, a szkoda, to dobrze bytoby o tym wspomnieé w dyskusji lub wstepie
do rozprawy. Tym bardziej, ze w materiale badawczym doktoranta ptactwo lowne bylo
uwzglednione.

Jednymi z najciekawszych badaf przeprowadzonych i dyskutowanych przez doktoranta jest
analiza plynu owodniowego przeprowadzona na bardzo licznych prébach. Efektem tego byto
stwierdzenie, po raz pierwszy, wystepowania I linii klonalnej u ludzi w Polsce. Moim zdaniem nie
daje to jednak podstaw do formulowania stwierdzenia, Ze uzyskane wyniki wskazujg na pojawianie
si¢ nowych szczepéw na terenie Polski.

Podsumowujgce wyniki ,, Wnioski” sa ciekawe i mogg mie¢ znaczenie praktyczne. Zostaty
sformufowane na bazie uzyskanych rezultatéw i klarownie przedstawione. Jednak Wniosek 4
wymaga drobnych zmian kosmetycznych i doprecyzowania, zgodnie z uwagami zamieszczonymi
przeze mnie powyzej.

Calo$¢ rozprawy zamyka streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Oba streszczenia
konczg si¢ wnioskami wysnutymi przez doktoranta. W streszczeniu anglojezycznym brakuje wniosku
czwartego. Nie czuj¢ si¢ kompetentny do oceny poprawnosci jezykowej streszczenia
obcojgzycznego, jednak wedlug mnie wymaga ono niewielkich korekt, np: stowo ,,province”
powinno zosta¢ zastapione przez ,,voividship”. Niemniej oba streszczenia sa konsekwentne i
przedstawiajg najwazniejsze wyniki przedstawionej mi do ocenyrrozprawy.

W calym tek$cie rozprawy sugerowatbym umieszczaé cytowania prac zaraz po pierwszym
zdaniu przedawniajacym osiggniecia innych badaczy. Nie jest réwniez powszechnie przyjeta
praktykga zamieszczanie cytowan jak np: ,.Khalaf i wsp. opisali przypadek toksoplazmozy
osrodkowego uktadu nerwowego u 44-letniego pacjenta po przeszczepie szpiku kostnego, ktéry byt
konieczny z powodu ostrej biataczki limfoblastycznej. Ze wzgledu na pogarszajacy sie stan zdrowia
pacjenta wykonano szereg badar, w tym przyzyciows biopsje mézgu. W badaniu histopatologicznym
uzyskanego materiatu stwierdzono obecnosé bradyzoitéw 7. gondii (Khalaf'i wsp. 2017).”. Powinno
by¢ ,.Khalaf i wsp. (2017) opisali przypadek toksoplazmozy osrodkowego uktadu nerwowego u 44-
letniego pacjenta po przeszczepie szpiku kostnego, ktéry byt konieczny z powodu ostrej biataczki
limfoblastycznej. Ze wzgledu na pogarszajacy si¢ stan zdrowia pacjenta wykonano szereg badan, w
tym przyzyciowa biopsje fnézgu. W badaniu histopatologicznym uzyskanego materiatu stwierdzono
obecnos¢ bradyzoitow 7. gondii Khalafiwsp-2017).”. Choé w innych miejscach cytowania bywaja
zamieszczane w sposob prawidlowy.

Autor nie uniknat btedéw interpunkcyjnych i stylistycznych. Przykladem tego jest stawianie
przecinka przed spdjnikami takimi jak np. ,,lub”. W co najmniej kilku miejscach znalezé mozna

zdania o ztej konstrukcji, ktére mogg by¢ niezrozumiate lub ich brzmienie nie nalezy do powaznych
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np: ,,Cook i wsp. w wyniku badaii wieloosrodkowych kobiet ciezarnych stwierdzili, iz
najistotniejszym czynnikiem ryzyka zarazenia si¢ T. gondii w Europie byla konsumpcja surowych
lub dlugodojrzewajacych mies i wedlin, w tym suszonego miesa oraz salami (Cook i wsp. 2000).”.
Az chee si¢ doktorantowi zadaé pytanie kim sg te ,,wieloosrodkowe kobiety ciezarne”. Rozumiem,
ze doktorantowi chodzi o badania wieloosrodkowe, przeprowadzone na grupie kobiet ciezarnych.
Zdat tego rodzaju jest w rozprawie wigcej, nie bede ich wszystkich wymienial, szczegdlnie Ze z

pewnoscig zostang one poprawione w trakcie przygotowywania pracy do druku.

Po zapoznaniu si¢ z trescig przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskiej, moge stwierdzic, ze
zostata ona napisana w sposob prawidtowy. Doktorant sprecyzoWal i konsekwentnie zrealizowat cele
badawcze, stosujagc do tego odpowiednio dobrang metodyke;. Whioski koncowe wynikajg z
uzyskanych wynik6éw i sg jednoznaczne. Rozprawa napisana jest zrozumiatym jezykiem, a wiodacy
udzial doktoranta nie budzi moich watpliwosci i $wiadczy o jego samodzielnosci naukowe;.
Zamieszczone w mojej recenzji uwagi i watpliwosci majg charakter konstruktywnej krytyki i nie

obnizajg mojej pozytywnej oceny pracy.

Podsumowujac, przedstawiona mi do oceny rozprawa lek wet. Dawida Janczaka pt. ,Ocena
zoonotycznych czynnik6w ryzyka zarazenia cztowieka pierwotniakiem Toxoplasma gondii na terenie
Polski” jest dowodem umiejgtnosci samodzielnego prowadzenia badan naukowych. Rozprawa ta
spetnia warunki stawiane pracom doktorskim okreslone w ustawie o stopniach i tytule naukowym.
Whioskuje, wigc do Wysokiej Rady NIZP-PZH o przyjecie rozprawy i dopuszczenie lek wet. Dawida

Janczaka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz publicznej obrony rozprawy.
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