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Recenzja
rozprawy doktorskicj mgr Zanety Kopacz
pt.: ,Ocena czestosci wyst¢gpowania oraz charakterystyka molekularna
Cryptoospridium spp. u pacjentow immunokompetentnych oraz z immunosupresja

indukowang farmakologicznie z wybranych grup ryzyka”

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Zanety Kopacz wykonana zostala w
Katedrze i Zaktadzie Biologii i Parazytologii Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich
we Wroctawiu, pod kierunkiem prof. dr hab. Andrzeja Hendricha i z udzialem promotora
pomocniczego dr Marty Kicia.

Kryptosporydioza, to choroba zaré6wno ludzi, jak i zwierzat, ktora jest wywolywana

przez pierwotniaki z rodzaju Cryptosporidium, typ Apicomplexa, rzad Eucoccidiida, rodzina
Cryptosporidiidae. Ten oportunistyczny patogen wykazuje naturalng sktonnos¢ do komoérek

nablonka uktadu pokarmowego i oddechowego. Inwazje tym pierwotniakiem sa na ogot
zlokalizowane w komdrkach nablonkowych jelita cienkiego, a w niektérych przypadkach moga
obejmowaé réwniez nabtonek drog zélciowych i trzustki. W wyniku zarazenia cztowieka i
umiejscowienia pierwotniaka w ukladzie pokarmowym, moga u pacjenta pojawi¢ si¢ objawy
kliniczne jak: podwyzszona temperatury ciata, uszkodzenie komoérek nabtonka jelit, zaburzenia
czynnosci przewodu pokarmowego, zaburzenia motoryki jelit, biegunki i stany zapalne jelit
cienkich. U oséb immunokompetentnych inwazja ma najczgsciej posta¢ tagodng i po dwoch
tygodniach ulega samoograniczeniu. Natomiast u 0s6b z niedoborami odpornosci jej przebieg
ma charakter przewlekly, a bez leczenia moze prowadzi¢ do wyniszczenia organizmu, a nawet

moze by¢ przyczyng Smierci, tym bardziej, ze dawka infekcyjna pierwotniaka jest bardzo niska
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i juz 10 - 30 oocyst moze wywotaé chorobe. Zakazona osoba wydala jednorazowo ponad 100
oocyst, a proces ten moze trwaé do 50 dni po ustgpieniu objawow biegunki.

Szczegdlne zainteresowanie zakazeniami tym pierwotniakiem zwigzane bylo przede
wszystkim z epidemig AIDS na $wiecie, wywotang przez ludzkiego wirusa niedoboru
odpornosci (HIV). W Polsce od 2001 roku kryptosporydioza znajduje si¢ w wykazie zakazen 1
choréb zakaznych podlegajacych ustawowemu obowigzkowi zglaszania. Jednak niewiele
laboratoriow diagnostycznych w Polsce prowadzi badania w kierunku kryptosporydiozy,
dlatego tez wiedza dotyczaca rozpowszechnienia Cryptosporidium w naszym kraju i jego
udziatu w wywotywaniu biegunek u ludzi, jest dos¢ ograniczona.

W tym kontekscie rozprawa doktorska mgr Zanety Kopacz, dotyczaca zbadania u
pacjentdw z pieciu wybranych grup ryzyka czestosci wystgpowania zarazen pierwotniakiem z
rodzaju Cryptosporidium 1 jego charakterystyka molekularna, dobrze wpisuje si¢ w
zapotrzebowanie zwigzane z poszerzeniem wiedzy na temat dotyczacy innych niz chorzy na
AIDS grup pacjentéw, ktérzy mogg by¢ narazeni na takie zagrozenie.

Temat podjety przez Doktorantke jest zatem aktualny, uzasadniony, wazny z punktu widzenia
biomedycznego i ma nie tylko walory poznawcze, lecz takze uzasadnienie kliniczne W mojej opinii
brak w dotychczasowym pismiennictwie opublikowanych rezultatow badan dotyczacych
charakterystyki materiatu biologicznego pod katem obecno$ci Cryprosporidium w tak duzej
liczbie probek materiatu (768) pochodzacego od znacznej liczby (619) pacjentéw. Gléwnym
zadaniem Doktorantki bylo zbadanie czestoSci wystepowania pierwotniakéw z rodzaju
Cryptosporidium u pacjentOw immunokompetenych i z immunosupresja indukowana
farmakologicznie z wybranych pieciu grup ryzyka oraz charakterystyka molekularna tych
pierwotniakow. Zatozono, Ze po zgromadzeniu materialu biologicznego od pacjentéw, nastgpstwem
oceny ryzyka zarazen bedzie analiza molekularna zidentyfikowanych patogenow, okreslenie
gatunkéw/genotypdw 1 analiza filogenetyczna oraz poréwnanie obrazu klinicznego u pacjentow
zarazonych 1 niezarazonych. Cel rozprawy zostal jasno sformutowany 1 wynika =z
przedstawionych we ,,Wstepie” zagadnien dotyczacych biologii pierwotniaka z rodzaju
Cryptosporidium.

Rozprawa doktorska mgr Zanety Kopacz jest to obszerne opracowanie napisane w

jezyku polskim, zawarte na 165 stronach. Rozprawa ma uktad kompletny i odpowiadajacy
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wymaganiom dotyczacym rozpraw doktorskich i zawiera: ,,Wstep”/53 strony, ,,Cel pracy”/1 strona,
,Materialy 1 metody/24 strony, ,,Wyniki’/22 strony, ,,Dyskusj¢”/17 stron” oraz syntetycznie
sformutowane ,,Wnioski”/2 strony, oraz ,Streszczenie”/S strony (w jez. pol. i ang.),
Pismiennictwo/20 stron, oraz 11 tabel i 15 rysunkow.

W czytelnie napisanym 1 interesujagcym, cho¢ bardzo rozbudowanym, ,,Wstepie”
obejmujacym zagadnienia przyporzadkowane celowi pracy, Doktorantka wprowadza w tematyke
rozprawy. Zapoznaje czytelnika z taksonomig pierwotniaka z rodzaju Cryptosporidium i jego cyklem
zyciowym oraz epidemiologia zarazen i drogami transmisji, a takze z patogeneza oraz obrazem
klinicznym zarazen i odpowiedzig immunologiczng organizmu gospodarza. Przedstawia réwniez
stosowane metody diagnostyczne i opisuje grupy ryzyka zakazen. Calos¢ tego rozdzialu $wiadezy o
dobrej znajomosci aktualnego pisSmiennictwa, odpowiedniej wiedzy i dobrym przygotowaniu do
podjetych badan.

Nie mniej jednak z obowigzku recenzenta chciatabym zauwazy¢, ze rozdzial ten liczacy 53
strony, jest w mojej opinii nieco zbyt rozbudowany. Pragne jednak podkresli¢, ze po skréceniu 1
bardziej syntetycznym ujeciu niektérych zagadnien dotyczacych Cryptosporidium, rozdziat ten
stanowi $wietny material na dobrg prace przeglagdows dotyczacg tych drobnoustrojow. Doktorantka
nie ustrzegla sic w nim drobnych blgdow edytorskich jak: brak lub przestawianie liter, bledy w
nazwie stosowanego leku czy zbyt dhugie zdania o do$¢ zawitym watku (przyklady m. in. na str 16,
23,25,26,27,30, 36,42, 68).

Pismiennictwo rozprawy to 312 pozycje, ktére $wiadcza o zapoznaniu si¢ Doktorantki z
ogromem literatury naukowej, nie mniej jednak sporo pozycji piSmiennictwa to pozycje dosy¢
,,wickowe” i uwazam, ze zamiast nich moznaby cytowa¢ jednak gtéwnie najnowsze publikacje oraz
uwzglednié w cytowaniach prace przegladowe, ktére w swojej tresci zawieraja juz omowione starsze
pozycje.

Rozdziat ,Materiat i metody” jasno i szczegdélowo opisuje zardéwno grupy
pacjentow jak pozyskany do badan materiat biologiczny. Odnosnie czgsci rozdziatu zawierajace;j
opis stosowanych metod badan uwazam, ze rozdziat ten jest poprawny, a dobor metod odpowiednio
dobrany do realizacji zatozonych celow. Przedstawione zostaly szczegdlowe informacje
dotyczgce wykonanych procedur umozliwiajgce ewentualne powtorzenie przedstawionych w

pracy badan. Lista opisanych procedur i badan jest wyczerpujgca i nie pozostawia watpliwosci,
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ze Doktorantka znakomicie opanowata warsztat badawczy w zakresie niezbednym do oceny
wynikow badan stanowigcych cel niniejszej rozprawy doktorskie;j.

Jednak w tym rozdziale w Tabeli 5 (str. 81) nie znalaztam informacji stanowiacej
odpowiedzi na pytanie czy startery uzyte w reakcji amplifikacji DNA Cryptosporidium zostaly np.
samodzielnie zaprojektowane przez Doktorantke, co zawsze podnosi wartos¢ pracy. Natomiast jesli
Doktorantka korzystala z sekwencji zaprojektowanych przez innych autorow, to z pewnoscig
powinien by¢ podany odpowiedni odnosnik literaturowy. Druga drobna uwaga dotyczaca tego
rozdziatu zwigzana jest z opisang procedurg reakcji tancuchowej polimerazy (PCR). Zabrakto
w niej informacji dotyczacej ilosci wyizolowanego DNA uzytego do amplifikacji jako matryca.
Podana zostata jedynie objetos¢ wprowadzanej matrycy (str. 90 cyt. ,,w przypadku amplifikacji
genow Cryptosporidium do mieszaniny dodawano 3 pl matrycy zaréwno w pierwszym jak i w
drugim etapie nested-PCR”), lub jak na str. 90 cyt ,,w przypadku amplifikacji beta-globiny
dodawano 1 pul”, bez podania ile to bylo nanograméw DNA. Oczywiscie, ze w wyniku izolacji
DNA prowadzonej wg standardowej procedury i zgodnie z zaleceniami producenta, mozna
przypuszczaé, ze powinno si¢ uzyska¢ podobng wydajnos¢ DNA. W klasycznej metodzie PCR
konieczna jest matryca DNA w ilosci 50 pikogramow, a w przypadku nested-PCR juz 50
femtograméw matrycowego DNA to ilos¢, ktdra pozwala uzyskaé produkty reakcji. Zwykle do
reakcji PCR mozna uzy¢ od 10 - 100 ng matrycy DNA, dobrze byloby zatem zamiesci¢
stosowng informacj¢ w rozdziale lub umies$ci¢ dane o st¢zeniu wyizolowanego DNA 1 wtedy
mozna wpisywac tylko objetos¢ probki wprowadzanej matrycy.

Wyniki zostaly szczegdtowo opisane w kolejnym rozdziale. W kazdej probce materiatu
biologicznego uzyskanego od pacjentow przeprowadzono detekcje Cryptosporidium stosujac metode
zagniezdzonego — PCR (nested-PCR) z zastosowaniem specyficznych starteréw w oparciu o
amplifikacje sekwencji nukleotydowej SSU rRNA. Na podstawie analizy sekwencji
zamplifikowanych genow kodujacych SSU rRNA lub HSP70 i aktyny oznaczono gatunki/lub
genotypy pierwotniaka. Stosujac metody mikroskopowe potwierdzano obecnos¢ oocyst lub form
troficznych pierwotniaka w badanym materiale.

Wyniki uzyskane przez Doktorantke to efekt badan przeprowadzonych na duzej grupie
pacjentow, sa dobrze udokumentowane w tabelach, na rycinach i zostaly poddane analizie

statystycznej. Tym bardzigj, ze wskutek zarowno braku mozliwosci profilaktycznych jak i braku
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skutecznej terapii, pierwotniak ten jest waznym problemem zdrowia publicznego, a z uwagi na
roznorodnosé gatunkéw zaréwno diagnostyka Cryptosporidium jak i postepowanie w przypadku
zarazen, stanowia niewatpliwie trudny temat. Ponadto uzyskane wyniki zwracajag uwage na realng
mozliwos¢é wystapienia zarazen nie tylko wéréd chorych na AIDS, lecz takze wsréd pacjentow z
immunosupresja indukowang farmakologicznie, jak pacjenci onkologiczni, biorcy przeszczepdw, czy
chorzy z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit. Sg interesujace tym bardziej, ze Cryptosporidium
nie jest uwzgledniane w rutynowej diagnostyce pacjentow z zaburzong odpornoscig i biegunkami o
nieznanej etiologii, stad tez dane dotyczace czgstosci zarazen sg czesto niedoszacowane. Jak wynika z
uzyskanych rezultatow dotyczacych pacjentow poddanych immunosupresji, juz stosowanie
jednolekowej terapii immunosupresyjnej moze by¢é wystarczajacym czynnikiem zwigkszajacym
ryzyko zarazenia tym pierwotniakiem. Wyniki Doktorantki mogg takze sugerowaé, ze w przypadku
tkanek ulegajgcych zmianie pod wptywem procesu zapalnego lub nowotworowego stanowi¢ mogg
one miejsca sprzyjajace inwazji pierwotniaka.

Doktorantka, w obszernej ,,Dyskusji”, w sposob wyczerpujacy omowita uzyskane wyniki na
tle dostgpnego pismiennictwa. Otrzymane rezultaty poddata rzeczowej dyskusji w odniesieniu do
wynikow uzyskanych przez innych autorow. Podkreslita, ze elementem nowosci jest stwierdzenie
wystgpowania zarazenia pierwotniakiem Cryptococcus meleagridis poza jelitem cienkim, a
mianowicie u pacjenta z nowotworem jelita grubego, a identyfikacja oocyst i merozoitéw
wskazuje na aktywne zarazenie w tkance nowotworowej. Ponadto, stwierdzenie obecnosci
Cryptosporidium baileyi w ukladzie oddechowym immunokompetentnej pacjentki ze
zdiagnozowang zmiang nowotworowa pluc o lagodnej etiologii, to roéwniez pierwszy
potwierdzony metodami biologii molekularnej przypadek =zarazenia drég oddechowych
czlowieka innym gatunkiem niz C. hominis czy C. parvum. Sprawnie poprowadzona dyskusja
$Swiadezy o dobrej znajomosci zagadnien dotyczacych biologii i identyfikacji rodzaju
Cryptosporidium w badanym materiale biologicznym. Sformulowane przez Doktorantke
,» Wnioski” wynikajg z przeprowadzonych badan i odpowiadaja postawionym celom.

Uwazam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Zanety Kopacz jest wartosciowa, zostata
prawidlowo zaplanowana i zrealizowana, a takze wnosi oryginalny, istotny wkiad do wiedzy
dotyczacej biologii Cryptosporidium oraz dostarcza cennych wiadomosci o charakterze poznawczym.

Doktorantka wykazata si¢ takze znajomoscig pismiennictwa, ktore jest wiasciwie wykorzystane, co
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dowodzi swobodnego poruszania si¢ w omawianym zagadnieniu i dobrym opanowaniu warsztatu
badawczego.
Whiosek koncowy

Podsumowujac ocene rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze jest to praca oryginalna z
istotnymi elementami nowo$ci naukowej, a uzyskane wyniki stanowia cenny material do
dalszych badan laboratoryjnych i klinicznych. Sformulowane na podstawie uzyskanych
rezultatow wnioski moga przyczyni¢ sie do zwrdcenia baczniejszej uwagi na wystgpowanie
zarazen pierwotniakiem z rodzaju Cryptosporidium u innych pacjentéw niz chorzy na AIDS, a
celem nadrzednym jest profilaktyka i skuteczne leczenie. Doktorantka wykazata sie
znajomos$cia omawianych zagadnien, odpowiednim opanowaniem warsztatu badawczego i
samodzielnoscig my$lenia.

Uwaiam, Ze rozprawa doktorska Pani Zanety Kopacz spelnia warunki okreslone w art.
13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm.) i wnioskuj¢ do
Wysokiej Rady Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we
Wroclawiu o przyjecie tej rozprawy doktorskiej i dopuszczenie Doktorantki do dalszych

etap6ow przewodu doktorskiego.
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dr hab. Danuta Witkowska, prof.



