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Dirofilarioza podskorna zwierzat migsozernych i cztowieka jest przykladem inwazji
zawleczonej na przestrzeni kilku ostatnich dekad, ktoéra charakteryzuje si¢ duzym potencjatem
rozprzestrzeniania w nowym Srodowisku. W wielu rejonach Polski prewalencja tej inwazji
u psow przekracza poziom 20 % populacji psow. Coraz czesciej pojawiaja si¢ takze
doniesienia o jej wystepowaniu réwniez u ludzi. Czynnikiem sprzyjajacym zawlekaniu
i rozprzestrzenianiu nowych inwazji jest zwigkszona mobilno$¢ ludzi i zwierzat.
W  przypadku dirofilariozy dodatkowym czynnikiem sprzyjajacym jest jednoczesne
wystepowanie istotnych zmian klimatycznych, pozwalajagcych na zajscie w rodzimych
warunkach klimatycznych pelnych cykli rozwojowych pasozyta. Biorgc pod uwage fakt, iz
zarazone zwierzeta sg potencjalnym dlugowiecznym rezerwuarem inwazji, nalezy obecnie
inwazje te traktowac jako rodzimg parazytoze o charakterze zoonotycznym. Niewystarczajaca
$wiadomos¢ problemu jakim jest dirofilarioza ludzi i zwierzat powoduje, ze znaczna czes¢
personelu medycznego i weterynaryjnego nie zdaje sobie sprawy z wystepujacego zagrozenia

oraz r6znorodnych skutkéw tej inwazji. Dlatego wszelkie badania oraz publikacje dotyczace
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dirofilariozy sg szczegolnie cenne. Z uwagi na brak wyraznych objawow klinicznych nawet w
przypadku jej podejrzenia w znacznym odsetku zarazen inwazja ta jest niedoceniana.
W konsekwencji postgpowanie terapeutyczne ogranicza si¢ najczesciej do fizycznej eliminacji
nicienia. Dopiero gl¢boka analiza immunologiczna z wykorzystaniem technik biologii
molekularnej pozwala dostrzec czgsto niewidoczne skutki zarazenia. Badania takie rzucajg
nowe S$wiatlo na problem wudzialu mechanizméw immunologicznych na poziomie
komorkowym na patogeneze tej oraz wielu innych podobnych inwazji. Dlatego analizowane
badania naukowe dotyczace specyfiki reakcji immunologicznych w przebiegu dirofilariozy
o zréznicowanej inetensywnosci sg wyjgtkowo interesujace i cenne. Wykorzystanie technik
biologii molekularnej daje mozliwo$¢ analizy reakcji zywiciela nawet w przypadkach
bezobjawowego przebiegu inwazji. Pozwala to na prognozowanie patogenezy w przypadku
wystepowania wspottowarzyszacych patogenéw lub zaburzen ukladu immunologicznego.
Znaczenie badan jest o tyle wieksze, ze dotyczy tych samych mechanizméw wystgpujacych
u zarazonego czlowieka. Dlatego wybor tematyki badawczej pracy doktorskiej Pani lek. wet.
Magdaleny Wysmolek oceniam bardzo wysoko, zaréwno z poznawczego jak i aplikacyjnego

punktu widzenia.

Oceniana rozprawa doktorska ma forme¢ jednotematycznego zbioru oryginalnych prac
naukowych opublikowanych w czasopismach o wuznaj renomie w Srodowisku
parazytologicznym. W ramach recenzowanej pracy uj¢to trzy artykuly opublikowane w latach
2020-2022 jako jednotematyczny cykl publikacji.
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Publikacje bedace podstawg dysertacji doktorskiej sa opracowaniami wieloautorskimi,
w ktoérych Doktorantka jest pierwszym autorem. Zostaly opublikowane w czasopismach
z listy Journal Citation Report (JCR) co odzwierciedla ich wysoki poziom naukowy
i edytorski. Ich sumaryczny wspétczynnik wptywu (IF) wynosi 9,092 a laczna liczba
punktéw dla czasopism z bazy MEIN wynosi 210. Publikacje powstaly w oparciu
o zaplanowane i wykonane do§wiadczenia wlasne, stanowiac zwarty jednotematyczny cykl,
co jest wymogiem stawianym dysertacjom doktorskim.

Cykl publikacyjny poswigcony jest problematyce zwigzanej z patogeneza dirofilariozy
podskornej a zwlaszcza tym jej aspektom ktore nie zawsze sg dostrzegane przez lekarzy
klinicystbw a majg znaczacy wplyw na szereg reakcji zarazonego organizmu, zwlaszcza
w interakcji z innymi czynnikami chorobowymi. Analizujagc mys$l przewodnig
jednotematycznego cyklu publikacji zauwaza si¢ gigboko przemyslang koncepcj¢ Doktorantki
oraz jej opiekunéw naukowych. Znaczenie opracowania jest dodatkowo tym wigksze, ze
dotyczy analogicznych reakcji w inwazjach tym samym patogenem u ludzi. Dlatego
poznawczy a takze aplikacyjny charakter tego opracowania zar6wno weterynaryjny jak
i medyczny czyni z niego wyjatkowo cenne i ciekawe osiagnigcie.

Dysertacja doktorska liczy 97 stron maszynopisu. Poza strong tytulowa na str. nr 3
autorka przedstawila oswiadczenia promotora o spetianiu warunkéw pracy doktorskiej oraz
o$wiadczenie wiasne potwierdzajace jej samodzielne autorstwo oraz, ze praca nie byla
wezesniej przedmiotem procedur innej dysertacji doktorskiej. Kolejna strona zawiera bardzo
sympatyczne podziekowania sktadane na rece promotoréow a takze wielu innych osob ktore
wspieraly doktorantke w dgzeniu do zamierzonego celu. Strony 7 i 9 zawieraja streszczenia
opracowania w jezyku polskim i angielskim. Strony 9 i 10 zawieraja spis tresci. Na stronie 13
autorka przedstawita dane bibliograficzne publikacji naukowych wchodzacych w skiad
rozprawy doktorskiej. Strona 14 i 15 zawiera wykaz skrotéw. Kolejne (str. 17 do 22)
zawierajg obszerny wstep w ktorym Doktorantka uzasadnia celowos$¢ podjecia badan
stanowigcych podstawe dysertacji. Na stronie 29 znajdujemy sformutowane cele badan.
Nastepna obszerna cze$¢ pracy zatytutowana ,,Materiat i metody™ liczy dziesig¢ stron (str. 25-
34) a kolejnych dwanascie stron (str. 35-46) zajmuje autorce omowienie wynikow. Dyskusja
w ujeciu konfrontacji wynikéw wiasnych z danymi literaturowymi zajmuje cztery strony
pracy (str. 47-50). Na str. 51 autorka zredagowata osiem wnioskéw. Strony 53-56 zawierajg
43 pozycje pismiennictwa. Kolejne strony dysertacji (59-79) to kopie oryginalnych artykutéw
naukowych, stanowigcych jednotematyczny cykl publikacji, bedacy podstawa pracy
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doktorskiej. Strony 83-96 to oswiadczenia wspdtautorow publikacji przyznajacy doktorantce
od 43 do 86 % udzialu na wszystkich etapach badan oraz powstawania publikacji. Str. 97 to
zgoda na udostgpnienie pracy w czytelniach biblioteki SGGW.

W ramach wstepu doktorantka przedstawilta cykl rozwojowy Dirofilaria repens wraz
z autorskim opracowaniem graficznym. Wstep jest bardzo ,,syntetyczny” bez szczegétowe]
morfologii pastytéw oraz systematyki patogenu. W mojej opinii w tym miejscu zabrakto
informacji wskazujgcych na przyczyne rozprzestrzeniania si¢ inwazji. Mysle, ze czytelnik
powinien dowiedzie¢ si¢ iz inwazjologia tej parazytozy rozni si¢ w zaleznosci od strefy
wystepowania. W rodzimych warunkach klimatycznych komary sa zdolne do transmisji
inwazji jedynie w okresie lata i wczesnej jesieni co zwigzane jest z okreslonymi
uwarunkowaniami temperaturowymi. Inna uwaga dotyczy uzycia przez Doktorantke
nieprecyzyjnych okreSlen np. (str 17) ,dojrzewanie postaci larwalnych do stadium
inwazyjnego L3”. W mojej opinii dojrzewanie i dojrzato$¢ wiaze si¢ z osiggnieciem postaci
zdolnej do rozmnazania. Larwy sg zawsze postaciami mtodocianymi dlatego w odniesieniu do
nich sugerowatbym uzycie okreSlenia jako osiggnigcie pewnego etapu rozwoju. Réwniez w
grafice cyklu rozwojowego autorka uzywa okreslenia ,,po ukaszeniu”. Pragne zaznaczy¢ iz
komary sg solenofagami a ich sposob pobierania pokarmu polega na wkluciu si¢ do naczynia
krwiono$nego. Dlatego sugeruje uzycie okreslenia -uklucie. Nastgpnie Doktorantka
przedstawita  szczegétowa  patogenez¢ inwazji z  uwzglednieniem  aspektow
immunologicznych. Bardzo trafnie wykazala roznice w  przebiegu inwazji
mikrofilaremicznych i amikrofilaremicznych wykazujac role larw L1 jako potencjalnego
istotnego patogenu. Podsumowujac t¢ cze$¢ dysertacji nalezy doceni¢ jej zwiezly charakter
i koncentrowanie si¢ wylgcznie na aspektach dotyczacych patogenezy inwazji, chociaz
szersze spojrzenie wniosto by nowe argumenty uzasadniajgce wybodr tematu. W mojej opinii
z pozycji nauczyciela akademickiego zabraklo w pracy odniesienia do aktualnej systematyki
tego nicienia (przynalezno$¢ do rzedu Spirurida, rodziny Onchocercidae) pozwalajacej na
poréwnanie tego nicienia do wielu innych nicieni tkankowych ktérych rozwoj

i oddziatywanie na zywiciela przebiega wg podobnego schematu.

W kolejnym rozdziale doktorantka przedstawita pig¢ punktow bedacych celami pracy
doktorskiej. Wszystkie sa bardzo oryginalnie sprecyzowane i dotycza wybranych
serologicznych i molekularnych aspektoéw patogenezy inwazji Dirofilaria repens.

Dostrzezenie nieznanych aspektow przebiegu inwazji i proba wyjasnienia reakcji organizmu



zywiciela w przebiegu zarazenia wnosi nowe spojrzenie na nieznany dotychczas subkliniczny

przebieg tej parazytozy.

Rozdziat III poswiecony jest materialom i metodom uzytym w badaniach wiasnych.
Autorka prezentuje dane dotyczace kolejnych wykonywanych badafi oraz wykorzystanych
analiz statystycznych. Prezentowana metodyka koresponduje z kolejnymi celami
postawionymi w pracy nawigzujac do artykutéw wiaczonych w cykl publikacji. Zastosowane
metody badawcze obejmowaly poczawszy od badan parazytologicznych dedykowanych
inwazjom przebiegajacym z mikrofilariemia, poprzez badania biochemiczne 1 morfologiczne
krwi zarazonych zwierzat do zawansowanych badan serologicznych i molekularnych
analizujacych immunologiczne reakcje na poziomie komoérkowym. Duza warto$ciag tych
badaf bylo zastosowanie cytometrii przeplywowej w celu oznaczania immunofenotypu
jednojgdrzastych komoérek krwi obwodowej pséw zarazonych Dirofilaria repens. Rowniez
wyjatkowo innowacyjnym rozwigzaniem byla analiza cytokin syntetyzowanych przez
jednojadrzaste komorki krwi w przebiegu inwazji i bez jej obecnosci a takze analiza aktywacji
szlakéw sygnatowych stymulowanych antygenami omawianego nicienia. Podsumowujac t¢
cze$¢ pracy nalezy podkresli¢ bardzo wysoki poziom uzytych rozwiazan badawczych oraz

nowoczesno$¢ metod ktére opanowata Doktorantka.

Wszystkie cele pracy doktorskiej zostaty zrealizowane w kolejnych etapach a wyniki
zaprezentowano w rozdziale 4. Opublikowane prace zawierajg szczegOlowe analizy badan.
Pierwsza z nich dotyczycgca poréwnania wynikow morfologii i biochemii krwi psoéw
bezobjawowych, zarazonych D. repens w poréwnaniu ze zwierzetami niezarazonymi
dowiodta, ze mimo braku objawéw klinicznych u zarazonych zwierzat stwierdza si¢ nizsza
liczba erytrocytéw, nizszy hematokryt, nizszg liczbe limfocytéw, wyzsze stezenie glukozy,
oraz wyzsza aktywno$¢ fosfatazy alkaliczne;. Wyniki te potwierdzaja, ze inwazja mimo braku
objaw6w klinicznych ma wplyw na funkcjonowanie organizmu Zzywiciela. Kolejna analiza
dotyczy przypadkow klinicznych psow zarazonych D. repens z wysoka mikrofilaremia.
Badania biochemiczne, morfologiczne krwi tych zwierzat wykazaly znaczace zaburzenie
stanu zdrowia co dowodzi ze larwy obecne w krazeniu ustrojowym sg gtéwng przyczyng
zaburzenia stanu zdrowia zarazonych zywicieli. Wyjatkowo wazng informacjg jest
potwierdzenie, ze wysoka mikrofilaremia a tym samym stan kliniczny jest skorelowany
7 zaburzeniami immunologicznych wystepujacymi u zywicieli. Udowodnienie szeregu reakcji
na poziomie komoérkowym o potencjalnym znaczeniu na patogenez¢ inwazji wykazano

w ostatnim artykule. Miedzy innymi wykazano, ze psy zarazone mialy wyzszy odsetek



limfocytow regulatorowych o fenotypie T CD4+CD25-Foxp3+ o potwierdzonych
wlasciwosciach immunosupresyjnych. Wykazano takze, ze wysokie miana przeciwcial klasy
IgG i IgE, sa zwigzane z antygenami somatycznymi D. repens. Jednoczesnie potwierdzono
wyzszy poziom swoistych IgG1 w stosunki do IgG2 u pséw z mikrofilaremia oraz wyzszy
poziom IgG2 u zarazonych zwierzat bez mikrofilaremii. Potwierdzono takze, ze u samcoéw
inwazje z mikrofilaremig sg znacznie czestsze natomiast u samic statystycznie czesciej
stwierdzane sg inwazje bez mikrofilaremii. Informacja ta moze by¢ wskazéwka do
postepowania dla lekarzy klinicystéw. Analiza cytokin wydzielanych przez jednojadrzaste
komorki krwi obwodowej wykazala szczegolng role IL-4 w inwazjach z wysoka
mikrofilaremig oraz IL-10 w inwazjach z obecnoscig antygendéw dorostych osobnikow.
Badania molekularne dowiodly bardzo waznych nowatorskich teorii o wyjatkowo duzym
znaczeniu klinicznym wynikajacym z faktu mikrofilaremii.

Kolejny rozdziat to dyskusja w ktorym Doktorantka pordwnuje uzyskane w badaniach
wilasnych wyniki z wynikami dotyczacymi podobnej tematyki, uzyskanymi przez autoréw
innych badan. W dostepnej literaturze znajduje potwierdzenie na zwigzek obserwowanych
reakcji immunologicznych z faktem zarazenia Dirofilaria repens a takze innych pasozytow.
Znaczacy synergizm reakcji stwierdzano takze po analizie przebiegu inwazji Brugia malayi
czy Acanthocheilonema viteae szczegblnie w aspekcie obecnosci larw we krwi. Sg to inwazje
nicieni nalezagcych do rzedu Spirurida przebiegajagce réwniez z fazg mikrofilariemii.
Doktorantka znalazta takze podobienstwa reakcji immunologicznych w przebiegu innych
inwazji jak Toxocara canis. Porownywalng interakcje obserwuje si¢ w reakcji organizmu
zywiciela zwlaszcza na antygeny larwalne tego nicienia.

Uzyskane wyniki badan pozwolily na wysunigcie 8 wnioskéw korespondujacych do
przyjetych celow badan. Sprowadzaja si¢ one do stwierdzenia, ze kazda forma inwazji
a szczegllnie przebiegajaca z mikrofliaremig skutkuje zaburzeniem rownowagi reakcji
immunologicznej. Najbardziej intensywne reakcje maja miejsce w inwazjach o wysokiej
liczbie mikrofilarii we krwi co skutkuje objawami klinicznymi mogacymi nawet zagrazac
zyciu zywiciela. Konkluzje te sg o tyle wazne ze mogg takze dotyczy¢ reakcji zarazonego
czlowieka.

Nie wnosze zadnych uwag co do czeSci merytorycznej pracy. W tym aspekcie
oceniam jg szczegolnie wysoko. Jest cennym przykladem pracy interdyscyplinarnej
z zastosowaniem technik biologii molekularnej w parazytologii. Uwagi dotyczace wstgpu s3
jedynie subiektywnymi konkluzjami dotyczacymi szerszego spojrzenia na problematyke
inwazji przebiegajacych z mikrofilariemig. Prace doktorskg Pani lek. wet. Magdaleny



Elzbiety Wysmotek pt. ,Badanie odpowiedzi immunologicznej w przebiegu zarazenia
Dirofilaria repens u psa (Canis familiaris) ”oceniam bardzo wysoko. Doktorantka wykonujac
serie nowatorskich analiz w pelni potwierdzita swoje przygotowanie do pracy naukowej oraz
zrealizowala postawione w zatozeniach pracy cele i zredagowala wazne wnioski o duzym
znaczeniu poznawczym jak i aplikacyjnym. Ich praktyczne wdrozenie moze zmieni¢ strategie
terapeutyczne zwigzane z dirofilarioza podskérnag zaréwno w medycynie weterynaryjnej jak
i medycynie cztowieka.

Przedstawiona do oceny praca jest wyjgtkowo cennym oryginalnym i samodzielnym
osiggnieciem naukowym Pani lek. wet. Magdaleny Elzbiety Wysmotek. W mojej ocenie
odpowiada ona w petni warunkom okreslonym w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce dz. U. 2018 poz.1669 z poézniejszymi
zmianami).

W zwigzku z tym przedstawiam Wysokiej Radzie Dyscypliny Weterynaria, Szkoly
Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, wniosek o dopuszczenie Pani lek. wet.
Magdaleny Elzbiety Wysmotek do dalszych etapow postgpowania w przewodzie doktorskim.

Dodatkowo z uwagi na znaczgca warto$¢ pracy oraz wkiad jaki ona wnosi do
poszerzenia wiedzy dotyczacej wybranych aspektow immunologicznych w inwazjach

pasozytniczych skladam wniosek do Wysokiej Rady Dyscypliny Weterynaria, SGGW
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w Warszawie o jej wyrdznienie stosowng nagroda.



