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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Ewy Gajdy
pt. ,Charakterystyka molekularna i ekologiczna Anaplasmataceae
wystepujacych w populacjach dziko zyjacych gryzoni”

Przedmiot rozprawy i Jjego naukowe znaczenie

Badania przedstawione w rozprawie doktorskiej Pani mgr Ewy Gajdy miaty na celu okreélenie
roli gryzoni w utrzymywaniu w srodowisku naturalnym i podmiejskim dwdch gatunkow
bakterii wektorowanych przez kleszcze- Anaplasma phagocytophilum (Ap) i Candidatus
Neoehrlichia mikurensis (CNM). W tym celu zastosowano techniki biologii molekularnej do
wykrywania i identyfikacji zakazenia w dwdch typach tkanek pozyskanych od gryzoni, we
krwi i w $ledzionie. Dodatkowo, w prébach z 2014 roku doktorantka oznaczyta zakazenie
innymi istotnymi dla zdrowia publicznego patogenami (Borrelia spp, Rickettsia spp.) co
pozwolito na wykrycie koinfekcji z Anaplasmataceae.

Przedmiot rozprawy wpisuje sie w $wiatowe trendy badad nad patogenami
wektorowanymi przez kleszcze, ktérych znaczenie wzrasta globalnie wraz ze stale rosnacy
liczbg zachorowan wéréd ludzi i zwierzgt. W eko-epidemiologii choréb wektorowanych przez
kleszcze, obok badarn zakaszenia kleszczy, badania nad rezerwuarem zoonotycznym
patogendéw maja kluczowe Znaczenie, gdyz pozwalajg zrozumied drogi zakazania kleszczy i
zaplanowac sposoby kontroli populacji kleszczy i ich zakazenia. Gryzonie, jako gtéwni
zywiciele postaci miodocianych kleszcza pospolitego Ixodes ricinus, | liczebnie
najpowszechniejsza grupa ssakow, sy zazwyczaj typowane jako gtéwne zrédto zakazenia dla
kleszczy.

Autorka rozprawy skupita sig na dwoch patogenach, dla ktérych rezerwuar
zoonotyczny nie jest do korica rozpoznany (Ap, CNM) i trzech gatunkach gryzoni, witaczajac
obok nornicy rudej takze dwa gatunki stabiej przebadanych myszarek- myszarke polng
Apodemus agrarius i myszarke lesng A. flavicollis. W mojej opinii przedmiot rozprawy ma
duze naukowe znaczenie, a badania przeprowadzone przez doktorantke poszerzyty znaczaco
zasob wiedzy odnosnie roli trzech gatunkoéw gryzoni jako rezerwuary Ap i CNM. Znaczenie
uzyskanych wynikéw wspiera szeroki warsztat metodyczny, poszukiwanie najlepszych
procedur i markeréw genetycznych do wykrywania zakazen, realizowany we wspotpracy z
zagranicznymi osrodkami i naukowcami o wysokiej renomie.

Formalny opis rozprawy

Rozprawa doktorska mgr Ewy Gajdy zostata wykonana w Zaktadzie Parazytologii Instytutu
Genetyki i Mikrobiologii Uniwerystetu Wroctawskiego. Promotorem rozprawy byta Pani prof.
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dr hab. Anna Okulewicz a promotorem pomocniczym Pani dr Joanna Hildebrand. Rozprawa
ma postac klasyczng, sktada sig z pieciu rozdziatéw typowych dla badawczych prac
naukowych (wstep, wyodrebnione cele pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusja),
zaopatrzona jest w streszczenia w jezyku polskim i angielskim, ktére moze bytoby lepiej
umiesci¢ na poczatku tez, oraz spisy tabel, wykreséw i rycin, i spis literatury (127 pozycji i
strony internetowe). Dodatkowo zawiera rozdziat 6 ,Podsumowanie i wnioski”, ktéry
zZawiera raczej streszczenie w punktach celéw i najwazniejszych wynikéw rozprawy (niektore
wartosci procentowe Sq prezentowane tu po raz pierwszy), i moim zdaniem stanowi raczej
konspekt, na ktérym mozna by oprze¢ przebieg dyskusji wynikéw i formutowanie
ostatecznych wnioskow.

Ocena merytoryczna

Badania prowadzono w latach 2013 2014 na czterech stanowiskach na obszarze Dolnego
Slaska: na dwéch stanowiskach w okolicach Wroctawia i na dwdch na/w poblizu obszaréw
chronionych (rezerwat Stawy Milickie, otulina Slezanskiego Parku Krajobrazowego).

Ogotem odtowiono i przebadano 354 gryzonie nalezace do trzech gatunkéw (myszarka leéna
i polna, nornica ruda), przy czym wigkszos¢ stanowity osobniki myszarki polnej (n=158). Do
badar pobrano ogétem 276 prob krwi i 354 préby Sledziony.

Gtéwnym celem pracy byta molekularna detekcja zarazenia dwoma gatunkami
bakterii z rodziny Anaplasmatacae, A. phagocytophilum (Ap) i Candidatus Neoehrlichia
mikurensis (CNM). W tym celu przetestowano i zastosowano szereg markeréw genetycznych
(msp2, msp4, 16S rDNA, gItA, groESL) i szereg technik detekcji/protokotéw (real-time PCR,
PCR i nested PCR, PCR na chipie, multiplex PCR), w potaczeniu z sekwencjonowaniem i
analiza produktéw PCR.

Autorka miata tez na cely porownanie detekcji w dwdch typach préb, krwi i
Sledzionie. Dodatkowo, w czgéci prob oznaczono zarazenie innymi istotnymi z punktu
widzenia zdrowia publicznego patogenami, takimi jak Borrelia burgdorferi s.l., Rickettsia spp.
czy Coxiella burnetii. Pozwolito to na wykrycie u gryzoni koinfekcji badanymi patogenami.

Mocng strong badar doktorantki s3 bardzo ciekawe, nowe i cenne wyniki dotyczace
zarazenia trzech gatunkow 8ryzoni CNM. Bardziej niejednoznaczne wyniki uzyskano z badar
nad zakazeniem Ap w badanych prébach. w przypadku A. phagocytophilum, pozytywne
wyniki potwierdzone sekwencjonowaniem uzyskano dla trzech préb z 2013 roku
(ekstensywnoéé¢ ok. 1%), natomiast uzyskano znacznie wyzsze odsetki préb PCR-
pozytywnych, ktérych niestety nie udato sie potwierdzi¢ sekwencjonowaniem, zaréwno w
badaniach wstepnych (10 préb pozytywnych na 21 [lub 42- jesli wynik podano dla sumy préb
krwi i $ledziony z 21 osobnikdéw]), jak i w pierwszym etapie badan (ekstensywnos¢ ogéina 7-
10% w prébach krwi i $ledzion, nawet do 21% u myszarki lesnej A. flavicollis). Nalezy
podkresli¢, ze doktorantka starata sig potwierdzi¢ swoje wyniki wykorzystujac inne markery
genetyczne (16S rDNA, groESL, gitA), niestety bez powodzenia, uzyskujac wynik negatywny
dla wszystkich préb z 2014 roku.

W przypadku CNM doktorantka uzyskata bardzo podobne odsetki zakazenia dla préb
z 2013 roku (22 i 27%, dla krwi i probek sledzion) i 2014 roku (241 33%, dla krwi i $ledzion),
wykazujac iz wszystkie trzy przebadane gatunki gryzoni mogg stanowi¢ istotny rezerwuar
tego patogenu. Doktorantka przeanalizowata znaczacy liczbe uzyskanych sekwencji (28+3=31
z 2013 roku, 47 z 2014 roku). Szkoda, ze dla préb z 2014 roku badania oparto na bardzo
krétkim fragmencie genu gltA (podane w tekicie sg dwie dtugosdci: 233 lub 274 pz), ktéry nie



pozwala na jednoznaczne rozréznienie CNM od Ehrlichia walkerii (identyczne pokrycie i %
homologii wg opisu autorki ze str. 72).

Sposrod pozostatych oznaczer interesujagce i wartoéciowe sq wyniki dotyczace
rozpowszechnienia zakazen Borrelia afzelii i B. miyamotoi u badanych gatunkéw gryzoni.
Wykazano, ze wszystkie gatunki gryzoni mogq stanowiC rezerwuar B. miyamotoi i
potwierdzono role gryzoni jako rezerwuaru B. afzelii, a takze w badaniach wstepnych
uzyskano trzy préby pozytywne dla B. spielmanii. Ze wzgledu na rosnaca liczbe zachorowan
na borelioze i BMD, uzyskane przez mgr Ewe Gajde wyniki majg duze znaczenie dla zdrowia
publicznego. Dodatkowo, autorka potwierdzita zakazenie Rickettsia helvetica u dwéch
myszarek polnych, odtowionych w 2014 roku. Wyniki dotyczace zakazenia R. felis-like i
Coxiella burnetii nalezy interpretowac z duza ostroznoscig, poniewaz prawidtowa klasyfikacja
otrzymanych wynikéw wymaga przeprowadzenia jeszcze analiz filogenetycznych (dla
Rickettsia) lub potwierdzenia préb PCR-pozytywnych sekwencjonowaniem (dla C. burnetii).
Jest to szczegblnie waine w dobie wzrostu zainteresowania problemem bakterii
endosymbiotycznych kleszczy. Ostatnie badania wskazuja, ze kleszcze posiadaja wtasne,
niepatogenne dla ludzi szczepy bakterii jedynie genetycznie podobne do Francisella czy C.
burnetii (Francisella- lub Coxiella-like).

Uwagi. Moim obowiazkiem jako recenzenta jest wskazanie niedociagnieé, a przez ich
eliminacje- mozliwoéci udoskonalenia rozprawy i przygotowania wynikéw do publikacij.

Obecny uktad prezentacji wynikéw nie utatwia oceny wynikow. Brakuje zbiorczych
tabel, ktére pozwolityby na zestawienie i poréwnanie uzyskanych wynikéw z dwéch lat
badari i dwéch zestawéw prébek (krew, sledziona) oraz zbiorczej ekstensywnosci zakazer.
Do prezentacji wynikéw na wykresach nie zastosowano wskaznika zakazenia- odsetka
zakazen (ekstensywnosci czyli prewalencji zarazenia) lecz przedstawiono surowe wyniki w
postaci liczebnosci grup zakazonych i niezakazonych osobnikéw. Autorka podaje najpierw
odsetki préb pozytywnych dla potaczonych ‘zbioréw’: krew plus sledziona; nastepnie odsetki
oddzielnie dla dwdch typéw tkanek, potem odsetki dla osobnikéw , ktére wyszty pozytywne
z obu préb tkanek, a w ostatniej kolejnosci prezentuje wyniki (liczby préb pozytywnych) dla
danej grupy gryzoni, ocenione na podstawie wyniku dla jednej lub drugiej prébki. To ostatnie
podejscie ma najwiecej sensu biologicznego, poniewaz nie ma obecnie zadnych dowodéw na
to, ktora z tkanek gryzoni najlepiej nadaje sig do oznaczer zakazer Anaplasmataceae, a wiec
otrzymanie jakiegokolwiek wyniku pozytywnego dla sledziony lub krwi powinno klasyfikowa¢
osobnika jako zakazonego.

Ekstensywnosc zakazenia (%) jest prezentowana dopiero w Podsumowaniu. Wyniki
analiz statystycznych sg przedstawione w osobnym rozdziale, bez powigzania z
prezentowanymi na wykresach wynikami, nie wiadomo wigc, ktére z widocznych réznic sa
istotne statystycznie. Wyniki analiz statystycznych nie powinny stanowié odrebnego
rozdziatu wynikéw, gdyz metody statystyczne s3 jedynie narzedziem do oceny istotnosci
réznic pomiedzy badanymi wskaznikami. Obecny sposéb przedstawienia wynikéw analiz jest
niekompletny. Nie s3 podane konkretne liczchowe wyniki, np. informacja o istotnych
roznicach w zakazeniu gryzoni CNM z réznych stanowisk: nie wiadomo czy odnosi sie do
wykresu 7 czy 11, czy do ogdlnych prewalencji uzyskanych dla danych zsumowanych z lat
2013 i 2014. W opisie wynikéw statystycznych pojawiajg sie wskazniki, np. ‘bogactwo
gatunkowe hemopasozytéw’ nie opisane w metodyce ani nie prezentowane w rozdziale
Wyniki.

Wydaje sie, ze autorka postawita na prezentacje wynikéw wg kolejnosci i sposobu ich
uzyskania, co wynikato zapewne z roznej metodyki stosowanej w kolejnych latach badari. Z



mojego punktu widzenia praca zyskataby na zebraniu i prezentacji zbiorczych wynikow
(najpierw w postaci bazy Excel, w ktérej do kazdego gryzonia przypisano by wyniki oznaczen
wykonanych réznymi metodami/protokotami a nastepnie w postaci tabel zbiorczych,
prezentujacych ekstensywno$é zakazenia, np. w prébach krwi, w prébach sledziony oraz
tacznie- krwi i/lub $ledziony). W obecnym ukfadzie wydaje sie, ze wyniki uzyskane w
badaniach wstepnych (PCR na chipie dla ponad 30 gatunkéw patogendw) nie zostaty
pofaczone z wynikami z etapu I, pomimo ze dotycza tych samych prébek z 2013 roku.

Staboscig réinych protokotéw PCR stosowanych w pierwszym etapie badan (i
czgsciowo w drugim) jest uzyskanie krétkich sekwencji fragmentéw genéw (200-300 pz),
ktére mogg by¢ niewystarczajgce do identyfikacji gatunkéw i genotypow patogendw, a takze
nie nadaja sie do analiz filogenetycznych.

Z kolei dla prébek z 2014 roku zastosowano zupetnie inne, dobrze przemyslane
podejicie: przesiewowy qPCR a nastepnie konwencjonalny PCR dla préb pozytywnych, wraz
z sekwencjonowaniem otrzymanych produktéw (w wigkszosci o dtugoéci wystarczajacej i do
identyfikacji gatunku/genotypu i do analiz filogenetycznych). Zastanawiam sie, czemu tej
metodyki nie zasosowano do powtdrnego przebadania préb z 2013 roku? Pozwolitoby to na
lepsze poréwnanie wynikéw.

Metody molekularne sa wyczerpujaco opisane w metodyce lecz mniej doktadnie
opisane w wynikach. Jednym z gtéwnych brakéw jest niepodawanie % homologii (lub zakresu
% homologii) przy podawaniu informacii o identyfikacji konkretnych gatunkéw patogendw
dla uzyskanych izolatéw. Dane o % homologii/podobierstwa analizowanych sekwencji
konsensusowych do sekwencji z bazy GenBank s3 podawane sporadycznie, a s3 przeciez
kluczowe dla oceny prawidtowosci identyfikacji rodzajéw/gatunkéw wykrywanych
patogenéw. W opisie Il etapu badan nie s3 podane wyniki przesiewowych qPCR, co jednak
wydaje sie bardzo istotne i wplywato na liczbe préb badanych w dalszej kolejnosci
konwencjonalnym PCR.

Doradzatabym zdeponowanie uzyskanych w drugim etapie badar sekwencji
konsesusowych w bazie GenBank, gdzie nie tylko recenzenci rozprawy, ale i wszyscy
zainteresowani tematyka mogliby obejrze¢ uzyskane wyniki.

Inne uwagi. Sposdb cytowania i wybdr prac Zrédiowych. W pracy naukowej kazde
stwierdzenie powinno byé podparte odpowiednig pracy zrédiowa. Cytowane prace lepiej
podawac na poczatku danego akapitu, gdyz po przeczytaniu catego paragrafu (np. pierwsza
strona wstepu) nie wiadomo, czy cytowane prace odnosza si¢ do wszystkich faktéw
cytowanych, czy jedynie do ostatnich podawanych informacji. 53 w rozprawie stwierdzenia
nie poparte cytacjami, np. o pierwszym wykryciu B. miyamotoi u kleszczy z Japonii lub o
wykryciu pierwszej infekgji B. miyamotoi u cztowieka w Ros;ji (str. 11). Z analizy cytowanych
prac wynika, ze autorka cytuje informacje ze wstepéw innych prac, zamiast prac
oryginalnych, co takze jest niedociagnigciem. Nalezy cytowac oryginalne prace, z szacunku
dla autoréw danych odkry¢ naukowych. Cytowanie zaledwie kilku prac przy opisie szerokiej
tematyki (np. Rizzoli i wsp. 2014, Kiewra 2014) sugerowaé moze niedostateczng znajomos¢
literatury przedmiotu badan.

Duplikowanie wynikéw: niektére wyniki s3 podawane zaréwno w tekscie, jak i w tabelach i
na wykresach, np. odsetek préb pozytywnych w prébkach krwi i prébkach $ledziony. W tym
wypadku zupetnie wystarcza dane w tekécie i tabelach, nie ma potrzeby przedstawiania tych
dwoch liczb po raz trzeci w postaci dwéch stupkdw (np. wykresy 1, 5, 9).

Brak omoéwienia wynikéw z tabel i wykreséw: nie wystarczy informacja, iz jakie$ dane
znajduja sie w tabeli Jub na wykresie. Nalezy opisaé/wskazaé najwazniejszy wynik.



Szczegéblnie stabo s3 opisane wykresy przedstawiajgce zakazenie danym patogenem u
poszczegblnych gatunkdw gryzoni z poszczegolnych stanowisk (wykresy 4, 8, 12, 16, 20).
Dyskusja- jest to bardzo obszerny rozdziat. Mysle, Ze dyskusja zyskataby na ptynnosci i
prowadzita do jednoznacznych wnioskéw, gdyby zostata skrécona przynajmniej o potowe.
Ten rozdziat zawiera zbyt wiele informacji og6lnych, znacznie lepiej pasujacych do wstepu (w
czgsci replikuje informacje zawarte we wstepie, np. odnosnie ogélnych informacji o
badanych patogenach i ich znaczeniu). Znacznie fatwiejszy bytby w odbiorze, gdyby autorka
zaczeta od podkreélenia swoich najwazniejszych  osiagnieé¢/odkryé, a nastepnie
przedyskutowata w odniesieniu do nich konkretne odsetki, gatunki, rozprzestrzenienie, itp.
Drobne uwagi: niekonsekwentne skracanie nazw rodzajowych, np. Anaplasma, Ixodes,
Myodes; wyrazenia potoczne: ‘“4apki’ zamiast putapki; ‘wyciek z kolumny’ zamiast przesacz;
stosowanie zamiennie groEL i groESL.

Podsumowanie i wniosek koricowy

Rozprawa doktorska Pani mgr Ewy Gajdy dotyczy istotnej problematyki badawczej, a
uzyskane wyniki pozwolity na Znaczace poszerzenie wiedzy na temat roli trzech gatunkéw
drobnych gryzoni jako rezerwuaru A. phagocytophilum, Candidatus Neoehrlichia mikurensis i
Borrelia spp.

Pomimo pewnych niedociagnie¢ w opracowaniu i prezentacji wynikéw, prawidiowo
zastosowane metody badawcze pozwolity na uzyskanie wartosciowych i przekonywujacych
wynikow,

Na szczegdlne docenienie zastuguje szeroki zakres technik biologii molekularnej
wykorzystany przez doktorantke do przeprowadzenia oznaczen i staranna optymalizacja
metodyki PCR.

Podsumowujac, stwierdzam ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani megr
Ewy Gajdy spetnia wymagania okreélone odpowiednimi przepisami, w zwigzku z tym
wioskuje do Rady Wydziatu o dopuszczenie mgr Gajdy do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Dr hab. Anna Bajer, Prof. UW
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