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

zyjacych gryzoni”

W przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej p. mgr Ewy Gajdy
»Charakterystyka molekularna i ekologiczna Anaplasmataceae wystepujacych w populacjach
dziko zyjacych gryzoni” postawiono sobie za cel opis ekstensywnosci zakazenia pospolitych
eryzoni wystepujacych Polsce, przez riketsje Anaplasma phagocytophilum i przez to okresli¢
ich rolg w cyklu =zoonotycznym anaplazmozy. Drugim celem bylo sporzadzenie
charakterystyki molekularnej wykrytych szczepow. Jako cel dodatkowy obrano diagnostyke
ich zarazen przez inne.pasozyty wystepujace we krwi. Wyniki pracy majg wiec z zatozenia
znaczenie epidemiologiczne, a takze przyczynig si¢ do poszerzenia i uzupelnienia wiedzy
podstawowe;j.

Wybdr tematu badawczego uwazam za trafny — autorce udato si¢ znalez¢ interesujacy
»luke”™ w parazytologii. Rozprawa dotyczy patogendéw bardzo powszechnie wystepujgcych na
potkuit poinocnej, a mimo to wciaz nie do konca poznanych. W Europie dwa gatunki z
rodziny Anaplasmataceac maja potencjalne znaczenie epidemiologiczne - Anaplasma
phagocytophilum, riketsja wywohijaca u cztowieka chorobe anaplazmoze granulocytarna,
oraz. Candidatus Neoehrlichia micurensis, riketsja takze zdolna do zakazenia cztowieka. Dla
obydwu tych gatunkéw wektorem jest kleszcz pospolity Ixodes ricinus, a rezerwuarem dzikie
ssakl. 1 to sg jedyne pewne informacje na temat struktury ich ognisk zoonotycznych. Dalsza
wiedza jest fragmentaryczna lub opiera si¢ na spekulacjach wymagajacych udowodnienia.
Cykle zyciowe ich poszczegélnych genomogatunkdw opisane sa fragmentarycznie, cechy
biologiczne takze znane sa tylko powierzchownie. Za rezerwuar zoonotyczny Candidatus
Neoehrlichia micurensis uwaza si¢ mate gryzonie, gléwnie z rodziny Arvicolinae. Kwestia
rezerwuaru zoonotyeznego A. phagocytophilum jest znacznie bardziej skomplikowana, ze
wzgledu na istnienie catego szeregu genomogatunkéw i szczepdw, wszystkich przenoszonych
przez kleszcza pospolitego, ale roznigeych si¢ preferenciami wzgledem kregowca, i
patogennoscig dla czlowicka. Nie wiadomo, ile ich doktadnie jest i jakie jest ich

rozmieszczenie geograficzne. Wyrdzniane sa na podstawie amplifikacji metodg PCR
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sekwencji czterech roznych genow - 16S rRNA, ankd, groESL, msp2, oraz genu msp4.
Analiza dostepnych publikacji réznych Autorow pozwala je zebra¢ w przynajmniej trzy
grupy, ktorych krazenie w $rodowisku przebiega w odmiennych cyklach. Pierwszy obejmuje
szczepy patogenne dla czlowieka, i ich rezerwuarem zoonotycznym sag konie, jeze i ssaki
drapiezne. Druga grupa obejmuje szczepy niepatogenne dla czlowieka, ale patogenne dla
domowych przezuwaczy, a ich rezerwuarem sg jeleniowate. Trzeci cykl obejmuje szczepy
niepatogenne, krgzace w populacji dzikich gryzoni. O nich najmniej wiadomo, i tym wiasnie
szczepom Autorka postanowita przyjrze¢ si¢ blizej.

Rozprawa ma klasyczny podzial na rozdzialy — wstep, =zalozenia pracy i
charakterystyke jej obiektu, materialy i metody, wyniki i oméwienie wynikow. Zgodnie z
wymogami formalnymi zawartymi w Art. 13, p. 6 Ustawy o Stopniach i Tytutach Naukowych
(Dz. U. Nr 65, poz. 595), Autorka zamiescila streszczenie rozprawy w jezyku angielskim.

Wstep zawiera przedstawienic roli gryzoni jako rezerwuaru zoonotycznego wielu
chordb transmisyjnych czlowieka. W uzasadnieniu wyboru celu badan Autorka podkresla, ze
w ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost liczby zachorowan na choroby transmisyjne.
Zarysowuje si¢ tutaj wstgp do przedstawienia struktury zoonotycznej ognisk choréb
transmisyjnych przenoszonych przez stawonogi. Na strukture zoonotyczna sktadaja sie trzy
komponenty - wektor efektywny, rezerwuar zoonotyczny 1 amplifer. Struktura ta
przedstawiana jest 1 analizowana w szeregu prac przegladowych (Sinski E. 1999, Wiadomosci
Parazytologiczne 45: 135-142; Humair et al. 1999, Parasitology 118: 33-42; Karbowiak et al.
2015, Annals of Parasitology 61: 221-228). Szkoda, ze Autorka nie przedstawita tego
ogolnego schematu, poniewaz bylby bardzo pomocny w dyskusji otrzymanych wynikow.
Tym bardziej, ze w opisie 4. phagocytophilum zwraca uwagg na prace zespotu Jahfari i wsp.
(2014), w ktorej zostaty wyodrgbnione 4 ekotypy 4. phagocyiopilum zwiazane z rdéznymi
grupami kregowcdw, w tym jeden ekotyp zwigzany z gryzoniami. Uzupelnieniem wstepu sg
dokiadne opisy pozostatych patogendw, ktorych rezerwuarem sa gryzonie - Candidatus
Neoehrlichia micurensis. grupa Borrelia burgdorferi sensu lato, Borrelia miyamotoi, riketsje z
rodzaju Rickettsia, oraz Coxiella burnetii.

Rozdzial drugi zawiera podane w skrocie zalozenia pracy, oraz zadania szczegdlowe
wiodace do okreslonego we wstepie celu.

W rozdziale trzecim opisane zostaly szczegblowo materialy i metody. Metodyka
badan jest prawidlowo dobrana do zatozonych celéw. Obejmuje nowoczesne metody oparte o
techniki biologii molekularnej i genetyki - metody amplifikacji wybranych genow z
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fragmentow DNA. W tym rozdziale zamieszczono réwniez charakterystyke wybranych do
badai gatunkow gryzoni - myszy polnej, myszy lesnej i nornicy rudej, ktéra moim zdaniem
powinna si¢ znalez¢ we wstgpnie, obok opisu patogendéw. Na uwage zashiguje zastosowanie
nowatorskiej metody diagnostycznej z wykorzystaniem metody wysoko-przepustowego PCR,
ktora umozliwia jednoczesng diagnostyke badanej probki w kierunku wielu patogendw. Opisy
przebicgu reakeji klasycznego PCR oraz nested-PCR, w tym sekwencji starteréw i warunkow
reakeji zrobione zostaly bardzo szczegdlowo, 1 moga dzigki temu zosta¢ powtdrzone przez
innych badaczy. Cennym punktem jest proba poréwnania skutecznosci diagnostyki z
wykorzystaniem dwdch potencjalnych prob — krwi 1 sledziony.

Do tego rozdzialu moge mieé tylko kilka matych zastrzezen. Zbedna tutaj jest
informacja, w jakim laboratorium dana czg$¢ pracy byla wykonywana, np., ze badania
prowadzone metodg Q-PCR byly prowadzone podczas Training School. Punkty te mozna
bylo zamicsci¢ na stronie z podziekowaniami. Nie podane zostaly rowniez kryteria takiego
doboru gatunkoéw gryzoni do badan ani wybranych lokalizacji. Czy na podstawie
wezesniejszych badan pilotazowych? Czy wystepujacych w okreslonych $rodowisku, chociaz
to kryterium mozna podwazy¢ gdyz myszy lesna i polna preferujg odmienne Srodowiska? Czy
wytypowano na podstawie danych z literatury?

Rozdziat ., Wyniki” zawiera opis rezultatdéw przeprowadzonych obserwacji 1 badan.
Ztozony jest glownie 7 tabel 1 wykresdéw, z zataczonymi krdtkimi komentarzami, ktore z
reguly umozliwiajg petne ich zrozumienie. W podrozdziale 4.1.1. ukazano wynik badan
kierunku jednoczesnego zarazenia myszowatych réznymi patogenami. W rozdziale tym
pojawita si¢ piroplazma Babesia microti u jednej myszy polnej. Pasozyt ten zostal pominigty
w dalszych czgsciach pracy. Dlaczego? Nie ma takze rozdziatu zbadanych gryzoni na picie,
co takze mogloby daé cickawe wyniki — roéznica w ekstensywnosci zarazenia pasozytami
samic, samcow 1 roznych grup wiekowych zywicieli stosunkowo czgsto jest spotykana w
parazytologii. Podrozdzial 4.2.1. przedstawia wyniki diagnostyki w kierunku zakazenia
A.phagocytophilum, z wykorzystaniem starteréw amplifikujacych fragmenty genu msp2, oraz
w dalszej kolejnosci analogicznie operonu grofiSL, msp4, 16S rRNA.

Podrozdzial 4.3. podaje wyniki drugiego etapu badan, ktérych celem bylo
potwierdzenie obecnoscl Anaplasmataceae, wykazanej w pierwszym etapie. Wybrane do tych
badan zostaly probki wykazujace wynik pozytywny w badaniach przesiewowych. Patogeny
zostaly wykryte u wszystkich trzech badanych gatunkoéw, z przewaga nomicy rudej.

Wykazano takze réznice lokalne. Nie stwierdzono zakazenia u gryzoni pochodzacych ze



stanowiska Wroctaw-Osobowice, natomiast wysoka ekstensywnos¢ zaobserwowana zostala u
gryzoni z rezerwatéw Stawy Milickie i Mokry Dwor.

Podrozdzial 4.4, zawiera wyniki badan w kierunku wykrycia pozostalych, poza
A.phagocytophilum, patogenow. Przedstawiono ekstensywnosé zakazenia u wszystkich trzech
badanych gatunkow gryzoni, i identyfikacje na bazie otrzymanych sekwencji fragmentéw
genow, przez poréwnanie 7 dostepnymi sekwencjami w Banku Gen6w.

Podrozdzial 4.4.1.5 poswigcony zostat koinfekcjom. Konfekcje trzema patogenami
stwierdzono tylko dwa razy — u myszy polnej i nornicy rudej. Konfekcje dwoma patogenami
byty czgstsze, w tym przewazaty C.N.mikurensis, u myszy polnej.

W podrozdziale 4.4.1.6 uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej, z
wykorzystaniem testu Chi?.

Cickawe spostrzezenic z analizy wszystkich czesci wyniki badan prob krwi i probek
Sledzion pobranych od jednego osobnika czesto sie nie pokrywaja. O ile nie jest to
rzaskoczeniem w przypadku Borrelia burgdorferi oraz Rickettsia spp, ktore we krwi normalnie
nic wyste¢puja, o ma znaczenie w przypadku Anaplasma phagocytophilum, bytujacej w
granulocytach. Odwrotnie bylo w przypadku B. miyamotoi. Prawidlowos¢ ta zostata
potwicrdzona testem statystycznym. Autorka nic probuje wyjasni¢ tych zjawisk, zreszta bez
przeprowadzenia innych szczegétowych badan, np. histologicznych bytyby to tylko
spekulacje.

W rozdziale S otrzymane wyniki zostalty skonfrontowane 7 literatura. Wnioskiem
ogolnym bylo wykazanie, 7e najwiecej zwierzat zakazonych wykryto na terenie
zurbanizowanym, co ma  znaczenie epidemiologiczne.  Autorka wykazala, ze
A.phagocytophilum stosunkowo rzadko byla wykazywana u gryzoni w Europie, i tylko
Jjednorazowo w Polsce. C.N.mikurensis w Polsce jeszcze u gryzoni nie wykrywano.

Cennym fragmentem jest préba powiazania wystepowania A.phagocytophilum u
gryzoni 7 wyst¢powaniem kleszcza gryzoniowego Ixodes trianguliceps, kiory wedlug wielu
Autoréw ma by¢ przenosicielem tego kladu. Nie Jest do konca prawda twierdzenie Autorki, ze
Jest to pospolity pasozyt gryzoni w cate] Polsce. Powoluje sie, co prawda na prace
przegladowa Autoréw Nowak-Cmura i Siuda z 2012 roku, gdzie takie twierdzenie faktycznie
padlo. ale w pracy tej sa réwniex informacje o ograniczeniach w jego wystepowaniu, 1
preferencji do terenow gérzystych. Na terenie Polski potnocno-wschodniej jest to gatunek
przynajmniej bardzo rzadki. Drugi odnosnik dotyczyt badan Kiewry i Modrzejewskiej z lat
2002-2003, prowadzonych w Masywie Slezy, czyli na innym terenie i w innym $rodowisku.

Na réznice $rodowiskowe wskazujg prace Haitlingera nad sktadem fauny cktopasozytow
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malych ssakéw w Polsce potudniowo-zachodniej. Wykazana zostala obecnosé kleszcza
gryzoniowego u matych ssakoéw w Goérach Sowich i Pasmie Babiogérskim (Haitlinger 1977,
Polskic Pismo Entomologiczne 47:429-92; Haitlinger 1989, Acta Zoologica Cracoviensis
32:15-56), natomiast nie znaleziono tego kleszcza u gryzoni lowionych na obszarze
Wroctawia (Haitlinger 1986, Acta Parasitologica Polonica 28: 259-273; Haitlinger 1989, Acta
Parasitologica Polonica 34: 45-66). W tym miejscu trzeba by zauwazyé, ze bardzo brakuje
informacji o skladzic fauny cktopasozytéw na gryzoniach, ktére byly badane podczas
prezentowancj pracy. Jezeli prawidlowosci wykazane w powyzszych artykutach by sie
powtarzaly, wtedy by¢ moze okazatoby si¢, ze Autorka wykryta A phagocytophilum na
terenie, gdzie kleszez gryzoniowy nie wystepuje. W tym punkcie odnios¢ sic do mojej
poprzedniej uwagi, ze Autorka nie przedstawita modelu ogniska zoonotycznego anaplazmozy.
Na jego tle bytoby dobrze widoczne, ze patogen, wektor i ssak bedacy rezerwuarem
zoonotycznym stanowig razem jcden uklad, $cisle zwigzany ze $rodowiskiem, i nalezy je
badac 1 analizowac¢ tacznic.

Mankamentem tej czgsci rozprawy jest powtorzenie niektorych ogolnych informacii,
juz zamieszczonych we wstgpie ~ np. wyréznienie 4 ekotypow w pracach Jahfari i wsp.
(2014). Informacja ta zamieszczona jest we wstgpic na stronie 7 oraz w dyskusji na stronie 90.
Nadmiar zb¢dnych informacji utrudnia zrozumienie interpretacji uzyskanych podczas pracy
wynikow.

Rozdziat 6 ,,Podsumowanie i wnioski” zawiera streszczone na trzech stronach
najwazniejsze rezultaty badan i ich interpretacjg, ktore w rzeczy samej pozwalaja na szybka
pozylywng oceng rozprawy. Autorka powtarza wigc informacje o wykryciu patogenéw u
drobnych ssakow z terendw wojewodztwa dolnoslaskiego, w tym podkresla wykazanie po raz
pierwszy w Polsce ich zakazenie przez Candidatus N. mikurensis, 1 znaczenie wykrycia
zakazenia przez. Anaplasma phagocytophilum.

Zbedny w tym rozdziale jest punkt 3 ,,Praca miala na celu przetestowanie réznych
fragmentow gendéw (...) w tkankach dziko zyjacych gryzoni”. Cele wymieniane byly w
rozdziale drugim. OdpowiedZ na to pytanie rozproszona jest w omowieniu wynikéw, a na
druga cz¢s¢ pytania czgsciowo ukazana w tym rozdziale w punkcie 17. Za to w punkcie 17
Autorka nie podala. zc przypadku zakazen wywolywanych przez Anaplasmataceae bardzie]
przydatne sa probki sledzion, co wykazane jest w rozdziale 4.3 i w tabelach 57 i 58.

Rozdzialy 71 8 zawierajq streszczenia rozprawy po polsku i po angielsku, zawierajace
zarys problemu, analize wynikow i ich znaczenie epidemiologiczne.

Rozdziaty 9. 10 i 11 zawieraja wykaz rycin, tabel 1 wykresow.
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Spis piSmicnnictwa zawiera 127 pozycji, jest wicc obszerny 1 przypuszczalnie
WYCZErpujacy.

Autorka nic ustrzegla si¢ w catosci pracy drobnych usterek, typowych dla szerokich
opracowan. zaznaczg jednak, ze sg to tylko pojedyncze literéwki i przestawienia znakéw. Nie
majg znaczenia dla wartodci merytorycznej pracy, tym bardziej, ze calo$é napisana jest
poprawnym 1 starannym j¢zykiem, bez bledow stylistycznych i terminologicznych. Uwage
przykuwa tylko zwrot ,kleszcze i inne roztocza” na stronie 4. Prawidlowa polska nazwa
jednostki taksonomicznej brzmi ,,roztocze”, natomiast ,,roztocza” oznaczaja w ekologii grupe
organizmow saprofitycznych, zreszta coraz czesciej teraz nazywanych destruentami.

W podsumowaniu oceny stwierdzam, ze przedstawiona mi rozprawa wnosi do
parazytologii ~ ccnne  informacje o  epidemiologii riketsjoz wywolywanych przez
Anaplasmataccac, a picrwsze stwierdzenia badanych patogenéw u gryzoni i w Polsce
powinny by¢ jak najszybciej opublikowane w liczacych sie czasopismach. -

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska p. mgr Ewy Gajdy pt.
»Charakterystyka molekularna i ekologiczna Anaplasmataceae wystepujacych w populacjach
dziko zyjacych gryzoni™ spelnia warunki stawiane przed rozprawami doktorskimi i moze by¢

dopuszczona do dalszych ctapow przewodu doktorskiego.

Warszawa, 11.12.2018 1.



