UNIWERSYTET S2CZECINSKI

P

RPUW/22537/2023
Data:2023-11-23

UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU
WYDZIAt NAUK O ZDROWIU

KATEDRA | ZAKtAD PROFILAKTYKI ZDROWOTNEI
KIEROWNIK: PROF. ZW. DR HAB. MED. JACEK WYSOCKI

Collegium Anatomicum tel. 618546577
ul. H. Swiecickiego 6 tel. 61 854 65 76
60-781 Poznan jwysocki@ump.edu.pl
dr hab. Ewelina Gowin Poznan, 17.11.2023
Katedra i Zaktad Profilaktyki Zdrowotne]
Uniwersytet Medyczny

im.K.Marcinkowskiego w Poznaniu

Recenzja

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorstwa autorstwa mgr Mariusza
Piotrowskiego zatytutowana ,,Urbanizacja a patogeny przenoszone przez kleszcze:
studium porownawcze wystepowania bakterii z rodzaju Rickettsia w kleszczach w
srodowisku miejskim i naturalnym” porusza bardzo istotny problem jakim sa choroby
przenoszone przez kleszcze.

W Europie Ixodes ricinus (I. ricinus) i Dermacentor reticulatus (D. reticulatu) sg
najliczniejszymi i szeroko rozpowszechnionymi gatunkami kleszczy, ktore przenosza liczne
patogeny odpowiedzialne za wywotywanie choréb u ludzi. Jak wykazujg badania, nawet u
40% kleszczy D. reticulatus i 4% |. ricinus z terenéw polskich wykazuje sie obecnos¢
materiatu genetycznego riketsiji.

Riketsjozy charakteryzuja sie niespecyficznym obrazem klinicznym: goraczka,
bolem gtowy, migsni i stawdw, drobng plamisto-grudkowa lub grudkowa wysypka. Moze
takze pojawic sie charakterystyczny czarny strup w miejscu poktucia przez kleszcze.
Przebieg goraczek plamistych jest zazwyczaj tagodny. Sredni czas wylegania wynosi od 3
do 12 dni. Czynniki ryzyka ciezkiego przebiegu to: zaawansowany wiek, zaburzenia
odpornosci, alkoholizm, deficyt dehydrogenazy glukozo—6—fosforanowej. Diagnostyka
riketsjoz jest trudna. Hodowla jest jedynie mozliwa w wyspecjalizowanych laboratoriach o
poziomie bezpieczenstwa BSL3. Najwieksza czuto$¢ badania jest w ostrym okresie

choroby, przed rozpoczeciem leczenia przeciwbakteryjnego. Podstawg diagnostyki sa
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badania serologiczne — wykrywanie swoistych przeciwciat w klasie IgG i IgM metodg
immunofluorescencji posredniej. Czterokrotny wzrost miana przeciwciat w odstepie kilku
tygodni lub serokonwersja potwierdzajg rozpoznanie. Przeciwciata przeciwko riketsjom
utrzymujg sie w surowicy wiele lat po ustapieniu zakazenia, dlatego ich oznaczanie nie jest
wykorzystywane do monitorowania skutecznosci leczenia. W pierwszych tygodniach
choroby najwiekszg czuto$¢ wykazujg badania molekularne. Wykrycie DNA riketsji w
materiale pobranym od pacjenta pozwala na pewne postawienie rozpoznania. Lekiem
preferowanym w leczeniu riketsjoz jest doksycyklina. Z uwagi na jej wyjatkowa
skutecznosé, jest warunkowo dopuszczona do leczenia riketsjoz takze u dzieci.
Doksycyklina jest w Polsce powszechnie stosowana w leczeniu boreliozy. Zatem w
przypadku koinfekcji riketsjami pacjent bedzie skutecznie leczony. Z uwagi na nieliczne
przypadki riketsjoz w Polsce swiadomos¢ wsrod lekarzy jest niska. Publikowanie prac
dotyczacych rozpowszechnienia riketsji w populacji kleszczy moze zwroci¢ uwage na ten
problem.
Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska obejmuje 190 stron maszynopisu.
Uktad pracy jest typowy rozpoczyna sie wykazem skrotéw, nastepnie wstep, cel pracy,
materiat i metody, wyniki, dyskusja, wnioski, streszczenia w jezyku polskim, angielskim,
wykaz prac naukowych powstatych podczas realizacji pracy doktorskiej oraz spis literatury.
W obszernym wstepie doktorant rozpoczyna od oméwienia riketsjoz. Nastepnie
przedstawiona jest charakterystyka kleszczy: taksonomia, morfologia, cykl rozwojowy, cykl
Zzerowania, wystepowanie. Na uwage zastuguja autorskie zdjecia przedstawiajace
poszczegodlne stadia rozwojowe kleszczy. Kolejng czes¢ wstepu stanowi charakterystyka
riketsji: biologia, budowa genomu, patogeneza, epidemiologia i rozmieszczenie bakterii.
Jako gtéwny cel pracy autor podaje: ,,porownanie réznic w wystepowaniu bakterii z
rodzaju Rickettsia w srodowisku miejskim na przyktadzie Poznania oraz srodowisku
naturalnym, reprezentowanym przez obszar Wielkopolskiego Parku Narodowego”.
Znacznie lepiej brzmi cel podany w streszczeniu: ,,poréwnanie wystepowania bakterii z
rodzaju Rickettsia w populacjach kleszczy srodowisku miejskim i naturalnym”. W drugiej
wersji autor nie zaktada z gory istnienia réznic.
Analiza obejmowata ocene wptywu szeregu czynnikow na wystepowanie bakterii:
¢ stadium rozwojowe kleszcza
e sezonowa aktywnos$c kleszczy
e warunki srodowiskowe

e miejsce wystepowania kleszczy.



Zakiadang hipotezg badawcza byta teza o braku wptywu czynnikéw zewnetrznych na
wystepowanie bakterii Rickettsia w populacji kleszczy.

Celem posrednim badania byta analiza ryzyka zdrowotnego zwigzanego z obecno$cig
bakterii Rickettsia w populacjach kleszczy. Powstaje pytanie jak doktorant oceniat ryzyko
zdrowotne zwigzane z obecnos$cig bakterii w kleszczach.

Fakt wykrycia materiatu genetycznego drobnoustroju w kleszczu, ktéry uktut pacjenta, nie
$wiadczy o zakazeniu cztowieka. Od lat Srodowisko lekarskie walczy z wykonywanymi
komercyjnie badaniami molekularnymi kleszczy, gdyz nie sg sposobem oceny ryzyka
rozwoju choroby po poktuciu przez kleszcze. O wystapieniu zakazenia decyduje szereg
czynnikéw w tym dawka patogenu, czas, po ktérym usunieto kleszcza, odpowiedz
odporno$ciowa organizmu.

Cele dobrano w trafny sposéb — moglyby by¢ jednak wyrazone bardziej zrozumiale. W

rozdziale cele autor pisze réwniez o praktycznym aspekcie wykonywanych badan.

W sekcji materiat i metody opisano szczegétowo sposob przeprowadzenia badania. Zbiér
kleszczy prowadzony byt w 10 lokalizacjach w okresie od kwietnia 2018 roku do
pazdziernika 2019 roku. Doktorant precyzyjnie okreslit sposdb oraz punkty zbierania
kleszczy. Zataczona jest dokumentacja fotograficzna. W celu wykrycia obecnosci DNA
Rickettsia spp. Wszystkie kleszcze poddano analizie molekularnej z wykorzystaniem
markerow glitA, ompA i ITS. W celu potwierdzenia identyfikacji gatunkowej dla wybranych
prob przeprowadzono takze sekwencjonowanie. W punkcie opisujacym badania
molekularne brakuje informacji o sposobie selekcjonowania prébek do identyfikacji
gatunkowej (sekwencjonowania). Do sekwencjonowania wystano 32 préby — wszystkie

dodatnie prébki od D. reticulatus oraz cze$¢ dodatnich od /. ricinus. Prosze o wyjasnienie.

Rozdziat wyniki zawiera bardzo dobrze zaprezentowane wyniki oraz skrupulatnie i
wielokierunkowo poprowadzona analize. Konstrukcja tabel i wykreséw jest przejrzysta.
Doktorant w celu identyfikacji gatunkowej riketsji wykorzystat trzy markery. W celu
identyfikacji R. monacensis wykorzystano sekwencje ITS, w celu identyfikacji riketsji
innych niz R. helvetica zastosowano marker ompA. Wszystkie 32 zsekwencjonowane
préby potwierdzity pierwotne zatozenia. DNA R. helvetica wykryto w prébach dodatnich dla
gltAi ITS, ale ujemnych dla ompA. DNA R. monacensis wykryto w prébach dodatnich dla
gltA i ompA oraz z prazkiem ITS o 150 nukleotydéw krotszym niz dla R. helvetica. DNA R.
raoultii wykryto w prébach dodatnich dla gltA i ompA, ale ujemnych dla ITS. Na stronie 104

wymaga wyjasnienia okreslenie ,,wybrane proby”: ,,Do identyfikacji gatunkowej bakterii z



rodzaju Rickettsia wybrane 32 proby poddano reakcji sekwencjonowania”. W jaki sposob
dokonano wyboru préb do sekwencjonowania — informacja powinna by¢ zawarta w sekcji
metody.

Praca dostarcza cennych obserwacji na temat aktywnosci kleszczy, wskazuje momenty
szczytu aktywnosci na przestrzeni dwéch lat. Odsetek zakazonych kleszczy wynosit okoto
13% - wyzszy byt na obszarze Wielkopolskiego Parku Narodowego (15,5%) w poréwnaniu
do terendéw miejskich (9,4%). W kazdym roku w trakcie jednego miesigca odsetek
zakazonych kleszczy byt wyraznie nizszy- to bardzo ciekawa obserwacja. W dyskusji autor
probuje znalez¢ odpowiedz czym mozna wytlumaczy¢ to zjawisko.

Tabela 53 na str. 112 w przejrzysty sposob przedstawia gatunki riketsji wykrywane w
poszczegdlnych stanowiskach. Jasno wynika z niej, ze R. helvetica wykrywana byta u
kleszczy ze wszystkich stanowisk, a R. raoultii tylko u kleszczy w dwéch z pieciu

stanowisk naturalnych.

Dyskusja zostata podzielona na trzy czesci odzwierciedlajgce cele pracy: wystepowanie
kleszczy, obecnos¢ riketsji w populacji kleszczy i zagrozenia zdrowotne zwigzane z
wystepowaniem kleszczy. Autor w interesujacy sposob zestawia uzyskane wyniki z danymi

literaturowymi.

W czesci wnioski autor podaje 11 wnioskéw. Wniosek pierwszy wymaga wyjasnienia: w
metodach pracy nie réznicowano obszaréw miejskich w zaleznosci od stopnia wptywdow
antropogenicznych.

Whiosek 7: Po raz pierwszy wykryto D. reticulatus na terenie Poznania i Wielkopolskiego
Parku Narodowego oraz wykryto R. raoultii na obszarze Wielkopolskiego Parku
Narodowego. To bardzo istotne znalezisko — autor informuje o nim kilkukrotnie pracy
kilkakrotnie poczawszy od wstepu.

We wniosku 9 autor podaje, ze wszystkie izolaty poddane reakcji sekwencjonowania
potwierdzity pierwotne zatozenia o mozliwosci identyfikacji gatunkowej bakterii rodzaju
Rickettsia. Te interesujgce badania nie zostaty jednak uwzglednione w celach pracy.
Nie zgadzam sie z wnioskiem 10 — jak juz wspomniatam wcze$niej wykrycie obecnosci
materialu genetycznego drobnoustroju w kleszczu ktéry ukiut pacjenta nie jest

jednoznaczne z zakazeniem.



Whiosek 11 nie znajduje potwierdzenia w wynikach — ma charakter spekulacyjny - mégtby
stanowié doskonate zakonczenie dyskusiji, ktdéra urywa sie bez podsumowania.

Literatura obejmuje 307 pozycji piSmiennictwa w tym szereg najnowszych pozycji takze z
roku 2023.

Mimo bardzo starannie przygotowanej szaty graficznej doktorant nie uniknat btedéw
stylistycznych i edytorskich. Szczegdlnie dotyczacych uzycia stowa prewalencja,
.prewalencji kleszczy /. ricinus i D. reticulatus bakteriami Rikettsia spp."str 160
,,prewalencji kleszczy Rikettsia spp.” Str 159
,.prewalencja Rikettsia spp. w kleszczach” str 155
,,Rzadko diagnozowane mimo prewalencji” wyzszej od str 155
,,biorac pod uwage prewalencje kleszczy kretkami” Str 154
Mozna sie domysleé, Ze ma ono oznaczacé czesto$¢ zakazenia, ale takie zastosowanie nie
utatwia czytania pracy.

Inne uwagi stylistyczne to uzywanie niewtasciwych okreslen jak:

,,kompleks chorobowy” str. 7, zamiast grupa choréb

,,patogeny chorobotwércze” str. 19 —zamiast patogeny lub drobnoustroje chorobotwércze.
,,wrodzona sygnalizacja immunologiczna” str. 32 — zamiast odporno$é¢ wrodzona
,,indukowane komarki regulatorowe T” str. 32 zamiast indukowane limfocyty T

regulatorowe.

Pojecie gangrena jest blednie uzyte dwukrotnie w tabeli na str. 36 — Gangrena lub inaczej
zgorzel to zakazenie skory i tkanki podskoérnej prowadzace do martwicy wywotane przez
bakterie z rodzaju Clostridium.
Uzywane kilkakrotnie (Str. 146, 160, 161) okreslenie Borreliella spp. zamiast Borrelia spp.
nie znajduje uzasadnienia w literaturze.
W pracy nie brakuje tez powtérzen, np. podziat rodzaju Rickettsia na grupy jest
umieszczony na str. 71 22.
O tych drobnych potknieciach pisze z obowigzku recenzenta, rozumiem jednak, ze nie
sposob ich uniknac przy tak obszernej pracy. Nie umniejszaja one w zaden sposob
warto$ci merytorycznej pracy.
Podsumowanie

Praca zawiera interesujace wyniki bedace rezultatem czasochtonnych, skrupulatnie
przeprowadzonych badarn. Autor wykazat sie umiejetnosciag konstruowania badan

naukowych, doboru metod pi$miennictwa i sprawng dyskusja wynikéw. Podczas realizacji



prac naukowych zwiazanych z rozprawga doktorska, na przestrzeni ostatnich lat doktorant
opublikowat cztery prace. Swiadczy to o duzym zaangazowaniu doktoranta w
podejmowang tematyke.

Uzyskane przez doktoranta wyniki stawiajg w nieco innym swietle dotychczas mato

popularny problem riketsjoz przenoszonych przez kleszcze.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska autorstwa mgr
Mariusza Piotrowskiego spetnia wymogi stawiane rozprawom na stopien doktora nauk
§cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne okreslone w art. 187 ust. 1-2 ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2023 r. poz. 742 ze zm.). W
zwiazku z powyzszym wystepuje do rady Naukowej Instytutu Biologii Uniwersytetu
Szczecinskiego o przeprowadzenie dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania
mgr Mariuszowi Piotrowskiemu stopnia naukowego doktora nauk $cistych i przyrodniczych

w dyscyplinie nauki biologiczne.
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