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Urbanizacja a patogeny przenoszone przez kleszcze: studium poréwnawcze
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przygotowanej pod kierunkiem Promotor — dr hab. Anny Rymaszewskiej, profesor US.
z
Katedry Genetyki i Genomiki, Instytut Biologii, Uniwersytet Szczecinski

Podstawa wydania opinii jest pismo dr hab. Lidii Skuza, prof. US — Przewodniczacej Rady
Naukowej Instytutu Biologii Uniwersytetu Szczecinskiego z dnia 26-go pazdziernika 2023r.
(B10.4010.2.2023) i dokumentacja w postaci papierowej wersji pracy doktorskiej oraz na nosniku
elektronicznym, nadestane poczta w dniu 3-go listopada 2023r.

Mgr Mariusz Piotrowski przedstawit do oceny prace doktorska w postaci monografii pt.:
"Urbanizacja a patogeny przenoszone przez kleszcze: studium poréwnawcze wystepowania bakterii
z rodzaju Rickettsia w kleszczach w §rodowisku miejskim i naturalnym” obejmujacej tacznie 190
stron maszynopisu, w uktadzie typowym dla dystertacji doktorskich. Tekst pracy zostat podzielony na 10
rozdziatow (1. Wstep — 34 strony; 2. Cel pracy — 1 strona; 3. Material i metody — 8 stron; 4. Wyniki -
65 stron; 5. Dyskusja — 42 strony; 6. Wnioski — 2 strony; 7. Streszczenie w jezyku polskim — 1 strona;
8. Summary, streszczenie w jezyku angielskim — 1 strona; 9. Wykaz prac naukowych powstalych
podczas realizacji pracy doktorskiej — 1 strona) i 10. Literatura, obszerny spis literatury zawarty na 28
stronach. Na poczatku pracy, za Spisem tresci, Autor zamiescit rowniez Wykaz skrotéw. Praca posiada
barwng szate graficzng, zostata zilustrowana 35 rycinami, wsrod ktérych wyrdzni¢ nalezy dokumentacje
fotograficzng miejsc i sposobu zbioru kleszczy jak réwniez stadiow rozwojowych analizowanych
pajeczakow. Praca zawiera w sumie 57 tabel, z czego 50 dotyczy zestawien uzyskanych wynikow.

Podsumowujac formalng ocen¢ recenzowanej rozprawy doktorskiej uwazam, ze posiada ona wiasciwa
pracom doktorskim przejrzysta strukturg, zostala bardzo dobrze udokumentowana i jest napisana
poprawnym jezykiem naukowym.

ZNACZENIE PODJETEJ PROBLEMATYKI BADAWCZE]

Podjete przez Doktoranta badania posiadajg szerszy aspekt niz tylko aspekt poznawczy, maja
charakter interdyscyplinarny mieszczacy si¢ w zakresie nauk biologicznych oraz nauk o zdrowiu.
Riketsjozy odkleszczowe wywolywane sa przez obligatoryjne wewnatrzkomoérkowe Gram-ujemne
bakterie zasiedlajace gléwnie komorki srédbtonka naczyniowego i zaliczane sa do grupy goraczek
plamistych (ang. Spotted Fever Group, SFG). Nalezace do tej grupy i wystgpujace na terenie naszego
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kraju i panstw osciennych Rickettsia slovaca i R. raoultii powoduja limfadenopatie TIBOLA (ang. Tick-
Borne Lymphadenitis) i DEBONEL (ang. Dermacentor-Borne Necrosis Erythema Lyphadenopathy).
Natomiast potencjal patogenny R. helvetica i R. monacensis jest mniej znaczacy, moga bowiem
powodowa¢ tagodng chorobe podobng do choroby przypominajacej goraczke plamista. Riketsjozy naleza
do dawno poznanych chorob wektorowych ale rozprzestrzeniajg si¢ i w ostatnim czasie notuje si¢
znaczacy odsetek kleszczy zakazonych bakteriami z grupy SFG i obserwuje si¢ wzrost zachorowalnosci
na te zoonozy w regionie Europy Srodkowej. W przypadku wielu riketsji wystepuje transmisja pionowa
pomiedzy kleszczami, co sugeruje, Ze sa one nie tylko wektorami, ale takze naturalnymi rezerwuarami
tych patogenoéw. Za rezerwuary uznaje si¢ réwniez, liczne gatunki kregowcow, w tym ptaki, gady czy
ssaki. Czlowiek jest zwykle zarowno dla kleszczy jak i dla przenoszonych przez nie riketsji zywicielem
przypadkowym. Riketsjozy u ludzi maja najcze¢sciej tagodny przebieg ale moga manifestowaé sig¢
cigzkimi objawami a nawet prowadzi¢ do $mierci osoby zakazonej. Stopien urbanizacji, wystgpowanie
duzych skupisk zywicieli kleszczy oraz postgpujace ocieplenie klimatu sprzyjaja wzrostowi populacji
kleszczy a tym samym potencjalnemu wzrostowi transmisji patogenéw odkleszczowych (w tym riketsji)
na zwierzeta i ludzi. Ze wzglgdu na powyzsze podjeta w rozprawie tematyka jest bardzo wazna, dotyczy
wspolczesnych  probleméw  zdrowotnych ludzi 1 zwierzat, zwigzanych z mechanizmami
rozprzestrzeniania si¢ zoonotycznych choroéb wektorowych i z epidemiologicznego punktu widzenia
wpisuje si¢ w nurt badan ,One Health”. Dodatkowo, o wysokiej wartosci merytorycznej
przeprowadzonych przez Doktoranta badan swiadczy fakt, ze zostaty one zaplanowane z najwigkszymi
detalami i sg kompleksowe. Autor dokonat 190 poboréw kleszczy z doktadnie dobranych i opisanych
stanowisk, rownoczesnie dokumentujgc poziom wilgotnosci i temperatury powietrza. W ciagu dwoch lat
odtowu kleszczy na dziesigciu stanowiskach Doktorant pozyskat 1702 kleszczy, ktére poddat nastepnie
analizom molekularnym - oprécz molekularnej identyfikacji bakterii z grupy SFG dokonat analizy
filogenetycznej uzyskanych izolatow. Dodatkowo, po raz pierwszy zarejestrowal obecnos¢ kleszcza
Dermacentor reticulatus na terenach Wielkopolskiego Parku Narodowego i na terenach miejskich
Poznania.

ANALIZA ROZPRAWY DOKTORSKIE]J

1. Wstep pracy podzielony zostal na trzy podrozdzialy. W pierwszym z nich (1.1. Riketsjozy jako nowo
pojawiajace si¢ choroby zakaznme) pan mgr Mariusz Piotrowski skupit si¢ na charakterystyce
poszczegdlnych riketsjoz oraz na czynnikach etiologicznych wywotujacych te choroby. Przedstawit
podziat rodzaju Rickettsia na 4 grupy: AG (ang. Ancestral group), TG (ang. Typhus Group), TRG (ang.
Transitional Group) i wspomniang juz powyzej SFG, przyporzadkowat im gatunki riketsji oraz omowit
najwazniejsze symptomy chorob, ktére wywotuja. Na zakonczenie podrozdziatu wskazatl stusznie na fakt,
ze: "Epidemiologia kazdej riketsjozy przenoszonej przez kleszcze odzwierciedla dystrybucje geograficzna
i sezonowq aktywnos¢ wektorow kleszczowych oraz ich Zywicieli zaangazowanych w przekazywanie tych
patogenow.”

W drugim podrozdziale (1.2. Charakterystyka kleszczy) Autor przedstawit systematyke rzedu Ixodida
(kleszcze), skupiajac si¢ w dalszej czegsci na kleszczach wystepujacych w Polsce sklasyfikowanych do
trzech rodzin: Ixodidae, Amblyommidae 1 Argasidae. Przedstawil tu rodzime, najpopularniejsze gatunki
kleszczy wystepujacych w Polsce Ixodes ricinus (kleszcz pospolity) i D. reticulatus (kleszcz takowy),
wspomnial rowniez, ze oprécz 19 gatunkow rodzimych kleszczy, odnotowano do tej pory na terenie
naszego kraju 15 gatunkéw obcych (na zwierzg¢tach naturalnie migrujacych lub sprowadzanych przez
ludzi zwierzetach terraryjnych), co stanowi potencjalne zagrozenie pojawienia si¢ nowych chorob
odkleszczowych na terenie naszego kraju. W dalszej czesci podrozdziatu (1.2.1. Morfologia kleszczy)
Doktorant szczegotowo opisal morfologie kleszczy, rozmiary i budowe ciala, ubarwienie nienasyconych
i nasyconych samic (Ryc. 3) i cechy réznicujace poszczegdlne stadia rozwojowe. Na uwage zastuguje tu
fakt, ze Autor t¢ czes¢ pracy wzbogacit wlasnorgcznie wykonanymi zdjgciami stadiow rozwojowych
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kleszczy D. reticulatus i I. ricinus i dokonatl ich roznicujacego zestawienia. Chociaz dla specjalistow
odréznienie dwoch najpospolitszych gatunkow kleszczy w Polsce i ich stadiow rozwojowych nie jest
rzecza trudng, to juz dla pozostatych czytelnikow dokumentacja fotograficzna moze stanowic spore
utatwienie. Dalej (1.2.2. Cykl rozwojowy kleszczy) Autor scharakteryzowat tréjzywicielowy cykl
rozwojowy kleszczy, ktory odgrywa kluczowa rolg w krazeniu patogenéw wsréd kleszezy, zwierzat oraz
ludzi. W tej czesci pracy Doktorant stusznie skupil uwagg na niezwykle istotnym i interesujacym
zagadnieniu dotyczacym mozliwosci rozprzestrzeniania si¢ riketsji w populacjach kleszczy droga
zarowno transtadialng jak transowarialng i prawdopodobnie transspermalng, réwniez podczas kopulacji
na drodze kontaktu oralno-analnego i droga hiperparazytyzmu (rzadkiego zjawiska zerowania kleszcza
nienasyconego na nasyconym). W dalszej czesci pracy (1.2.3. Zerowanie kleszczy) Autor przedstawit
strategie zerowania kleszczy dotyczace oczekiwania na zywiciela i jego identyfikacji, odbierania
bodzcéw sensorycznych, mechanizmoéw przytwierdzenia kleszcza do ciala zywiciela i pobierania krwi
oraz transmisji potencjalnych patogenéw chorobotworczych. W kolejnej czg¢sci Wstepu (1.2.4. Kleszcze
jako wektory patogenéw chorobotwdrczych) pan mgr M. Piotrowski szczegélnie skupil si¢ na
patogennych gatunkach bakterii z rodzaju Rickettsia transmitowanych przez kleszcze I ricinus
i D. reticulatus. Wykaz patogenoéw i wektoréw zestawil w Tabeli 3. Nastgpnie Autor opisal czynniki
decydujace o wystepowaniu kleszczy (1.2.5. Wystepowanie kleszczy), do ktérych trafnie zaliczyt
odpowiednie warunki srodowiskowe i dostepnos¢ odpowiednich zywicieli.

W ostatnim trzecim podrozdziale Wstepu (1.3. Charakterystyka bakterii z rodzaju Rickettsia)
Doktorant w szczegdtowy sposob scharakteryzowat bakterie z rodzaju Rickettsia. Po raz kolejny powrdcit
do podzialu riketsji na cztery grupy: AG, SFG, TG i TRG. Ze wzgledu na charakter podrozdziatu uwazam
to za uzasadnione zwlaszcza, ze grupy te zostaly tu wnikliwiej scharakteryzowane. Wydaje si¢ jednak za
zbedne kolejne rozwiniecie skrotow w jezyku angielskim, ktérego Autor dokonat juz w wykazie skrotow
i w pierwszym podrozdziale Wstepu. Dalej Doktorant opisat biologi¢ riketsji, ktére sg obligatoryjnie
wewnatrzkomorkowymi patogenami (1.3.1. Biologia bakterii z rodzaju Rickettsia). Przedstawit tu
w bardzo interesujacy sposob przystosowania bakterii do zasiedlania komoérek zywiciela min. "ruchliwosé
opartq na aktynie w procesie, w ktory, polimeryzujqg wiokna aktynowe gospodarza na jednym biegunie
powierzchni komorki bakteryjnej, umozliwiajgc przemieszczanie si¢ w cytoplazmie gospodarza” oraz
strategie zwigkszania trwalosci w liniach zywiciela poprzez manipulowanie jego zachowaniami
rozrodczymi i fizjologia, do ktérych zaliczyt "zabijanie samcow, indukcje partogenezy, niezgodnosé
cytoplazmatyczng i feminizacje meskich zZywicieli”". W kolejnej czgsci Wstepu (1.3.2. Budowa genomu
bakterii z rodzaju Rickettsia) Autor opisal budowe genomu omawianych bakterii stusznie wskazujac na
fakt, ze genomy bakterii z rodzaju Rickettsia sa mniejsze, gdyz nie kodujg genow licznych szlakow
metabolicznych (takich jak glikoliza, glukoneogeneza, szlak pentozofosforanowy, synteza aminokwaséw,
nukleotydow czy witamin z grupy B) ze wzgledu na pozyskiwanie niezbg¢dnych sktadnikow odzywczych
przez te bakterie bezposrednio z zasiedlanych komoérek organizmu zywicielskiego. Dalej (1.3.3.
Patogeneza bakterii z rodzaju Rickettsia) Doktorant opisal mechanizmy infekcji bakterii z rodzaju
Rickettsia. Szczegolnie interesujace s3 opisane tu przez Autora manipulacje regulacja komorek
gospodarza wywolane przez zasiedlajace bakterie poprzez modulacj¢ dynamiki blony, cytoszkieletu
aktynowego, metabolizmu fosfoinozytolu, transportu wewnatrzkomérkowego i mechanizméw obrony
immunologicznej, jak réwniez etiologie i objawy "riketsjowego zapalenia naczyn" czy powiklania
obserwowane w ci¢zkich przypadkach riketsjoz, wsrod ktérych Autor wymienil: srodmigzszowe
zapalenie pluc, zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych, zapalenie migsnia sercowego, zapalenie nerek
oraz martwicg watroby. W kolejnej cz¢sci Wstepu (1.3.4. Epidemiologia bakterii z rodzaju Rickettsia)
Doktorant scharakteryzowal chorobotworcze gatunki z rodzaju Rickettsia oraz wywolywane przez nie
objawy wykorzystujac zestawienie tabelaryczne przygotowane na podstawie ukazanego w 2020r.
artykulu przegladowego wlasnego autorstwa (Piotrowski i Rymaszewska 2020). Dodatkowo, Autor
zwrocit tu trafnie uwage na nowe gatunki riketsji uwazane za potencjalnie patogenne, ktorych potencjat
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chorobotworczy nie zostat dotychczas potwierdzony. Na konicu Wstgpu pracy (1.3.5. Rozmieszczenie
geograficzne bakterii z rodzaju Rickettsia) Doktorant skupil si¢ na zasiggach geograficznych
wystepowania riketsji, ktore stusznie powigzal z wystgpowaniem odpowiednich wektorow,
"réznorodnosciq i szybkg ewolucjq rozmieszczenia i zageszczenia kleszczy oraz chorob, ktore przenoszq”.

Podsumowujac ocene pierwszej czesci rozprawy doktorskiej nalezy podkreslic, ze Wstep pracy stanowi
niezwykle szerokie i interesujagce kompendium wiedzy na temat nie tylko samych bakterii z rodzaju
Rickettsia ale rowniez riketsjoz oraz wektorow i rezerwuardw tych choréb. Mgr Mariusz Piotrowski
z ogromng starannoscia dokonal przegladu literatury przedmiotu, zaréwno tej najnowszej jak
historycznej. Uwazam, ze Wstep pracy bardzo dobrze informuje czytelnika o wadze podje¢tych badan
i w peini uzasadnia ich podjecie przez Doktoranta.

2. Jako gitowny Cel pracy badawczej mgr Mariusz Piotrowski zatozyl porownanie réznic
w wystepowaniu bakterii z rodzaju Rickertsia w populacjach kleszczy w srodowisku miejskim na
obszarze Poznania i naturalnym obejmujacym Wielkopolski Park Narodowy. W celu przeprowadzenia
doglebnej analizy zaplanowanych badan postanowil przeanalizowa¢: stadia rozwojowe kleszczy pod
katem dostgpnosci i wrazliwosci na zakazenie patogenami, sezonowa aktywnos¢ kleszczy, warunki
srodowiskowe wplywajace na ksztattowanie si¢ uktadu kleszcz-patogen, srodowisko miejskie i naturalne
bytowania kleszczy, w ktorych panujace warunki siedliskowe moga wplywaé na dynamike zakazef.
Szczegdlnie ten ostatni aspekt wigze si¢ z wskazanym przez Autora celem posrednim pracy, a mianowicie
analizg potencjalnego ryzyka zdrowotnego dla ludzi i zwierzat zwigzanego z obecnoscia bakterii
chorobotworczych z rodzaju Rickettsia. Takie podejscie Doktoranta na etapie planowania badan
w szczegblny sposdb wpisuje si¢ w zatozenia wspolczesnych badan z nurtu "One Health”. Dodatkowo,
zaktadang hipoteza badawcza Autora byla teza o braku zaleznosci pomiedzy odsetkami zakazonych
kleszczy a powyzszymi czynnikami, ktorg poddat weryfikacji.

3. W rozdziale Materialy i metody pan mgr Mariusz Piotrowski opisat punkty zbioru kleszczy (3.1.
Teren badan) na terenie miasta Poznania (PO-1: Jezioro Rusatka, PO-2: Jezioro Strzeszynskie, PO-3:
Jezioro Maltanskie, PO-4: Park Cytadela, PO-5: Rzeka Warta) oraz na terenie Wielkopolskiego Parku
Narodowego (PZ-1-5). Charakterystyke stanowisk wraz z dokladnym polozeniem geograficznym
zestawil w przejrzystych tabelach (Tabela 5 i 6, odpowiednio). Dodatkowym atutem tej cze¢sci rozdzialu
jest dokumentacja fotograficzna miejsc zbioru kleszczy (Ryc. 9 i 10). W podrozdziale 3.2. Zbiér
kleszczy Doktorant doktadnie opisal proces zbioru kleszczy metodg flagowania a takze metod¢ pomiaru
temperatury i wilgotnosci. Udokumentowat to w postaci zdje¢ wykonanych w trakcie zbierania kleszczy,
do ktoérych dotaczyt opracowanag karte danych zbioru pajeczakéw, gdzie zapisywal wszystkie dane
srodowiskowe. W kolejnych dwoéch podrozdziatach Autor opisat metody izolacji DNA z kleszczy (3.3.
Izolacja DNA z kleszczy) oraz detekcji materiatu genetycznego riketsji (3.4. Detekcja bakterii
z rodzaju Rickettsia). W podrozdziale 3.5. Sekwencjonowanie przedstawil natomiast sposéb doboru
dodatnich prob uzyskanych podczas amplifikacji fragmentu genu syntazy cytrynianowej gltA do
sekwencjonowania, ktory wymagal przeprowadzenie dodatkowych reakcji PCR z uzyciem markerow
ompA i ITS. Lacznie firmie Macrogen (Holandia) zlecono sekwencjonowanie 32 prob, w tym dodatnich
dla gltA i ITS , ale ujemnych dla ompA (R. helvetica), dodatnich dla gltA i ompA oraz z amplikonem ITS
o 150 nukleotydow krétszym niz dla R. helvetica (R. monacensis), dodatnich dla gitA i ompA ale
ujemnych dla ITS (R. raoultii), dodatnie dla wszystkich zastosowanych markeréw ze standardowa
wielkoscig amplikonow, ktore reprezentowaty poszczegolne stanowiska zbioru oraz wszystkie dodatnie
proby uzyskane w przypadku kleszczy D. reticulatus. Metody analizy statystycznej przedstawione
w kolejnym podrozdziale (3.6. Analiza statystyczna) zostaty dobrane prawidtowo a przyjety poziom
istotnosci a = 0,05 umozliwit Doktorantowi wykazanie roznic statystycznie istotnych przy p < 0,001. Jest
to wysoki poziom istotnosci zakiadany zwykle w przypadku badan z zakresu nauk medycznych.
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4. W rozdziale Wyniki mgr Mariusz Piotrowski w uporzadkowany sposéb zestawil rezultaty
przeprowadzonych analiz. Na poczatku rozdziatu (4.1. Sezonowa aktywnosé kleszezy) przedstawit
zestawienie Kkleszczy zebranych w latach 2018-2019 oraz w s$rodowisku naturalnym i miejskim.
Zestawienia tego dokonal w dwoéch tabelach (Tab. 8 i 9). Moim zdaniem Autor moégt zamiesci¢ tylko
jedna z tabel, poniewaz w kazdej z nich dostepne sa dane liczbowe zebranych kleszczy w zaleznosci
poszczegblnych lat (2018/2019) jak i rodzaju Srodowiska (naturalne — Wielkopolski Park Narodowy/
miejskie — Poznan). W dalszych czgsciach rozdzialu Autor zaprezentowal analizy i zestawienia
wystepowania kleszczy w zaleznosci od terenu odlowu (4.1.1.) i od stadium rozwojowego (4.1.2.),
wystepowania kleszczy w czasie i przestrzeni (4.1.3.), gdzie dokonal zestawien tabelarycznych zbioru
kleszczy wraz z okresleniem stadium rozwojowego w poszczegélnych miesigcach dla wszystkich
badanych stanowisk. Dokonal rowniez analizy wystgepowania kleszczy w zaleznosci od warunkow
srodowiskowych (4.1.4.), przedstawiajac schematycznie zaleznosci miedzy iloscig kleszczy zebranych na
poszczegdlnych stanowiskach 1 w okreslonych miesigcach w odniesieniu do parametréw srodowiskowych
zanotowanych podczas zbioru pajgeczakéw. W drugim podrozdziale Wynikow (4.2. Molekularna
identyfikacja bakterii z rodzaju Rickettsia) Autor przedstawil najwazniejsze wyniki uzyskanych analiz.
W wyniku badan molekularnych wsréd 1702 odlowionych kleszczy wykazal u 220 osobnikéw obecnosé
materiatlu genetycznego bakterii z rodzaju Rickettsia, co stanowilo 12,9% wszystkich analizowanych
prob. Obecnosé DNA bakterii Doktorant wykazat w 216 na 1692 kleszcze 1. ricinus (12,8%) i w 4 na 10
odtowionych kleszczy D. reticulatus (40%). Liczba i odsetek zakazonych kleszczy byly wyzsze dla
kleszczy zebranych w Wielkopolskim Parku Narodowym (153/989; 15,5%) niz na terenach miejskich
Poznania (67/713; 9,4%), znamiennos$¢ tych roznic nie byla jednak statystycznie istotna. W kolejnej
czesci rozdzialu Wyniki (4.2.1. Wystepowanie bakterii z rodzaju Rickettsia w zalezno$ci od terenu
odlowu Kkleszczy) Autor zwrdcit uwage na fakt wystepowania zmiennosci patogenéw w réznych
okresach czasu w Wielkopolskim Parku Narodowym np. generalnie w roku 2019 zidentyfikowano
w kleszczach odlowionych na terenach naturalnych o 1,3% wigcej patogendéw niz w roku 2018, jednak
w przypadku niektdrych stanowisk Autor obserwowal tendencje odwrotng (PZ-4). Natomiast
w przypadku kleszczy odlowionych na terenie Poznania w okresie dwuletnim Doktorant zanotowat
niemal identyczng liczbg préb Rickettsia-pozytywnych (9,6% i 9,3%, odpowiednio w 2018 i 2019 roku).
Niezwykle interesujgce wydaje si¢ spostrzezenie Autora, ze na stanowisku PO-3 (Jezioro Maltanskie), na
ktorym liczba kleszczy byla najwyzsza sposrod wszystkich badanych stanowisk, wykazano materiat
genetyczny riketsji az w 47 kleszczach, co bylo wynikiem zblizonym do najwyzszego wyniku w WPN.
Z drugiej strony Doktorant wykazat na stanowisku PO-5 (Rzeka Warta), gdzie zebrano najmniejsza liczbe
kleszczy, najwyzszy odsetek zakazonych kleszczy (17,1%), przekraczajace wskazniki uzyskane dla
terendw naturalnych. Widzimy wigc, ze chociaz generalnie odsetek zakazonych kleszczy byt wyzszy na
terenach WPN, to analiza wynikdéw uzyskanych dla niektdrych stanowisk zlokalizowanych na terenie
Poznania wydaje si¢ temu zaprzecza¢. W dalszej czgsci pracy (4.2.2. Wystepowanie bakterii z rodzaju
Rickettsia w zaleznosci od stadium rozwojowego kleszczy) Autor przedstawit niezwykle wazne wyniki
dotyczace wystepowania riketsji w réznych stadiach rozwojowych. Zanotowal nizszy odsetek zakazen
stadium nimfy (Srednio 14,8% w okresie dwuletnim) niz osobnikow dorostych kleszczy (28% samice
i 28,2% samce) w WPN. Na terenach miejskich Poznania zaobserwowat natomiast bardziej wyréwnany
poziom zakazen u poszczeg6lnych stadiéw rozwojowych kleszczy. Dalej (4.2.3. Wystepowanie bakterii
z rodzaju Rickettsia w kleszczach w czasie i przestrzeni) Autor przedstawil wyniki analizy zakazenia
kleszczy bakteriami z rodzaju Rickettsia w zaleznosci od miesiaca zbioru i wykazat, ze "poziom zakazenia
w roznych stadiach rozwojowych kleszczy praktycznie pokrywa sie z profilem aktywnosci kleszczy na
danym obszarze”. W ciggu dwoch lat badan Autor notowat zakazenia kleszczy w kazdym miesigcu,
najnizszy odsetek zakazonych pajeczakow obserwowal w kwietniu oraz we wrzesniu i pazdzierniku,
kiedy poziom zakazen spadal lub osiagal poziom zerowy. Moim zdaniem najbardziej interesujace wyniki
pan mgr Mariusz Piotrowski przedstawit na koncu rozdzialu (4.2.4. Gatunki bakterii z rodzaju
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Rickettsia wystepujace w Kkleszczach) dotyczace identyfikacji gatunkowej riketsji. Doktorant porownat
uzyskane 32 sekwencje z sekwencjami zdeponowanymi w Gen Bank i wykazat 100% podobienstwa do
sekwencji zarejestrowanych w bazie jako R. helvetica, R. monacensis i R. raoultii. Niezwykle istotnym
osiggnieciem niniejszych badan byto wykazanie, ze identyfikacja wszystkich 32 przeanalizowanych
sekwencji byla zgodna z pierwotnymi zalozeniami Autora o mozliwosci identyfikacji gatunkowe;j
ricketsji na poziomie reakcji PCR — DNA R. helvetica wykryto w probach dodatnich dla gitA i1 ITS, ale
ujemnych dla ompA; material genetyczny R. monacensis wykryto w probach dodatnich dla genow girA
i ompA oraz amplikonem ITS o 150 nukleotydéw krotszym niz dla R. helvetica; DNA R. raoultii wykryto
w probach dodatnich dla gltA i ompA ale ujemnych dla ITS. Dzigki analizie uzyskanych sekwencji Autor
wykazatl obecnosé R. helvetica w 20 kleszczach I ricinus a R monacensis w 8 zaré6wno na terenach
naturalnych jak i miejskich. W 4 kleszczach D. reticulatus odtowionych w WPN zanotowat obecnos¢
DNA R. raoultii. Warto réwniez zauwazy¢, ze podczas analizy filogenetycznej Doktorant wykazal, ze
dwie zdeponowane w Banku Gendw sekwencje zarejestrowane przez innych autoréow (KY937992
i MT365092) zostaly niepoprawnie oznaczone jako Rickettsia aeschlimannii, w r1zeczywistosci
wykazujace 100% podobienstwo do R. raoultii. Zgodno$¢ wynikow metod analizy sekwencji
i identyfikacji gatunkowej riketsji z wykorzystaniem markerow gitA, ompA i ITS umozliwita Autorowi
dokonanie identyfikacji gatunkowej 220 prob Rickettsia-pozytywnych w kleszczach — odsetek
zakazonych kleszczy R. helvetica wynosit 14,9% w WPN i 9,1% w Poznaniu; R. monacensis — 0,6%
w WPN i 0,3% w Poznaniu. R. raoultii Doktorant zidentyfikowat za§ u 2 samic i 2 samcéw kleszczy
D. reticulatus w dwoch lokalizacjach na terenach WPN.

5. W rozdziale Dyskusja Autor umiej¢tnie przedyskutowal wyniki wlasnych badan na tle licznych
polskich i swiatowych doniesien literaturowych w odpowiednich podrozdziatach (5.1. Wyst¢powanie
kleszczy: 5.1.1. Zmiany w rozmieszczeniu kleszczy, 5.1.2. Zmiany w sezonowej aktywnosci kleszczy,
5.1.3. Wystepowanie kleszczy w srodowisku miejskim i naturalnym; 5.2. Obecno$¢ bakterii z rodzaju
Rickettsia w populacjach kleszczy: 5.2.1. Wystepowanie bakterii z rodzaju Rickettsia w srodowisku
miejskim i naturalnym, 5.2.2. Identyfikacja molekularna bakterii z rodzaju Rickettsia; 5.3. Zagrozenia
zdrowotne wystepowania bakterii z rodzaju Rickettsia). Chociaz podzial Dyskusji na podrozdziaty nie
jest czesty w dysertacjach doktorskich, to w tym przypadku jest w pelni uzasadniony ze wzgledu na
mnogos¢ dyskutowanych zagadnien. Dzigki temu przebieg Dyskus;ji jest uporzadkowany i merytoryczny.
Jest to dowdd na to, ze Doktorant jest dojrzalym i wnikliwym pracownikiem naukowym. Chciatlabym
rowniez zauwazy¢, ze rozdziat Dyskusja jest nie tylko merytoryczny ale réwniez niezwykle ciekawy
i stanowi jedng z najbardziej wartosciowych czesci przedstawionej do oceny pracy.

6. W rozdziale Wnioski Autor zaprezentowal az w 11 punktach najwazniejsze osiggnigcia pracy
doktorskiej. Skracajagc wnioski Doktoranta mozna przedstawi¢ je nastgpujaco: 1. Kleszcze wystepuja
liczniej na obszarach naturalnych WPN niz na terenach miejskich Poznania; 2. Czynnikiem wptywajacym
na pojawienie si¢ kleszczy jest przede wszystkim dodatnia temperatura, ktora inicjuje sezonowa
aktywnos¢ tych pasozytow; 3. Istnieje jeden szczyt aktywnosci kleszczy, ktory wystepuje w okresie
wiosenno-letnim; 4. W srodowisku naturainym dominujacym stadium rozwojowym byta nimfa podczas
gdy na stanowiskach miejskich przewaga nimf nie wystgpowata na wszystkich obszarach;
5. Dominujacym gatunkiem kleszcza na badanym terenie byt I ricinus; 6. Bakterie z rodzaju Ricketisia
wystepowaly u obu badanych gatunkéw kleszczy I ricinus i D. reticulatus zarbwno w s$rodowisku
naturalnym jak i miejskim; 7. Zaobserwowano cyklicznie nizszy poziom zakazenia kleszczy bakteriami
z rodzaju Rickertsia w kwietniu w przypadku WPN i w maju na terenach miejskich Poznania; 8. Na
badanym obszarze zanotowano wystgpowanie trzech patogennych dla ludzi gatunkéw riketsji —
R. helvetica i R. monacensis w kleszczach I. ricinus zarbwno na obszarze naturalnym jak i miejskim oraz
R. raoultii w Kkleszczach D. reticulatus wylacznie na obszarze WPN; 9. Zastosowanie metody
identyfikacji gatunkow riketsji opartej na reakcjach PCR z wykorzystaniem markerdw gitA, ompA 1 ITS
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pozwolito na wykazanie jej 100% skutecznosci w zestawieniu z metodg sekwencjonowania; 10. Biorgc
pod uwage wyzszy stopien prewalencji kleszczy Rickettsia spp. w poréwnaniu z innymi patogenami
chorobotworczymi, ilo$¢ rejestrowanych przypadkow riketsjoz w Polsce jest niedoszacowana; 11. Mimo
wyzszej prewalencji Rickertsia spp. na obszarach naturalnych, warto uwzgledni¢ obszary miejskie
w monitorowaniu chorob przenoszonych przez kleszcze oraz w kampaniach zdrowotnych.

Ze wzgledu na obszerny charakter przeprowadzonych badan i mnogo$¢ uzyskanych wynikéw taka duza
iloé¢ wnioskéw jest uzasadniona. Z drugiej jednak strony poszczegdlne wnioski sa dos¢ rozbudowane
i w moim przekonaniu ten rozdzial pracy nalezalo zatytulowa¢ Podsumowanie i wnioski. Niemniej
jednak wnioski sg prawidtowe, wnikliwie i dobrze przemyslane.

7. i 8. Na koncu pracy Autor zamiescit jednostronicowe Streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
ktore w syntetyczny sposob uwypukla najwazniejsze osiagniecia pracy doktorskiej.

9. Manuskrypt zawiera rowniez Wykaz prac naukowych powstalych podczas realizacji pracy
doktorskiej. Autor wymienit tu trzy publikacje, ktére ukazaty si¢ w latach 2020-2022 w czasopismach
Microorganisms Pathogens i Acta Parasitologica. Czwarta praca zostata ztozona do redakcji czasopisma
Experimental and Applied Acaraology. W dwoch pracach Doktorant jest pierwszym autorem i autorem
korespondencyjnym, w dwoch kolejnych drugim autorem. Wszystkie wymienione czasopisma znajduja
si¢ na liscie JCR. Laczny Impact Factor opublikowanych prac jest wysoki 1 wynosi IF = 9,734. Prace te
wg Bazy Web of Science Core Collection byly cytowane juz az 42 razy. Swiadczy to o istotnosci
podjetych probleméw badawczych i o bardzo dobrym przygotowaniu Doktoranta do pracy naukowe;.

10. Rozdzial Literatura jest obszerny i obejmuje tacznie 307 pozycji. Prawie wszystkie pozycje sg
angielskojezyczne. Chociaz wykaz literatury zostal przygotowany starannie, to zauwazalny jest fakt braku
zastosowania kursywy przy wigkszosci gatunkowych nazw facinskich.

Podsumowujac, przedstawiona do oceny praca doktorska posiada duzg warto$¢ merytoryczna, ma
charakter interdyscyplinarny a uzyskane wyniki pozwolity wypetni¢ zalozone cele i w zasadzie trudno
wskazaé w stosunku do niej jakiekolwiek zarzuty, poza bardzo nielicznymi blgdami natury redakcyjne;j,
ktore z pewnoscia zostang skorygowane przez Autora przy przygotowaniu tekstu do publikacji.

Niemniej jednak chciatabym prosi¢ o ustosunkowania si¢ Doktoranta do nast¢pujacych pytan i sugestii
podczas obrony:

I. Czy sprawdzano jakos$¢ i ilo$¢ izolowanego DNA z kleszczy (np. spektrofotometrycznie,
fluorometrycznie czy elektroforetycznie)?

2. Czy zdeponowano lub planuje si¢ zdeponowac uzyskane sekwencje Rickettsia spp. w Gen Bank?

3. Prosze wyrazi¢ opinig, czy w przypadku obligatoryjnie wewnatrzkomorkowych patogenéw jakimi
sg gatunki bakterii z rodzaju Rickettsia i wobec obecnie istniejagcych definicji pasozytnictwa
mozna zamiennie uzywa¢ wyrazen bakteria — gospodarz oraz pasozyt — zywiciel?

4. Czy wobec narastajacej populacji i zwiekszania zasiggdw wystepowania kleszczy D. reticulatus
w Polsce mozna si¢ spodziewaé¢ wigkszej zachorowalnosci ludzi na limfadenopatie spowodowane
riketsjozami w naszym kraju i dlaczego?

5. Chociaz riketsjozy sa jednymi z najstarszych chorob odkleszczowych, okresla si¢ je mianem
choréb nowo rozprzestrzeniajacych si¢ lub wrecz nowo pojawiajacych sie. Czy zdaniem
Doktoranta jest to poprawne i dlaczego?

6. Czy udalo si¢ Doktorantowi zaobserwowac podczas pracy badawczej zjawisko hiperparazytyzmu
u kleszczy czy migedzygatunkowe kontakty plciowe pomigdzy samcami /. ricinus i samicami
D. reticulatus, o ktérych wspomina w pracy?
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Wyzej wymienione uwagi, pytania czy sugestie nie umniejszaja wartosci merytorycznej niniejszej
dysertacji oraz bardzo wysokiej oceny, jakg z peina odpowiedzialnoscia stawiam pracy doktorskiej pana
mgra. Mariusza Piotrowskiego. Sg one wynikiem jedynie ciekawosci i powinnosci recenzenta oraz checi
dyskusji z Doktorantem podczas publicznej obrony.

PODSUMOWANIE I WNIOSKI KONCOWE

W swietle wszystkich powyzszych argumentow stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji
Dysertacja doktorska pt.: "Urbanizacja a patogeny przenoszone przez Kkleszcze: studium
porownawcze wystepowania bakterii z rodzaju Rickettsia w kleszczach w Srodowisku miejskim
i naturalnym” autorstwa mgrs. Mariusza Piotrowskiego stanowi oryginalne opracowanie w postaci
monografii, wnosi znaczacy wkiad w rozwdj dyscypliny i spelnia wszystkie wymogi formalne
i merytoryczne stawiane pracom doktorskim oraz odpowiada warunkom okreslonym w art. 187, ust. 1-3
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668) i moze
by¢ podstawg do nadania stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych,
dyscyplinie nauki biologiczne.

W zwigzku z powyzszym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Biologii Uniwersytetu
Szczecinskiego o dopuszczenie mgra. Mariusza Piotrowskiego do dalszych etapéow przewodu
doktorskiego.

Praca charakteryzuje si¢ duza wartoscig poznawcza, szerokim zakresem badan i wykorzystanych
metod badawczych, posiada interdyscyplinarny charakter i wpisuje si¢ we wspolczesny nurt badan "One
Health”. Mimo réznorodnosci uzytych metod i mnogosci uzyskanych wynikow, napisana jest poprawnym
jezykiem i posiada uporzadkowana, przejrzysta strukture. Swiadczy to o duzej dojrzalosci,
samodzielnosci naukowej i badawczej Doktoranta zarbwno w czgsci laboratoryjnej jak podczas pisania
pracy, dobrego przygotowania metodycznego oraz pracowitosci i rzetelnosci Badacza. Potwierdza to
takze wartosciowy dotychczasowy dorobek publikacyjny Doktoranta.

Bioragc pod uwage powyzsze przedkladam Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu Biologii
Uniwersytetu Szczecinskiego wniosek o wyroznienie niniejszej dysertacji doktorskiej stosowng
nagroda.
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Olsztyn, dnia 20.11.2023r.
Dr hab. Malgorzata Dmitryjuk, prof. UWM
Uniwersytet Warminsko-Mazurski
Wydzial Biologii i Biotechnologii
Katedra Biochemii
ul. Oczapowskiego 1A
10-719 Olsztyn
m.dmit@uwm.edu.pl

Sz. Pani
Dr hab. Lidia Skuza, prof. US
PRZEWODNICZACA
Rady Naukowe;j Instytutu Biologii
Uniwersytetu Szczecinskiego

W odpowiedzi na pismo BI0.4010.2.2023 w sprawie powolania mnie na
recenzenta pracy doktorskiej mgra. Mariusza Piotrowskiego pt.: ,Urbanizacja
a patogeny przenoszone przez kleszcze, studium poréwnawcze wystgpowania bakterii
z rodzaju Rickettsia w kleszczach w $rodowisku miejskim i naturalnym”, po wnikliwej
analizie nadestanej w dniu 3 listopada 2023r. dokumentacji, przekazuj¢ recenzje
powyzszej dysertacji.

Moja ocena jest jednoznacznie pozytywna.
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Dr hab./ Maltgorzata Dmitryjuk, prof. UWM


mailto:m.dmit@uwm.edu.pl

