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dr hab. Grzegorz Zalesny, prof. UPWr
Zaktad Systematyki i Ekologii Bezkregowcéw
Instytut Biologii

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Ocena rozprawy doktorskiej mgr Izabelli Mysliwy
pt. ,Identyfikacja i charakterystyka molekularna pasozytow

wewnatrzkrwinkowych u drapieznikéw dziko zyjacych”
wykonanej w Zakfadzie Parazytologii Uniwersytetu Wroctawskiego pod kierunkiem

dr hab. Agnieszki Perec-Matysiak, prof. UWr.

Informacje wstepne:

Przedstawiona mi do recenzji praca jest kompleksowym opracowaniem dotyczgcym
identyfikacji, charakterystyki molekularnej i oceny potencjatu rezerwuarowego pierwotniakéw
wewnatrzkrwinkowych z rodzajéw Babesia i Hepatozoon u szeéciu sympatrycznie wystepujacych
gatunkow drapieznikéw w Polsce, w tym: dwéch gatunkéw obceych i inwazyjnych (Procyon lotor
— szop pracz i Nyctereutes procyonoides — jenot azjatycki) oraz czterech gatunkéw rodzimych, tj.
Vulpes vulpes - lis rudy, Meles meles — borsuk europejski, Martes foina — kuna domowa i Martes
martes — kuna lesna.

Praca zostata przygotowana jako jednolite opracowanie monograficzne o objetosci 160
stron z klasycznym i typowym uktadem, tj. podzielonym na »~Wstep”, ,Cel pracy”, ,Materiaty
i metody badawcze”, ,Wyniki”, ,Dyskusja” oraz ,Podsumowanie i wnioski”. To, co przy
pierwszym kontakcie z rozprawa doktorska Pani mgr Izabelli Mysliwy robi imponujgce wrazenie,

to spis cytowanej literatury. Na potrzeby przygotowania swojej pracy doktorskiej Autorka
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zacytowata (a zatem mozna réwniez wywnioskowac, ze przeczytata) 412 publikacji naukowych z
zakresu obejmujgcego tematyke rozprawy.

Badania nad wewnatrzkomérkowymi pasozytami krwi u dzikich ssakéw drapieznych takich
jak lisy, jenoty, borsuki czy szopy sa kluczowe z punktu widzenia zdrowia publicznego. Pasozyty
te, do ktorych naleza m.in. pierwotniaki z rodzajéw Babesia czy Hepatozoon, stanowig rosnace
zagrozenie w zmieniajagcym sie $wiecie, natomiast dzikie ssaki drapiezne sg naturalnym
tacznikiem miedzy Srodowiskiem lesnym a strefami zamieszkanymi przez ludzi i zwierzeta
domowe. Badanie ich jest zatem realizacjg strategii One Health, ktdra zaktada, ze zdrowie ludzi,
zwierzat i ekosystemdw jest nierozerwalnie potaczone. Dlatego tez, badania, ktére realizowata
Doktorantka sg bardzo istotne z medycznego, weterynaryjnego, epidemiologicznego oraz
ekologicznego punktu widzenia i w mojej ocenie tematyka rozprawy, zaréwno pod wzgledem
merytorycznym i metodycznym, jak najbardziej wpisuje sie we wspétczesne i nad wyraz aktualne

badania z zakresu parazytologii.

Ocena merytoryczna pracy:

We wstgpie Doktorantka przedstawia w sposéb schematyczny biologig, taksonomie
i chorobotwdrczoé¢ gtéwnych bohateréw rozprawy, tj. Babesia i Hepatozoon oraz biologie
i przeglad patogenéw wewnatrzkrwinkowych ich zywicieli. Taki uktad, cho¢ prawidtowy, to dla
mnie jest co najwyzej suboptymalny. Wedtug mnie opisy gatunkéw zywicielskich sg momentami
przydtugie a podawane informacje cechuje encyklopedyczny ton, natomiast zabrakto np. zdjeé
ilustrujgcych opisywane zwierzeta (kto nie chciatby zobaczy¢ zdjecia szopa pracza?). Mozna byto
réwniez rozwazyc¢ inny scenariusz, kiedy to wstep do rozprawy doktorskiej wprowadza czytelnika
do $wiata pasozytéw wewngtrzkrwinkowych, z akcentem na rodzaje Babesia i Hepatozoon;
nastgpnie nakreslony zostatby aktualny stan wiedzy na temat wystepowania tych patogendéw
u ssakow drapieznych i tym sposobem do$¢ szybko i ptynnie mozna byto przejs¢ do celu pracy
i hipotez badawczych. Natomiast opisy zywicieli umieéci¢é w rozdziale »Materiat i metody
badawcze” (wszak z punktu widzenia parazytologa, niezaleznie od swej urody i wdzigku, stanowig

one, a tak naprawde ich narzady, materiat do badar).
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Cel pracy zostat jasno sformutowany, postawiona hipoteza badawcza jest prawidtowa, ale
w mojej opinii hipotezy bez trybu przypuszczajacego brzmig lepiej (innymi stowy uwazam, ze
zamiast ,[...] mogq petni¢ role rezerwuarowgq [..]” moina byto napisa¢ ,[...] petniq role
rezerwuarowq [...]”). Cele szczegétowe réwniez prawidtowo sformutowane i w petni pozwalajg
na weryfikacje hipotezy badawczej. W tym miejscu jedna mysl nie daje mi spokoju, czy detekcja
DNA patogenu w tkankach zywiciela zawsze jest réwnoznaczna z rolg rezerwuarowg zywiciela?
Czy takie DNA nie moze by¢ pochodzenia troficznego?

Doktorantka realizowata swoje badania w oparciu o materiat ($ledziony drapieznikéw)
pozyskiwany z obszaru jednego nadlesnictwa w potudniowo-zachodniej Polsce, w ktérym
sympatrycznie wystgpowaty wszystkie analizowane gatunki drapieznikéw. Takie podejscie
pozwolifo na uzyskanie wiarygodnych wynikéw ukazujgcych faktyczne krazenie patogendéw w
srodowisku, a potencjalnie lokalny charakter badari pozwolit na uzyskanie rezultatéw o wymiarze
zdecydowanie globalnym.

Kazdy kto zajmowat sie detekcjg pasozytéw krwi wie, ze z pozoru prosty protokét izolacji
i amplifikacji materiatu genetycznego jest tylko w teorii prosty. Dlatego zupetnie nie dziwi bardzo
mocno rozbudowany opis zastosowanych markeréw, uzytych starteréw czy zmodyfikowanych
warunkéw przeprowadzenia reakcji PCR. Caty rozdziat ,Materiat i metody badawcze” bardzo
skrupulatnie i szczegétowo prowadzi czytelnika przez warsztat metodyczny wykorzystany przy
realizacji badan. Jesli miatbym znalezé¢ jakies ,stabe punkty” (wynikajgce oczywiscie
z niewdzigcznej roli recenzenta a nie ztosliwosci) to wskazatbym na bardzo obszerne tabele
z warunkami reakgji. Tych tabel jest sporo i sg ,wrzucone” pomiedzy poszczegdlne akapity tekstu
co utrudnia skupienie sie na tekscie. Jak dla mnie idealnym rozwigzaniem bytoby ich umieszczenie
na koricu pracy jako suplement.

Zaréwno rozdziat ,Materiat i metody badawcze” jak i , Wyniki” pokazujg z jak trudnym
zadaniem musiata zmierzy¢ sie Doktorantka i jak duzo pracy musiata wiozy¢ w realizacje tej
niezwykle waznej i interesujacej pracy. Do niewatpliwie najwazniejszych wynikow nalezy zaliczy¢:
(1) pierwsze doniesienie ze $wiata wskazujgce na obecno$é Hepatozoon u jenota azjatyckiego;
(2) pierwsze doniesienie z kontynentu europejskiego dotyczace wystepowania Babesia canis u

jenota azjatyckiego; (3) pierwsze doniesienie o wystepowaniu B. canis u przedstawicieli rodziny
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Mustelidae; czy (4) po raz pierwszy wykrycie B. vulpes u szopa na kontynencie europejskim. Te
z pozoru kazuistyczne doniesienia rzucaja nowe $wiatto na drogi transmisji i krazenie
pierwotniakéw z rodzaju Babesia i Hepatozoon i znaczaco poszerzajg wiedze na temat biologii
i epidemiologii tych patogenéw. A co najwazniejsze, wyniki pozwalaja na
potwierdzenie/weryfikacje zatozonej hipotezy badawczej i wskazuja jednoznacznie na krazenie
oraz dwukierunkowa i migdzygatunkowg transmisje patogenéw w érodowisku naturalnym.
Jednym z watkéw, ktéry jest bardzo interesujacy, ale jednoczeénie jego wyjasnienie
wywotuje lekki niedosyt to genotypowanie BBTA, gdzie przy wysoce skutecznym
sekwencjonowaniu markera 18S rDNA z izolatéw Babesia trudno méwié o powtdrzeniu tego
sukcesu dla mtDNA (COI czy cytb). Czy niski sukces sekwencjonowania jest wynikiem
zanieczyszczenia probek, wysokiej zmiennosci haplotypéw u borsukéw czy moze istnieje jakis
inny powdd? Jezeli wynika to np. z wysokiego poziomu zréznicowania genetycznego Babesia
i tym samym z koinwazji ztozonej (nazwijmy j3 wielohaplotypowa) to czym ona moze by¢

powodowana? | dlaczego u borsukéw wtasnie?

Ocena formalna pracy doktorskiej:

Praca doktorska zostata przygotowana w klasycznej formie o czym juz wspomniatem w
pierwszej czgsci recenzji. Natomiast nie wspomniatem o tym, ze praca zostata napisana bardzo
starannie. Jezyk pracy jest poprawny, fachowy i konsekwentnie utrzymany w konwencji
naukowej. Autorka postuguje sie¢ poprawna i precyzyjna terminologia parazytologiczng,
molekularng i ekologiczng. Z technicznego i redakcyjnego punktu widzenia, praca jest rzetelnie
przygotowana, bogato udokumentowana danymi graficznymi i tabelarycznymi, a jej konstrukcja
spefnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Zastosowany warsztat metodyczny jest
wzorowy, Pani mgr lzabella Mysliwy bardzo dobrze i trafnie dokonuje wyboru odpowiednich
narzedzi statystycznych, filogenetycznych czy bioinformatycznych do wizualizacji otrzymanych

wynikow.

* www.wbihz.upwr.edu.pl
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Podsumowanie i wniosek koricowy:

Rozprawa doktorska powinna odzwierciedla¢ wiedze teoretyczng kandydata do stopnia
naukowego doktora, a przedmiotem rozprawy doktorskiej powinno by¢ oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego. Recenzent powinien byé takze w stanie jednoznacznie stwierdzi¢, ze
praca, ktdérg czyta potwierdza samodzielno$¢ wykonania badan. W przypadku rozprawy
doktorskiej Pani mgr Izabelli Mysliwy nie mam najmniejszych watpliwosci co do samodzielnoéci
wykonania badari ani do samodzielnosci w formutowaniu mysli i przelewania ich na papier. Pod
tym wzgledem rozprawy doktorskie w formie monografii s3 lepszym rozwigzaniem niz
przygotowanie rozprawy doktorskiej w oparciu o cykl publikagji, najczesciej wieloautorskich.
A zatem, w tak przyjetej definicji rozprawa doktorska mgr lzabelli Mysliwy spetnia wszystkie
przestanki wynikajgce z zapiséw ustawowych.

Dlatego tez, uwazam, ze rozprawa doktorska mgr lzabelli Mysliwy spetnia wszystkie
wymagania okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz.U. z 2024 r. poz 1571 z pézn. zmianami). Tym samym, wnioskuje do Rady Dyscypliny
Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o przyjecie rozprawy doktorskiej
i dopuszczenie jej do dalszych etapéw postepowania doktorskiego.

Jednoczednie, wnioskuje o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr lzabelli Mysliwy ze
wzgledu na jej istotne walory poznawcze oraz imponujacy zakres przeprowadzonych badan.
Autorka podjeta sie niezwykle aktualnego i trudnego tematu dotyczacego biologii oraz drég
transmisji pierwotniakéw z rodzajéw Babesia i Hepatozoon u dziko zyjacych ssakéw drapieznych.
Przedfozona rozprawa doktorska zastuguje na wyréznienie takze ze wzgledu na wysokg wartosé
aplikacyjng i znaczenie w kontekscie realizacji zatozen strategii One Health. Badania nad
transmisjg Babesia i Hepatozoon u ssakéw drapieznych sa kluczowe dla monitorowania zagrozen

nie tylko dla populacji dzikich zwierzat, ale takze dla zwierzat towarzyszacych i posrednio ludzi.
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