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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr lzabelli Mysliwy
“Identyfikacja i charakterystyka molekularna pasozytéw wewngatrzkrwinkowych

u drapieznikéw dziko zyjacych”

Praca doktorska mgr lzabelli Mysliwy zostata wykonana w Zakfadzie Parazytologii
Wydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego pod kierunkiem promotora
dr hab. Agnieszki Perec-Matysiak, prof. UWr. Rozprawe doktorskg mgr Izabelli Mysliwy
stanowi monografia naukowa napisana w jezyku polskim. Cato$é¢ zajmuje 160
numerowanych stron, zaczyna sie od Podziekowan, po ktérych nastepuja: Spis tresci, Wstep,
Cel pracy, Materiat i metody badawcze, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie i wnioski,

Streszczenia w jezyku polskim i angielskim, Spis rycin, Spis tabel i Bibliografia.

Wybrany temat rozprawy uwazam za uzasadniony i bardzo ciekawy. Oméwione w
rozprawie zagadnienia dotyczace zarazenia drapieznikéw pasozytami wewnatrzkrwinkowymi
oraz charakterystyki molekularnej tych pasozytéw sg do$¢ rzadko badane i byly do tej pory
mato poznane, szczegdinie ze wzgledu na trudno$¢ w dostepie do materiatu badawczego,
ktéry stanowia tkanki z dzikich ssakéw drapieznych. Doktorantka miata unikalng mozliwo$é
przebadania materiatu z 275 dziko zyjacych drapieznikéw nalezgcych do 6 gatunkdw, tj.
szopdw praczy, jenotéw, borsukéw, liséw, kun domowych i kun lesnych, co stanowi bardzo
cenny materiat badawczy, ktéry pozwolit na uzyskanie waznych wynikéw. W mojej ocenie,

po opublikowaniu bedg one miaty duze znaczenie dla uzupetnienia wiedzy dotyczacej

| y




pasozytow wewnatrzkrwinkowych w populacjach dzikich zwierzat. Dodatkowym, bardzo
ciekawym aspektem rozprawy doktorskiej mgr Izabelli Mysliwy jest to, ze dwa z badanych
gatunkéw Zywicieli to obce gatunki inwazyjne w faunie Polski — szop pracz i jenot, a
pozostate cztery to gatunki rodzime, co dodatkowo daje mozliwo$é interpretacji uzyskanych
wynikow w tym  kontekscie. Szczegétowa analiza molekularna  pasozytéw
wewnatrzkrwinkowych z rodzaju Babesia i Hepatozoon znaczaco podniosta warto$¢ naukowa
prezentowanej rozprawy doktorskiej, pozwolita na wyciagniecie dodatkowych wnioskéw
oraz pokazata, ze doktorantka potrafi zastosowac réznorodne metody badawcze, a uzyskane

wyniki odpowiednio zinterpretowaé.
Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Pierwsza czgs¢ pracy stanowi 43 stronicowy Wstep, w ktérym Doktorantka opisuje biologie,
cykl rozwojowy, chorobotwodrczos¢ i diagnostyke obu badanych pierwotniakéw z rodzaju
Babesia i Hepatozoon, a nastepnie przedstawia charakterystyke poszczegdlnych gatunkéw
ssakdw drapieznych, zaczynajgc od gatunkéw inwazyjnych, tj. szopa pracza i jenota, a
nastgpnie rodzimych, tj. lisa, borsuka i obu gatunkéw kun. W tej charakterystyce duzo
miejsca zajmuje przedstawienie obecnego stanu wiedzy o pasozytach wewnatrzkrwinkowych
u dzikich ssakéw drapieznych, na podstawie doktadnego przegladu dostepnej literatury.
Brakuje mi we Wstepie czesci dotyczacej omodwienia czynnikéw, jakie mogg wptywaé na
rozprzestrzenianie sie pasozytéw w populacjach dzikich zwierzat, szczegélnie w kontekscie
gatunkdow inwazyjnych, ale tez socjalnosci, ptci, wieku, czy czynnikéw antropogenicznych. W
dyskusji jest oméwiona m. in. Hipoteza Uwolnienia od Wrogéw (ang. ,Enemy Release
Hypothesis”, ERH), ale w mojej ocenie przedstawienie we Wstepie przyktadéw i dostepnej

literatury dotyczacej tego bardzo ciekawego problemu, bytoby wartosciowe.

Kolejng czgdcig rozprawy doktorskiej jest Cel pracy, ktéry zawiera réwniez hipoteze
badawcza. Zatuje, ze hipotezy nie zostaty sformutowane bardziej szczegétowo, bo potencjat
pozyskanego materiatu i wykonanych analiz do weryfikowania réinych hipotez jest
naprawdg duzy, m. in. wspomniana juz Hipoteza Uwolnienia od Wrogéw, czy hipoteza
zwigzana z potencjalnymi réznicami/podobienstwami wykrywanych pasozytéw na poziomie
molekularnym w kontekscie np. gatunku zywicielskiego. Brak bardziej szczegétowych hipotez

wedtug mnie obniza troche warto$¢ merytoryczng pracy i zaburza pewna ,ciekawos¢”
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$ledzenia przez czytelnika uzyskanych wynikéw. Musze przyznaé, ze gdy tylko zobaczytam,
jak znaczaco nizsze sg ekstensywnosci zarazenia pasozytami wewnatrzkrwinkowymi u obu
zywicielskich gatunkéw inwazyjnych w pordwnaniu do gatunkéw rodzimych, to od razu

pomyslatam, dlaczego taka wiasnie hipoteza nie byta weryfikowana w rozprawie?

Trzeci rozdziat rozprawy to Materiat i metody badawcze. Jest to 24 stronicowy bardzo

rzetelny i konkretny opis terenu badan, czyli Nadlesnictwa Ruszéw w Borach Dolnoslgskich,
metodyki pozyskania materiatu do badan, poczawszy od pobierania tkanek w czasie sekcji,
po izolacje DNA, reakcje PCR i bardzo doktadny opis procedur stosowanych w laboratorium
genetycznym do wykrywania i identyfikacji pasozytéw z rodzaju Babesia i Hepatozoon, az po

analizy filogenetyczne i statystyczne wynikdw. Nie mam uwag do tej czesci rozprawy.

Czwarty rozdziat, czyli Wyniki zajmuje kolejne 23 strony rozprawy, na ktérych
mgr lzabella Mysliwy opisata najpierw ogdlng prewalencje pasozytéw wewnatrzkrwinkowych
dla wszystkich badanych gatunkéw razem, a nastepnie przeanalizowata czestosé
wystepowania pasozytow u poszczegdlnych gatunkéw drapieznikdw. Tutaj, bardzo ciekawym
wynikiem jest przedstawiona na rycinie 10 znaczaco niisza czesto$¢ wystepowania
pasozytéw wewnatrzkrwinkowych u szopdw i jenotéow (ok. 30%), czyli obcych gatunkow
inwazyjnych, w poréwnaniu do gatunkéw rodzimych — liséw, borsukéw i kun (az 80-90%).
Podobne réinice sg widoczne na rycinie 11, choé tutaj, przy podziale na ekstensywnosc¢
zarazenia Babesia spp. i Hepatozoon spp., obraz jest odmienny — szczegdlnie w przypadku
niskiej prewalencji Babesia spp. u kun. Ciekawy jest tez wynik u borsukdw, gdzie stwierdzono
najwyzszg ze wszystkich zywicieli prewalencje Babesia spp. (90%), a nie wykryto w ogdle
Hepatozoon spp. Prosze jednak o wyjasnienie, dlaczego kuna lesna i domowa sg omawiane
razem? S to dwa odrebne gatunki o zupetnie réznym srodowisku zycia i w mojej ocenie nie
jest uzasadnione analizowanie ich wspdlnie w kontekscie zarazenia pasozytami, szczegdlnie,
ze liczba zbadanych zwierzat kazdego z tych gatunkéw byta wystarczajgca, by podac wyniki
dla kazdego z nich oddzielnie; zbadano bowiem 59 kun domowych i 29 kun lesnych.
Wyjatkiem jest jedynie rycina 14, gdzie pokazano wyniki dla kuny lesnej i domowej
oddzielnie i tu bardzo dobrze wida¢, jak znaczgce sg réznice miedzy tymi gatunkami. Prosze
rowniez o wyjasnienie, dlaczego w analizie wynikow nie wzieto pod uwage ptci i wieku
badanych zwierzat. Okreslenie ptci i wieku (nawet na poziomie ogdlnym, czyli osobnik

miodociany/dorosty) jest proste do zrobienia w czasie sekcji, a rozktad tych cech moze
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znaczgco wptywaé na uzyskane wyniki, choéby w zwigzku ze znanym zjawiskiem, z ang.
»~male biased parasitism”. Wiek zywiciela moze mie¢ réwniez wptyw na poziom zarazenia,
dlatego brak takich danych nie pozwala na jednoznaczna interpretacje uzyskanych wynikéw,
gdyz réznice mogg wynika¢ po prostu z nieproporcjonalnego rozktadu ptci lub wieku w
obrebie badanej grupy. Ciekawy jest rdéwniez wynik dotyczacy wspétzarazenia
mikropasozytami krwi, gdzie najwyiszy odsetek (prawie 42%) stwierdzono u liséw. Kolejne
ryciny pokazuja  wyniki analiz  molekularnych i filogenetycznych  pasoizytéw
wewnatrzkrwinkowych zidentyfikowanych u poszczegdlnych gatunkéw drapieznikdw. Jest to
bardzo d;)brze i doktadnie opisana czes¢ wynikdw, gdzie krok po kroku Doktorantka opisuje
procentowy poziom zgodnosci i pozycje filogenetyczng uzyskanych sekwencji i odnosi te
wyniki do dostepnych w GenBank sekwencji molekularnych badanych pasozytéw

wyizolowanych od tych samych gatunkdéw zywicieli, ale w innych lokalizacjach.

Pigtnastostronicowa Dyskusje rozpoczyna krotki opis znaczenia choréb
przenoszonych przez wektory oraz dzikich zwierzat, jako waznego Zrddta zarazenia dla ludzi i
zwierzat domowych. Mysle, ze warto by tutaj (a moze nawet lepiej we Wstepie) pochyli¢ sie
bardziej nad koncepcjg ,Jedno Zdrowie” (ang. ,One Health”), szczegdlnie w kontekscie
gatunkoéw inwazyjnych. W mojej ocenie prezentowane w rozprawie badania bardzo dobrze
wpisujg sie w ten wazny temat i poprowadzenie Dyskusji moze mniej opisowo a bardziej
koncepcyjnie i w szerszym kontekscie znaczaco wzmocnitoby warto$¢ merytoryczng tych
bardzo wartosciowych wynikéw. Mam nadzieje, ze przy przygotowywaniu publikacji
naukowych Doktorantka weimie to pod uwage, bo w mojej ocenie potencjat uzyskanych w
ramach prac nad doktoratem danych jest naprawde znaczacy i warto to wykorzystac.
Dyskusja jest jednak bardzo uporzadkowana, petna ciekawych informacji i dobrze
konfrontuje, omawia i odnosi uzyskane wyniki z dostepnymi danymi literaturowymi. Widag,
ze Doktorantka swietnie zna badania z tej dziedziny i radzi sobie z dyskutowaniem i

odnoszeniem wtasnych wynikéw do dostepnych danych literaturowych.

Cze$¢ Podsumowanie i wnioski jest napisana zwiezle i w punktach prezentuje

najwazniejsze wyniki uzyskane w ramach prezentowanych badan. Ta cze$¢ pokazuje w
zwieztej formie znaczacg nowatorskos¢ uzyskanych wynikéw, wskazuje pierwsze
stwierdzenia badanych pasozytow u konkretnych gatunkéw, nowe haplotypy i inne wazne

odkrycia. Wymagane formalnie Streszczenia w jezyku polskim i angielskim sg napisane jasno i

4 Mg




zwiezle; Spis rycin i tabel pomaga odszuka¢ konkretne pozycje w tekscie. Bibliografia jest

starannie przygotowana i bardzo obszerna. To az 412 pozycji literatury naukowej w

wiekszosci o Swiatowym zasiegu.

W przedstawionej pracy znajdujg sie uchybienia i btedy edytorskie, powtdrzenia
wyrazéw i, w mojej ocenie, nie do korica odpowiednio dobrane stownictwo, np. ,,a ich nocne
Sciezki czesto sie krzyzuja”, ,para alfa ma prawo do rozmnazania”, lub ,wykorzystano
wachlarz metod biologii molekularnej”. Ponadto, nazwy tacifiskie gatunkéw sg powtarzane
wielokrotnie przy polskich nazwach gatunkowych, a zasada jest wskazanie ich tylko przy
pierwszym uzyciu. Nie wszystkie ryciny zostaly zacytowane w tekscie, albo s3 cytowane
btednie, np. na stronie 33 cytowana jest rycina 1 odnosnie podgatunkéw jenotéw, a takiej
ryciny w ogdéle nie ma, a rycina 1 ze strony 9 pokazuje schemat krazenia patogendéw
odkleszczowych. Nie rozumiem tez zasadnosci wstawienia do Wstepu ryciny 7 dotyczacej
filogenezy rodziny psowatych, ktéra nie jest nigdzie ani zacytowana ani omdwiona. Te
uchybienia nie wptywajg na warto$¢ merytoryczng pracy, jednak dopracowanie rozprawy na

pewno utatwitoby jej czytanie.

Podsumowujac, chciatam podkreslié, ze jestem pod duzym wrazeniem zakresu analiz i
uzyskanych wynikéw na tak trudnym materiale, jakim jest materiat pozyskany z martwych
dzikich ssakéw drapieznych. Rozprawa prezentuje kompleksowa analize wystepowania i
zrdznicowania genetycznego pasozytéw wewnatrzkrwinkowych z rodzaju Babesia i
Hepatozoon w zespole ssakéw drapieznych (6 gatunkéw) w Borach Dolnoslgskich. Analiza i
interpretacja wynikdw w kontekscie gatunkoéw inwazyjnych znaczgco podnosi warto$é tej
pracy, gdyz jest to obecnie wainy i szeroko dyskutowany temat. Doktorantce udato sie
oszacowac ogélng prewalencje pasozytéw z rodzaju Babesia i Hepatozoon, prewalencje u
kazdego z badanych gatunkéw zywicielskich oraz odsetek koinwazji. Przeprowadzone
badania pozwolity stwierdzi¢ po raz pierwszy na Swiecie Babesia spp. u tasicowatych, po raz
pierwszy w Europie u jenota i po raz drugi w Europie u szopa. Jesli chodzi o Hepatozoon spp.,
to udato sie potwierdzi¢ po raz pierwszy na Swiecie tego pasoiyta u jenotdéw. Oproécz
pierwszych stwierdzenn badanych mikropasozytéw w poszczegolnych gatunkach ssakow
drapieznych, dokfadna analiza genetyczna pozwolita Doktorantce m. in. na identyfikacje
trzech unikalnych haplotypéw Babesia spp. u borsukéw. Uzyskane wyniki pozwolity

Doktorantce zweryfikowaé postawiong hipoteze badawczg, ze wszystkie z badanych
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gatunkdéw ssakéw drapieznych, ze szczegdlnym uwzglednieniem inwazyjnego szopa i jenota,
majg potencjat rezerwuarowy dla mikropasozytéow krwi w s$rodowisku naturalnym, a
dodatkowo mozliwa jest miedzygatunkowa transmisja patogenéw pomiedzy drapieznikami
wystepujacymi na tym samym obszarze. Jak wspomniatam wczesniej, zabrakio mi
przedyskutowania uzyskanych wynikéw w szerszym kontekscie. Wydaje mi sie, ze potencjat
uzyskanych wynikdw nie zostat w petni wykorzystany, ale liczg na to, Ze przy
przygotowywaniu materiatow do publikacji Doktorantka zdecyduje sie na jeszcze
doktadniejsze przyjrzenie sie cennym wynikom, jakie uzyskata i bardziej kompleksowe

podejécie do ich interpretacji.

Konkluzja
W podsumowaniu recenzji stwierdzam, ze przestana mi do recenzji rozprawa

doktorska Pani mgr Izabelli Mysliwy spetnia wszelkie wymogi formalne stawiane rozprawom

doktorskim okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku — Prawo o szkolnictwie

wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024 r. poz. 1571 z péin. zmianami), czyli prezentuje oryginalne

rozwigzanie problemu naukowego, ogdélng wiedze teoretyczng Kandydatki oraz umiejetnosc
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, a przedstawione wyniki sg nowatorskie,
zostaty uzyskane przy uzyciu wtasciwie dobranej, zaawansowanej metodyki badawczej i maja
bardzo wysoki walor poznawczy. W zwigzku z powyzszym wnioskuje do Rady Dyscypliny
Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o przyjecie rozprawy
Pani mgr {zabelli Mysliwy oraz dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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