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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Izabeli! Myśliwy

pt. "Identyfikacja i charakterystyka molekularna pasożytów wewnątrzkrwinkowych

u drapieżników dziko żyjących"

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani Izabeli! Myśliwy została wykonana pod

kierunkiem Pani promotor dr hab. Agnieszki Perec - Matysiak, prof. UWr w Zakładzie Parazytologii

Wydziału Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wrocławskiego. Podjęty problem badawczy jest bardzo

ważny w aspekcie ekspansji gatunków inwazyjnych, które wprowadzane da nowego środowiska przez

człowieka, rozprzestrzeniają się i mogą mieć negatywny wpływ na lokalną przyrodę. Skutki inwazji

obejmują m. in. ograniczanie rodzimych gatunków czy przenoszenie czynników chorobotwórczych.

Doktorantka skupiła swoje badania na pasożytach krwi takich jak Babesia i Hepatozoon

występujących u 2 gatunków zwierząt inwazyjnych szopa pracza i jenota azjatyckiego oraz u 4

gatunków rodzimych czyli lisa rudego, borsuka europejskiego i dwóch gatunków kun. Zwierzęta

pochodziły z kontrolowanych odłowów oraz były pozyskiwane po wypadkach i polowaniach na

terenie Nadleśnictwa Ruszów w Borach Dolnośląskich, gdzie współwystępują wszystkie badane

gatunki drapieżników, Świadczy to o właściwym doborze obszaru z którego pozyskano zwierzęta.

Układ rozprawy doktorskiej

Praca posiada układ charakterystyczny dla rozprawy doktorskiej, tj. zawiera spis treści (2 str. ),

wstęp (43 str. ), cele pracy (l str. ), materiały i metody badawcze (24 str, ), wyniki (22 str. ), dyskusję z
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podsumowaniem i wnioskami (18 str. ), streszczenie w języku polskim (1, 5 str. ), streszczenie w języku

angielskim (1, 5 str. ), spis rycin (1, 5 str. ), spis tabel (1, 5 str. ), bogatą bibliografię (35 str. ), źródła

internetowe (0,5 str. ).

Rozprawa doktorska została napisana językiem naukowym z właściwym doborem słownictwa

i stylu. Doktorat zawiera dużą liczbę rycin i tabel ułatwiających zrozumienie treści. Drobna uwaga

dotyczy tytułu, który jest bardzo ogólny i nie odzwierciedla głównej hipotezy postawionej przez

Doktorantkę dotyczącej gatunków inwazyjnych. W mojej opinii należałoby ten cel podkreślić, np.

tytuł mógłby brzmieć "Identyfikacja i charakterystyka molekularna pasożytów wewnątrzkrwinkowych

u wybranych drapieżników dziko żyjących rodzimych i inwazyjnych

Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Wstęp pracy zajmujący 43 strony, jest bardzo obszerny ze względu na liczbę omawianych gatunków

zwierząt. Praca rozpoczyna się krótkim wprowadzeniem podkreślającym znaczenie podejmowanej

tematyki związanej z zagrożeniami jakie niosą gatunki inwazyjne.

Następnie opisane zostały dwie grupy systematyczne patogenów Babesia i Hepatozoon, ich

biologia, chorobotwórczość oraz metody wykrywania. Dokładnie zostały omówione techniki

molekularne pozwalające określić różnorodność gatunkową badanych pasożytów. W kolejnych

podrozdziałach Autorka omówiła wybrane do badań gatunki drapieżników inwazyjnych tj. szopa

pracza i jenota azjatyckiego oraz rodzimych lisa rudego, borsuka europejskiego, kuny domowej i kuny

leśnej. Drobna uwaga dotyczy ryć. 3 na stronie 26. Na ciemnych polach mapy słabo widoczne są,

z powodu ciemnej czcionki, lata w jakich pojawiał się szop pracz na określonych terenach. Prosiłabym

również o wyjaśnienie do jakiego wątku wstępu nawiązuje ryć. 7 na stronie 40 dotycząca filogenetyki

psowatych?

W opracowaniu zabrakło mi informacji jak duże są w Polsce populacje badanych gatunków

drapieżników. Z opisu we wstępie wynika, że np. jenot azjatycki to najliczniejszy drapieżnik

europejski. Jak kształtuje się jego populacja w Polsce na tle rodzimych drapieżników objętych

badaniami?
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W rozdziale pt. Cele badań Doktorantka przedstawiła zwięźle główną hipotezę badawczą

zakładającą, że gatunki inwazyjne szop pracz i jenot azjatycki mogą stanowić rezerwuar dla

patogenów z rodzajów Babesia i Hepatozoon. Cele szczegółowe zawierają kolejne etapy badań

obejmujące: (1-2) wyznaczenie prewalencji i charakterystykę pasożytów wewnątrzkrwinkowych

u wytypowanych gatunków drapieżnych inwazyjnych i rodzimych; (3) ocenę potencjału

rezerwuarowego dla badanych pasożytów; (4) oszacowanie czy istnieje ryzyko transmisji pasożytów

wewnątrzkrwinkowych w obrębie badanych gatunków zwierząt.

Materiały i Metody zgromadzone na 24 stronach obejmują informacje o terenie badawczym

i sposobie odłowu zwierząt oraz opis procedur badawczych. Nie podano niestety lat w których

zbierano materiał od zwierząt. Czy wszystkie próby zebrano w jednym roku kalendarzowym lub

jednym sezonie aktywności kleszczy, czy pozyskiwanie materiału obejmował kilka lat/sezonów?

W kolejnych podrozdziałach Autorka opisuje, zastosowane w badaniach techniki

molekularne, techniki manipulacji genetycznych i techniki analityczne tj. izolację DNA, PCR

z uwzględnieniem zastosowanych markerów oraz warunków przeprowadzanych reakcji,

sekwencjonowanie DNA, klonowanie, analizę sekwencji DNA i analizę statystyczną wyników. Do tej

części mam kilka pytań, które przedstawiam poniżej:

- W podrozdziale 3.2. 1 jest informacja, że do badań pobierano bardzo niedużą obj. śledziony - 10 ug.

Czy próby materiału były pobrane przynajmniej dwukrotnie tak by zwiększyć prawdopodobieństwo

wykrycia pasożytów?

- W ilu powtórzeniach wykonywano testy molekularne dla danej próby?

- Czy wykonywano ocenę stężenia i jakości wyizolowanego DNA?

- Czy były wykonane testy na obecność inhibitorów (np. pozostałości hemoglobiny)?

- Ile prób było analizowanych w procesie klonowania produktów PCR?

- Czy była możliwość pobrania także prób krwi (np. od zwierząt pochodzących z kontrolowanych

odłowów lub polowań) w celu poszerzonej diagnostyki?
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Lista protokołów zamieszczona na str. 57 nie ma odnośników do literatury, według której

opracowano protokoły. Są one zamieszczone dopiero w poszczególnych tabelach z opisem warunków

reakcji. Pomocne byłoby też zamieszczenie opisu uniwersalnego protokołu BTH oraz opisu/klucza,

według którego zastosowano poszczególne protokoły,

W podrozdziale 3. 2. 10 jest informacja o teście W Sharpo-Wilka. Przypuszczam, że chodziło

o test W Shapiro-Wilka. Opis statystyki jest bardzo skrótowy. Jakie parametry byty porównywane

oraz w jakich układach zmiennych były przeprowadzane analizy? Czy były obliczane przedziały ufności

dla częstości występowania Babesia i Hepatozoont

Wyniki przedstawione zostały w postaci tekstowej oraz danych liczbowych umieszczonych

w'tabelach i na rycinach. Do tej części mam kilka uwag, które przedstawiam poniżej:

- Nie znalazłam informacji dlaczego do detekcji Babesia używano kilku różnych protokołów i od czego

było to zależne, może od gatunku żywiciela? Dlaczego protokół uniwersalny BTH nie byt

wystarczający? Czemu różne protokoły byty używane dla wybranych gatunków żywicieli (COI, cytb)?

Trudno porównać wyniki prewalencji, a już na pewno nie można ich ujednolicić stosując różne

markery, które różnią się lokalizacją (genomowe vs. mitochondrialne) czy liczbą kopii w komórce, a co

za tym idzie - różną czułością. Może protokoły COI i cytB byty zastosowane do genotypowania

jedynie prób pozytywnych, ale nie znalazłam takiej informacji.

- Interesuje mnie ile zwierząt z wynikiem pozytywnym w kierunku Babesia uzyskanym w teście

opartym na jednym markerze było też pozytywnych z użyciem innych markerów i czy

sekwencjonowanie potwierdziło gatunek Babesia na kilku markerach u jednego żywiciela.

- W opisie wyników na stronie 85 Doktorantka napisała "Sekwencja ta wykazała 99, 75% homolo ii do

sekwencji pochodzącej m, in. od kuny leśnej M. martes z Hiszpanii (EF222257)... " Homologia w

sekwencjach oznacza, że dwie sekwencje mają wspólnego ewolucyjnego przodka (wspólne

pochodzenie), podczas gdy podobieństwo sekwencji to ilościowy miernik tego, jak bardzo są do

siebie podobne obecnie. Podsumowując określenie podobieństwa sekwencji jest narzędziem do

określenia homologii, Zakładam, że tu, i dalej w tekście, chodziło o ....podobieństwo.... a nie

o homologię.
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- Cele pracy to zgodnie z informacją ze str. 50: (3) Ocena potencjału rezerwuarowego badanych

gatunków dziko żyjących drapieżników; (4) Oszacowanie ryzyka międzygatunkowej transmisji

pasożytów wewnątrzkrwinkowych pomiędzy badanymi gatunkami inwazyjnymi, a rodzimymi oraz

określenie roli drapieżników w krążeniu patogenów przenoszonych przez kleszcze. W wynikach nie

znalazłam opisów analiz dla tych dwóch punktów. Byłabym wdzięczna za informacje jakimi metodami

oceniono potencjał rezerwuarowy dla Babesia i Hepatozoon? Jak oszacowano ryzyko

międzygatunkowej transmisji tych pasożytów bez informacji o kleszczach - wektorach patogenów?

- Według mojej opinii pod wykresami powinny być umieszczone nazwy gatunkowe. Miniatury

zwierząt są mniej czytelne.

Dyskusja

Wyniki badań zostały przedyskutowane w przemyślany sposób. Doktorantka uwzględniła

obszerną literaturę zamieszczoną w bibliografii, związaną z zakresem badawczym ujętym w

doktoracie. Sposób przeprowadzenia dyskusji i szeroki zakres piśmiennictwa, potwierdza bardzo

dobrą znajomość tematu badań oraz umiejętność logicznego przeprowadzenia dyskusji przez

Autorkę. Na zakończenie zostato przedstawione podsumowanie i wnioski wynikające

z przeprowadzonych badań, Ostatni rozdział stanowi streszczenie zamykające merytoryczną część

opracowania.

Mam kilka pytań związanych z tą częścią doktoratu.

W dyskusji Doktorantka napisała, że jej odkrycia o występowaniu 8. canis u dwóch gatunków

kun, borsuka europejskiego, jenota azjatyckiego i szopa pracza są pierwszymi lub jednymi

z pierwszych w Europie. Na jakim etapie publikacyjnym są te wyniki badań?

Na stronie 101 Doktorantka wskazuje na wyjątkowo dużą prewalencję B. canis (ok. 30%)

u lisa, w stosunku do wyników badań w Portugalii, Bośni i Polsce sugerując zwiększenie jego roli

rezerwuarowej dla tego pasożyta. Czy chodziło o zwiększenie w kontekście czasu, czyli kolejnych lat w

których nabywany jest patogen, czy może o ciągłe zwiększanie się populacji tego drapieżnika? Doktor

Ewa Mierzejewska i wsp. (2021) prowadziła badania w latach 2016-2018 m. in. na terenach

zachodnich (tzw, zachodnia strefa ekspansji D. reticulatus) pokrywających się z terenem obecnych

badań, z ogólnym wynikiem 2,4% dla B. canis. Powraca pytanie o lata w jakich gromadzony byt
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materiał do obecnych badań i jaka różnica czasowa dzieli okresy badań własnych i badań

dr E. Mierzejewskiej w kontekście przedstawionych wniosków.

W dalszej dyskusji Doktorantka rozważała, że wykrycie pierwotniaka B. canis u drapieżników

tasicowatych (borsuka i dwóch gatunków kun) może być wynikiem zarażenia na drodze pokarmowej,

a nie poprzez wektor. Skąd takie przypuszczenia? Zarówno borsuki jaki i kuny są żywicielami dla

kleszczy (Dermacentor reticulatus, lxodes ricinus), a Babesia canis należy do odmiennej grupy

systematycznej niż pasożyty z rodzaju Hepatozoon, które w trakcie rozwoju wytwarzają oocysty

zjadane potem razem z kleszczem. Dlaczego pasożyt z rodzaju Babesia miałby tak istotnie

modyfikować swój cykl życiowy jeśli jego rozwój może zachodzić w sposób typowy? Łatwiejszym

rozwiązaniem dla tego patogenu byłoby raczej poszerzenie grupy kompetentnych wektorów. Chętnie

zapoznam się ze zdaniem Doktorantki w tym temacie.

W podsumowaniu dyskusji zabrakło mi wniosków końcowych odniesionych wprost do

postawionych celów badawczych.

Uwagi edytorskie

- strona 8 wiersz 9 - jest "gatunek gatunków" powinno być jedno słowo "gatunek"

- strona 16 wiersz 11 - powinno być "żerowanie na żywicielu"

- strona 43 - Powtórzenie "obecność obecność"

- strona 115 - pkt 6 podpunkt l powinno być" jest to pierwsze doniesienie"

- strona 130 - Cytowanie nr 71 - Niepełny tytuł, brakuje słowa 'Molecular' na początku zdania,

Podsumowując chciałabym podkreślić, że praca jest wartościowa, a wyniki

przeprowadzonych badań poszerzyły wiedzę na temat rezerwuaru zoonotycznego Babesia

i Hepatozoon w środowisku drapieżników rodzimych i inwazyjnych żyjących w Polsce, Rozprawa

doktorska Pani mgr Izabelli Myśliwy dostarcza nie tylko nowych danych o zarażeniu pasożytami

wewnątrzkomórkowymi krwi u wybranych gatunków, ale uzupełnia też wiedzę o współwystępowaniu

tych patogenów i ich międzygatunkowej transmisji. Należy docenić wysiłek Doktorantki włożony
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w pozyskanie tak obszernego materiału do badań od zwierząt dziko żyjących co na pewno byto

bardzo czasochłonne i problematyczne.

Wniosek końcowy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Izabeli! Myśliwy pt. "Identyfikacja

i charakterystyka molekularna pasożytów wewnątrzkrwinkowych u drapieżników dziko żyjących"

spełnia wszystkie warunki określone w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyższym

i nauce (Dz. U. z 2023 roku, póz. 742), w związku z czym zwracam się do Rady Naukowej Dyscypliny

Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wrocławskiego z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr Izabeli!

Myśliwy do dalszych etapów postępowania o nadanie stopnia doktora,
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