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RECENZIA
rozprawy doktorskiej mgr 1zabelli Mysliwy
pt. ,Identyfikacja i charakterystyka molekularna pasozytéw wewnatrzkrwinkowych

u drapieznikdw dziko zyjacych”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani Izabelli Mysliwy zostata wykonana pod
kierunkiem Pani promotor dr hab. Agnieszki Perec - Matysiak, prof. UWr w Zaktadzie Parazytologii
Wydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego. Podjety problem badawczy jest bardzo
wazny w aspekcie ekspansji gatunkdw inwazyjnych, ktére wprowadzane do nowego srodowiska przez
cztowieka, rozprzestrzeniaja sie i mogg mie¢ negatywny wptyw na lokalng przyrode. Skutki inwazji

obejmuja m. in. ograniczanie rodzimych gatunkéw czy przenoszenie czynnikdw chorobotwérczych.

Doktorantka skupita swoje badania na pasozytach krwi takich jak Babesia i Hepatozoon
wystepujacych u 2 gatunkéw zwierzat inwazyjnych szopa pracza i jenota azjatyckiego oraz u 4
gatunkéw rodzimych czyli lisa rudego, borsuka europejskiego i dwdch gatunkéw kun. Zwierzeta
pochodzity z kontrolowanych odtowéw oraz byly pozyskiwane po wypadkach i polowaniach na
terenie Nadle$nictwa Ruszéw w Borach Dolnoélaskich, gdzie wspétwystepuja wszystkie badane

gatunki drapieznikéw. Swiadczy to o wiasciwym doborze obszaru z ktérego pozyskano zwierzgta.

Uktad rozprawy doktorskiej

Praca posiada ukfad charakterystyczny dla rozprawy doktorskiej, tj. zawiera spis tresci (2 str.),

wstep (43 str.), cele pracy (1 str.), materiaty i metody badawcze (24 str.), wyniki (22 str.), dyskusje z
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podsumowaniem i wnioskami (18 str.), streszczenie w jgzyku polskim (1,5 str.), streszczenie w jgzyku
angielskim (1,5 str.), spis rycin (1,5 str.), spis tabel (1,5 str.), bogata bibliografig (35 str.), Zrédia

internetowe (0,5 str.).

Rozprawa doktorska zostata napisana jezykiem naukowym z wiasciwym doborem stownictwa
i stylu. Doktorat zawiera duzg liczbe rycin i tabel utatwiajacych zrozumienie tresci. Drobna uwaga
dotyczy tytutu, ktory jest bardzo ogdiny i nie odzwierciedla giéwnej hipotezy postawionej przez
Doktorantke dotyczacej gatunkéw inwazyjnych. W mojej opinii nalezatoby ten cel podkreslic, np.
tytut mégtby brzmieé ,Identyfikacja i charakterystyka molekularna pasozytéw wewnatrzkrwinkowych

u wybranych drapieznikéw dziko zyjacych rodzimych i inwazyjnych”

Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Wstep pracy zajmujacy 43 strony, jest bardzo obszerny ze wzgledu na liczbg omawianych gatunkéw
zwierzat. Praca rozpoczyna sie krétkim wprowadzeniem podkreslajagcym znaczenie podejmowanej

tematyki zwigzanej z zagrozeniami jakie niosg gatunki inwazyjne.

Nastepnie opisane zostaly dwie grupy systematyczne patogendéw Babesio i Hepatozoon, ich
biologia, chorobotwdrczo$¢ oraz metody wykrywania. Dokfadnie zostaty oméwione techniki
molekularne pozwalajace okreélié réznorodnosé gatunkowa badanych pasoizytéw. W kolejnych
podrozdziatach Autorka oméwita wybrane do badari gatunki drapieznikéw inwazyjnych tj. szopa
pracza i jenota azjatyckiego oraz rodzimych lisa rudego, borsuka europejskiego, kuny domowej i kuny
le$nej. Drobna uwaga dotyczy ryc. 3 na stronie 26. Na ciemnych polach mapy stabo widoczne sa,
z powodu ciemnej czcionki, lata w jakich pojawiat sig szop pracz na okreslonych terenach. Prositabym
réwniez o wyjasnienie do jakiego watku wstepu nawiazuje ryc. 7 na stronie 40 dotyczaca filogenetyki

psowatych?

W opracowaniu zabrakio mi informacji jak duze s3 w Polsce populacje badanych gatunkéw
drapieznikéw. Z opisu we wstepie wynika, Ze np. jenot azjatycki to najliczniejszy drapieinik
europejski. Jak ksztattuje sie jego populacja w Polsce na tle rodzimych drapieinikow objetych

badaniami?
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W rozdziale pt. Cele badan Doktorantka przedstawita zwigile giéwna hipoteze badawczg
zakladajacg, ze gatunki inwazyjne szop pracz i jenot azjatycki moga stanowié rezerwuar dla
patogendw z rodzajow Babesia i Hepatozoon. Cele szczegétowe zawierajg kolejne etapy badar
obejmujace: (1-2) wyznaczenie prewalencji i charakterystyke pasozytéw wewnatrzkrwinkowych
u wytypowanych gatunkéw drapieznych inwazyjnych i rodzimych; (3) oceng potencjatu
rezerwuarowego dla badanych pasozytéw; (4) oszacowanie czy istnieje ryzyko transmisji pasozytéw

wewnatrzkrwinkowych w obrebie badanych gatunkdw zwierzat.

Materialy i Metody zgromadzone na 24 stronach obejmujg informacje o terenie badawczym
i sposobie odtowu zwierzat oraz opis procedur badawczych. Nie podano niestety lat w ktorych
zbierano materiat od zwierzat. Czy wszystkie préby zebrano w jednym roku kalendarzowym lub

jednym sezonie aktywnoéci kleszczy, czy pozyskiwanie materiatu obejmowato kilka lat/sezondw?

W kolejnych podrozdziatach Autorka opisuje, zastosowane w badaniach techniki
molekularne, techniki manipulacji genetycznych i techniki analityczne tj. izolacje DNA, PCR
z uwzglednieniem zastosowanych markeréw oraz warunkéw przeprowadzanych reakcji,
sekwencjonowanie DNA, klonowanie, analizg sekwencji DNA i analize statystyczng wynikow. Do tej

czesci mam kilka pytan, ktére przedstawiam ponizej:

- W podrozdziale 3.2.1 jest informacja, ze do badar pobierano bardzo nieduig obj. sledziony - 10 ug.
Czy préby materiatu byly pobrane przynajmniej dwukrotnie tak by zwigkszy¢ prawdopodobieristwo

wykrycia pasozytéw?

- W ilu powtdrzeniach wykonywano testy molekularne dla danej préby?

- Czy wykonywano ocene stezenia i jako$ci wyizolowanego DNA?

- Czy byly wykonane testy na obecno$é inhibitoréw (np. pozostatosci hemoglobiny)?
- lle préb byto analizowanych w procesie klonowania produktéw PCR?

- Czy byta mozliwo$¢ pobrania takze préb krwi (np. od zwierzat pochodzacych z kontrolowanych

odtowéw lub polowan) w celu poszerzonej diagnostyki?
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Lista protokotéw zamieszczona na str. 57 nie ma odno$nikéw do literatury, wedtug ktorej
opracowano protokoty. Sa one zamieszczone dopiero w poszczegdlnych tabelach z opisem warunkéw
reakcji. Pomocne byloby tez zamieszczenie opisu uniwersalnego protokotu BTH oraz opisu/klucza,

wedtug ktérego zastosowano poszczegdlne protokoty.

W podrozdziale 3.2.10 jest informacja o te$cie W Sharpo-Wilka. Przypuszczam, ze chodzito
o test W Shapiro-Wilka. Opis statystyki jest bardzo skrétowy. Jakie parametry byly poréwnywane
oraz w jakich uktfadach zmiennych byly przeprowadzane analizy? Czy byly obliczane przedziaty ufnosci

dla czestosci wystepowania Babesia i Hepatozoon?

Wyniki przedstawione zostaty w postaci tekstowej oraz danych liczbowych umieszczonych

w'tabelach i na rycinach. Do tej czeéci mam kilka uwag, ktdre przedstawiam ponizej:

- Nie znalaztam informacji dlaczego do detekcji Babesio uzywano kilku réznych protokotéw i od czego
byto to zaleine, moze od gatunku zywiciela? Dlaczego protokét uniwersalny BTH nie byt
wystarczajacy? Czemu rézne protokoty byly uzywane dla wybranych gatunkéw zywicieli (COI, cytb)?
Trudno poréwnaé wyniki prewalencji, a juz na pewno nie mozna ich ujednolici¢ stosujgc réine
markery, ktére réinia sie lokalizacja (genomowe vs. mitochondrialne) czy liczba kopii w komérce, a co
za tym idzie — réizng czutoécia. Moze protokoly COI i cytB byly zastosowane do genotypowania

jedynie préb pozytywnych, ale nie znalaztam takiej informaciji.

- Interesuje mnie ile zwierzat z wynikiem pozytywnym w kierunku Babesia uzyskanym w tescie
opartym na jednym markerze bylo tei pozytywnych z uzyciem innych markeréw i czy

sekwencjonowanie potwierdzito gatunek Babesia na kilku markerach u jednego zywiciela.

- W opisie wynikéw na stronie 85 Doktorantka napisata ,Sekwencja ta wykazata 99,75% homologii do
sekwencji pochodzacej m.in. od kuny lesnej M. martes z Hiszpanii (EF222257)..” Homologia w
sekwencjach oznacza, ze dwie sekwencje maja wsp6lnego ewolucyjnego przodka (wspdine
pochodzenie), podczas gdy podobienstwo sekwencji to ilosciowy miernik tego, jak bardzo sa do
siebie podobne obecnie. Podsumowujac okreélenie podobieristwa sekwencji jest narzedziem do
okreslenia homologii. Zakiadam, ze tu, i dalej w tekscie, chodzito o ...podobiefistwo... a nie

0 homologie.
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- Cele pracy to zgodnie z informacjg ze str. 50: (3) Ocena potencjatu rezerwuarowego badanych
gatunkéw dziko zyjacych drapieinikéw; {4) Oszacowanie ryzyka miedzygatunkowej transmisji
pasozytéw wewnatrzkrwinkowych pomigdzy badanymi gatunkami inwazyjnymi, a rodzimymi oraz
okreélenie roli drapieznikéw w krazeniu patogendw przenoszonych przez kleszcze. W wynikach nie
znalaztam opis6w analiz dla tych dwéch punktéw. Bytabym wdzigczna za informacje jakimi metodami
oceniono potencjat rezerwuarowy dla Babesioc i Hepatozoon? Jak oszacowano ryzyko

miedzygatunkowej transmisji tych pasozytéw bez informacji o kleszczach - wektorach patogenéw?

- Wedtug mojej opinii pod wykresami powinny by¢ umieszczone nazwy gatunkowe. Miniatury

zwierzat sg mniej czytelne.

Dyskusja

Wyniki badar zostaly przedyskutowane w przemyslany sposéb. Doktorantka uwzglgdnita
obszerng literature zamieszczong w bibliografii, zwiazang z zakresem badawczym ujgtym w
doktoracie. Sposéb przeprowadzenia dyskusji i szeroki zakres pismiennictwa, potwierdza bardzo
dobra znajomo$¢ tematu badarh oraz umiejetno$é logicznego przeprowadzenia dyskusji przez
Autorke. Na zakoriczenie zostalo przedstawione podsumowanie i wnioski wynikajace
z przeprowadzonych badari, Ostatni rozdziat stanowi streszczenie zamykajgce merytoryczng czesc

opracowania.
Mam kilka pytan zwigzanych z tg czescig doktoratu.

W dyskusji Doktorantka napisata, ze jej odkrycia o wystgpowaniu B. canis u dwéch gatunkéw
kun, borsuka europejskiego, jenota azjatyckiego i szopa pracza sa pierwszymi lub jednymi

z pierwszych w Europie. Na jakim etapie publikacyjnym s3 te wyniki badari?

Na stronie 101 Doktorantka wskazuje na wyjatkowo duig prewalencje B. canis (ok. 30%)
u lisa, w stosunku do wynikéw badar w Portugalii, Boéni i Polsce sugerujac zwigkszenie jego roli
rezerwuarowej dla tego pasozyta. Czy chodzito o zwigkszenie w kontekscie czasu, czyli kolejnych lat w
ktérych nabywany jest patogen, czy moze o ciggte zwigkszanie sig populacji tego drapieznika? Doktor
Ewa Mierzejewska i wsp. (2021) prowadzita badania w latach 2016-2018 m.in. na terenach
zachodnich {tzw. zachodnia strefa ekspansji D. reticulatus) pokrywajacych sig z terenem obecnych

badan, z ogéinym wynikiem 2,4% dla B. canis. Powraca pytanie o lata w jakich gromadzony byt
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material do obecnych badah i jaka réinica czasowa dzieli okresy badah wtasnych i badan

dr E. Mierzejewskiej w kontekscie przedstawionych wnioskéw.

W dalszej dyskusji Doktorantka rozwazata, ze wykrycie pierwotniaka B. canis u drapieznikéw
tasicowatych (borsuka i dwdch gatunkdw kun) moze by¢ wynikiem zarazenia na drodze pokarmowej,
a nie poprzez wektor. Skad takie przypuszczenia? Zarédwno borsuki jaki i kuny sg zywicielami dla
kleszczy (Dermacentor reticulatus, Ixodes ricinus), a Babesia canis nalezy do odmiennej grupy
systematycznej niz pasozyty z rodzaju Hepatozoon, ktére w trakcie rozwoju wytwarzajg oocysty
zjadane potem razem z kleszczem. Dlaczego pasozyt z rodzaju Babesia miatby tak istotnie
modyfikowaé swdj cykl zyciowy jesli jego rozwdj moze zachodzi¢ w sposéb typowy? tatwiejszym
rozwigzaniem dla tego patogenu bytoby raczej poszerzenie grupy kompetentnych wektorow. Chetnie

zapoznam sig ze zdaniem Doktorantki w tym temacie.

W podsumowaniu dyskusji zabrakto mi wnioskdw koricowych odniesionych wprost do

postawionych celéw badawczych.

Uwagi edytorskie

- strona 8 wiersz 9 - jest ,gatunek gatunkow” powinno by¢ jedno stowo ,,gatunek”
- strona 16 wiersz 11 - powinno by¢ ,,zerowanie na zywicielu”

- strona 43 - Powtérzenie ,obecnos¢ obecnos¢c”

- strona 115 - pkt 6 podpunkt 1 powinno by¢” jest to pierwsze doniesienie”

- strona 130 - Cytowanie nr 71 - Niepetny tytut, brakuje stowa ‘Molecular’ na poczatku zdania.

Podsumowujgc chciatabym podkredli¢, ze praca jest wartoSciowa, a wyniki
przeprowadzonych badan poszerzyly wiedze na temat rezerwuaru zoonotycznego Babesia
i Hepatozoon w $rodowisku drapieznikéw rodzimych i inwazyjnych zyjacych w Polsce. Rozprawa
doktorska Pani mgr Izabelli Mysliwy dostarcza nie tylko nowych danych o zarazeniu pasozytami
wewnatrzkomérkowymi krwi u wybranych gatunkdw, ale uzupetnia tez wiedze o wspétwystepowaniu

tych patogenéw i ich miedzygatunkowej transmisji. Nalezy docenié wysitek Doktorantki wlozony
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w pozyskanie tak obszernego materiatu do badan od zwierzat dziko 2yjacych co na pewno byto

bardzo czasochionne i problematyczne.

Whiosek koricowy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr lzabelli Mysliwy pt. ,ldentyfikacja
i charakterystyka molekularna pasoiytéw wewnatrzkrwinkowych u drapieznikéw dziko zyjacych”
spetnia wszystkie warunki okreélone w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz. U. z 2023 roku, poz. 742), w zwigzku z czym zwracam sig do Rady Naukowej Dyscypliny
Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr lzabelli

Mysliwy do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora.
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