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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pani mgr Patrycji Opalinskiej
pt. .Znaczenie sarny europejskiej (Capreolus capreolus L.) jako rezerwuaru patogenow

choréb odkleszczowych”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Patrycji Opalinskiej zostata
wykonana pod kierunkiem promotora dr hab. Magdaleny Nowak-Chmury, prof. Uniwersytetu
Pedagogicznego w Krakowie oraz promotora pomocniczego dr Marka Asmana ze Slaskiego
Uniwersytetu Medycznego w Katowicach.

Prowadzone przez dr hab. prof. UP Magdaleng¢ Nowak-Chmure badania od wielu lat koncentrujg
sic na biologii i ekologii nie tylko krajowej ale tez swiatowej fauny kleszczy (Ixodida).
Tematyka badawcza dr Marka Asmana obejmuje natomiast badania skupiajgce si¢ na roli
kleszczy w rozprzestrzenianiu chorob transmisyjnych. Rozprawa doktorska Pani mgr Patrycji
Opalinskiej wpisuje si¢ w te zagadnienia i poszerza aktualny stan wiedzy w zakresie poznania
zwigzkéw i srodowiskowych uwarunkowan rozprzestrzeniania kleszczy, ich zywicieli
oraz zoonotycznych patogenoéw. Podjeta tematyka jest szczegOlnie istotna w aspekcie
notowanego w ostatnich dekadach wzrostu zachorowalnosci na choroby odkleszczowe, a takze z
uwagi na coraz wigkszag roznorodnos¢ patogenow wykrywanych réwniez w krajowych
populacjach kleszczy. Autorka przedstawionej do oceny rozprawy koncentruje si¢ szczegolnie na
badaniu udziatu sarny europejskiej Capreolus capreolus w rozprzestrzenianiu populacji kleszczy
oraz jej roli w utrzymywaniu ognisk patogenow chorob odkleszczowych. W przeprowadzonych
badaniach Doktorantka uwzglednita dwa typy ekologiczne sarny europejskiej i ich udzialu w
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tego zywiciela kleszczy w rozprzestrzenianiu wybranych patogenéw choréb odkleszczowych.
Przeprowadzone badania obejmowaly trzy wazne z medycznego i weterynaryjnego punktu
widzenia patogeny, tj. wywolujace boreliozg¢ bakterie Borrelia burgdorferi, powodujgce
anaplazmoze bakterie Anaplasma phagocytophilum oraz pierwotniaki Babesia microti bedace
czynnikiem etiologicznym babeszjozy. Prowadzenie tego typu badan na okreslonym terenie jest
szczegblnie istotne zarGwno w aspekcie naukowym, wyjasniajagcym zwigzki w uktadzie wektor —
patogen — zywiciel, jak i praktycznym, zmierzajacym do podejmowania dziata zapobiegajacych
rozprzestrzenianiu chorob odkleszczowych.

Rozprawa doktorska jest dzielem oryginalnym, obejmuje 99 stron, w tym 24 tabele, 10
rycin oraz 2 zalagczniki. Uklad pracy spetnia wymogi stawiane pracom eksperymentalnym. Catos¢
zostala podzielona na 12 rozdziatéw, z ktorych 3 zawierajg podzial na podrozdziaty. Wstep
moglby byé, moim zdaniem, pierwszym rozdzialem, obejmujacym podrozdziaty od 1.1 do 1.4, a
kolejnymi rozdziatami zawarte w rozprawie cele pracy, material i metody, wyniki, dyskusja,
wnioski, literatura oraz streszczenia w jezyku polskim i angielskim, spisy tabel i zalgcznikow.

We ,,Wstepie” Autorka zwig¢zle nakreslita przedmiot swoich badan i cz¢$ciowo uzasadnita
wybor podjetego tematu. Wskazala na wazng rolge lasu w zyciu i gospodarce cztowieka
jednoczesnie podkreslajagc zlozono$¢ tego ekosystemu. Zwrocila takze uwagg na zmiany
srodowiskowe wplywajace na rozprzestrzenienie populacji saren i kleszczy. Podkreslita ponadto
znaczenie epidemiologiczne kleszczy i rolg saren jako rezerwuaru patogenow.

W kolejnych podrozdzialach rozdzialu zatytulowanego ,Przeglad literatury” Autorka
przesledzita aktualny stan wiedzy w zakresie wystgpowania pasozytow zewnetrznych sarny ze
szczegdlnym uwzglednieniem kleszczy, dokonata ogdlnej charakterystyki biologii iekologii
kleszczy, skutkow ich pasozytowania, a takze dotychczasowych badan udzialu sarny w
podtrzymywaniu ognisk chorob odkleszczowych. Szczegélnie cenne jest zwrOcenie uwagi na
obecnos$¢ dwoch typow ekologicznych saren, tj. saren bytujgcych na terenach lesnych oraz saren
zyjacych na terenach polno-takowych, w aspekcie ich odmiennosci i zréznicowanego narazenia na
ataki kleszczy. Cenne jest rowniez podkreslenie znaczenia kleszczy, szczegblnie kleszczy
pospolitych Ixodes ricinus, jako pasozytow zewnetrznych sarny. Wsréd innych istotnych
ektopasozytow sarny Doktorantka wymienita i oméwita owady, w tym m.in. nalezgcego do
muchéwek, pospolicie wystepujacego na terenie calego kraju strzyzaka Lipoptena cervi, a takze
pasozytujace na sarnach wszoty Damalinia meyeri, wszy Solenopotes capreoli i gzy Hypoderma
diana: natomiast wérdd roztoczy, oprocz kleszezy, Autorka zwrdcita uwage na Swierzbowce. W
podrozdziale dotyczacym cech pasozytnictwa i specyficznosci zywicielskiej kleszczy Doktorantka
poglebita zagadnienia zwigzane z biologig kleszczy, ich cyklem rozwojowym, wystgpowaniem,
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aktywnoscia, specyficznoscia zywicielska. Nastgpnie zwrocita uwage na bezposrednie skutki
pasozytowania kleszczy oraz ich wektorowg rolg. Wartosciowe jest podkreslenie zréznicowanej
roli zywicieli, w tym jeleniowatych, w mozliwosci podtrzymywania ognisk wystgpowania
patogenéw. Przy omawianiu rezultatow dotychczas prowadzonych badan, w tym m.in. udziatu
sarny w utrzymywaniu populacji kleszczy czy wskazaniu zooprofilaktycznej roli jeleniowatych w
przypadku Borrelia burgdorferi s.1. oraz rezerwuarowej roli dla Anaplasma phagocytophilum,
pewien niedosyt budzi brak podkreslenia koniecznosci prowadzenia systematycznych,
monitoringowych badan w lokalnych, zréznicowanych warunkach, co jest przedmiotem
recenzowanej rozprawy.

W rozdziale zatytulowanym ,,Cele pracy” Autorka szczegétowo okreslita zaplanowane
zadania badawcze obejmujace zaréwno faunistyczne badania kleszczy (w tym badanie skladu
gatunkowego kleszczy pasozytujacych na sarnie, struktury ich populacji, lokalizacji na zywicielu,
ekstensywnosci i intensywnosci zarazenia), jak i molekularng detekcje patogenéw w Kleszczach
oraz w krwi i w $ledzionie saren.

Pietnastostronicowy rozdziat ,,Materiat i metody” obejmuje charakterystyke terenu badan z
uzasadnieniem jego wyboru, charakterystyke sarny europejskiej (cho¢ ten opis, moim zdaniem,
mozna bylo zawrze¢ we wstepie pracy), nastgpnie zawiera dokladny opis metod zbioru kleszczy z
ro§linnogei i Zzywicieli oraz ich oznaczania, a takze metod¢ pozyskiwania tkanek zywicieli. W
dalszej czesci Autorka przedstawita szczegotowy opis przeprowadzonych badan molekularnych, w
tym metody izolacji DNA, warunki tancuchowej reakcji polimerazy PCR i nested PCR dla kazdego
z analizowanych patogenéw oraz metode rozdziatu elektroforetycznego produktu i jego
wizualizacji. W rozdziale tym Doktorantka opisata rowniez wykorzystywane metody statystyczne.

Najobszerniejszym rozdziatem pracy jest rozdziat ,,Wyniki”, ktory zajmuje 30 stron. W
kolejnych podrozdziatach Autorka w sposob czytelny i wiarygodny dokumentuje wyniki uzyskane
w poszczegolnych etapach badan. Warto podkresli¢, ze badaniami w kierunku obecnosci kleszezy
objeto 160 saren bytujacych zarowno w ekosystemach polnych, jak i lesnych, reprezentowanych
rébwnomiernie przez osobniki meskie i zenskie. Dostgp do tylu zywicieli i pozyskanie z nich nie
tylko kleszczy, ale réwniez prob krwi i $ledzion wymagalo niematego wysitku i duzego
zaangazowania Doktorantki. Na podkreslenie zastuguje rowniez fakt, iz badania saren prowadzone
byly bardzo systematycznie, w obydwoch analizowanych ekosystemach i obejmowaly sezon
wiosenny i zimowy zaréwno w roku 2015, jak i 2016. W trakcie tych dwoch lat, zarowno w sezonie
wiosennym jak zimowym, zebrano z zywicieli imponujaca liczb¢ ponad 1600 okazéw kleszczy,
ktére przyporzadkowano do dwoch gatunkéw: dominujacego, stanowigcego ponad 99%, kleszcza

pospolitego Ixodes ricinus i wystepujacego sporadycznie (<1%) kleszcza jezowego Ixodes
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hexagonus. Wiekszos¢ kleszezy (ponad 70%) zostala pozyskana z saren bytujgcych w ekosystemie
lesnym, natomiast sarny ekosystemu polnego infestowane byly rzadziej. Szczegotowe wyniki
zbioru, precyzyjnie dokumentujace caty wykonany zbior, przedstawiono w tabelach (7-14). Bardzo
wartoéciowe jest uwzglednienie szeregu parametrow, w tym okresu zbioru (wiosna/zima, rok
badan), pici sarny, wystepowania kleszczy na okreslonej czesci ciala, a takze takich parametrow
jak: intensywno$¢ i ekstensywno$¢ zarazenia. Istotnym uzupetnieniem przeprowadzonych badan
zywicieli jest pozyskanie kleszczy z roslinnosci. Autorka odtowila z terenéw wystgpowania sarny
europejskiej ponad 850 aktywnych kleszczy, ktore przyporzadkowata do dwoch gatunkow:
dominujacego kleszcza pospolitego I ricinus (99,9%) i odiawianego sporadycznie kleszcza
takowego Dermacentor reticulatus (0,1%). Co wazne, Autorka statystycznie potwierdzita wigkszg
aktywnosé kleszczy na terenach lesnych niz tagkowych, co jest w zgodzie z otrzymanymi wynikami
dotyczacymi poziomu intestacji sarny europejskiej na analizowanych terenach.

Za bardzo wartosciowe uwazam objecie badaniami molekularnymi w kierunku obecnosci
patogenow zaréwno kleszczy, w tym zebranych z sarny europejskiej i odtowionych z roslinnosci,
jak tez krwi oraz $ledzion zywicieli. Taka analiza umozliwia bowiem w sposob kompleksowy
wyjasnienie zaleznosci migdzy patogenem, wektorem a zywicielem. Co wigcej tego typu badania
wskazywaé rowniez moga na zagrozenie chorobami odkleszczowymi na danym terenie. Autorka
objeta badaniami az trzy patogeny, {j. bakterie Borrelia burgdorferi i Anaplasma phagocytophilum
oraz pierwotniaki Babesia microti. Wprawdzie brak wykrycia Borrelia burgdorferi zarowno w
kleszczach pospolitych zebranych z ro$linnosci, jak i z zywicieli uniemozliwia jednoznaczne
potwierdzenie zooprofilaktycznej roli sarny w rozprzestrzenianiu kretkéw boreliozy, to
jednoczesnie wskazuje na niski poziom zagrozenia ta zoonoza na badanym terenie. Natomiast
wykazanie obecnosci 4. phagocytophilum w zaréwno tkankach saren (tj. w krwi i $ledzionie) jak
rowniez w zerujacych kleszczach potwierdza znaczacg role Capreolus capreolus w krazeniu tych
bakterii. Co wiecej wskazuje na zagrozenie infekcjg tym patogenem na badanym terenie. Wykrycie
obecnosci Babesia microti zarobwno w tkankach badanego zywiciela, jak i kleszczach wskazywac
moze na udzial saren w cyklu krazenia tego pierwotniaka. W przypadku szacowania wystgpowania
B. microti warto podkresli¢, ze badania saren jako potencjalnego rezerwuaru tej piroplazmozy na
analizowanych terenach, tj. obszarach lezacych w wojewddztwie wielkopolskim, wykonano po raz
pierwszy. Wykazanie obecno$ci cho¢ jednego z badanych patogenéw u ponad jednej trzeciej
kleszczy zebranych z saren oraz w ponad 50% badanych tkanek pobranych od zywiciela
jednoznacznie wskazuje na znaczenie sarny europejskiej w krgzeniu patogenow transmitowanych
przez kleszcze w wojewddztwie wielkopolskim. Waznym aspektem przeprowadzonych badan jest

tez wykrycie koinfekcji, tj. jednoczesnego wystgpowania A. phagocytophilum i B. microti w
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tkankach saren, zarébwno w $ledzionie, jak i krwi. Swiadczy¢ to moze o potencjalnej mozliwosci
przekazywania nawet odleglych filogenetycznie patogendw do kleszcza w czasie jednokrotnego
zerowania.

Istotna czescig rozprawy jest ,,Dyskusja”, w ktorej Autorka starata si¢ wszechstronnie
analizowa¢ uzyskane wyniki konfrontujac je z danymi literaturowymi. W sposob dojrzaty thumaczy
wystepujace roznice zwracajgc rOwnoczesnie uwage na znaczenie wlasnych dokonan.

Rozdziat ,,Wnioski” zawiera 7 punktow, ktore w sposob skrotowy i zwigzly przedstawiaja
najwazniejsze konkluzje wynikajace z przeprowadzonych badan i podjgtej dyskusji.

W spisie literatury Autorka uwzglednita ponad 160 prac, w tym angloj¢zyczng literaturg z
ostatnich lat.

Przedstawiona do recenzji rozprawa zostala przygotowana starannie, jest dobrze
zredagowana i napisana poprawnym jezykiem, cho¢ Autorka nie ustrzegla si¢ pewnych
niedociagnieé. Z obowigzku recenzenta jestem zobligowana do ich wskazania. W przedstawionej
do recenzji rozprawie znalaztam nie do korica precyzyjne czy logiczne sformutowania (np. str. 13:
»_...zywiciele Zyja przemieszczajac si¢”, czy str. 67: ,,Obecnos¢ tych pierwotniakéw w organizmie
sarny moze $wiadczy¢ o potencjalnej roli tego gatunku w podtrzymywaniu krazenia tej riketsji ...”),
sa one jednak nieliczne i nie wplywaja na czytelno$¢ pracy. Réwniez na czytelnos¢ pracy nie
wplywaja drobne bledy jezykowe (jak np. na str. 16, 30 ,,ilos¢ kleszczy” zamiast ,,liczba kleszczy™;
nie zawsze prawidlowe umiejscowienie przecinkow, nawiasu; duzej litery [str. 74 - tytulu
czasopisma; str. 77 — ,,and”]; nie zawsze wiasciwa pisownia kursywg [np. str. 17 — B. jako Borrelia,
str. 32, 33 — zbedna kursywa przy ,,s.1.”"]; brak twardej spacji co spowodowato tamanie tekstu w
miejscu oddzielajagcym liczbe od symbolu jednostki [str. 31]). Warto w cytowanej literaturze przy
podawaniu redaktora i tytuléw ksigzek zachowa¢ ta samg kolejnos¢, tj. podawaé konsekwentnie w
pierwszej kolejnosci nazwiska redaktoréw, a nastepnie tytut (odmiennie jest przy cytowaniu pracy
Sugar z 1991) oraz konsekwentnie uzywanie ,,W:” a nie ,In:” (np. przy podawaniu danych
bibliograficznych pracy Zlotorzycka i Modrzejewska 1988). Mysle rowniez, ze warto byloby
graficznie odrozni¢ sposob zapisu przywotywanej literatury od sposobu zapisu nazwiska odkrywcey
gatunku, bowiem w pracy zaréwno nazwiska autoréw prac jaki i opisujgcych gatunek sg w
nawiasach okraglych i oddzielone przecinkiem od roku publikacji czy opisania gatunku. Uwagg
moja zwrocily drobne niescistodei, np. na str. 8 Doktorantka pisze ,,W 2008 r. we Wloszech Capri i
in. zbadali...” natomiast badania byly prowadzone wczesniej, a w podanym roku wyniki zostaly
jedynie opublikowane; w cytowanej literaturze dotyczacej wszotow (str. 10) autorem prac z 1988 i
1994 r. jest Zlotorzycka nie Zlotowska; natomiast autorem cytowanej na str. 17 pracy sg Zeman i

Pecha, a nie Zemani i Pecha. Nieprecyzyjnym sformulowaniem jest okreslenie reakcji alergicznej
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porazeniem kleszczowym (str. 15), bowiem reakcja alergiczna nie jest tozsama z porazeniem
kleszczowym, ktore jest zwigzane z dziataniem neurotoksyny. Pewng niescistoscig jest zawarta na
pierwszej stronie wstepu charakterystyka srodowiska wystgpowania kleszczy (str. 5.). Opis dotyczy
gltoéwnie kleszcza pospolitego Ixodes ricinus, o czym warto bylo wspomnie¢, bowiem inne gatunki
jak np. kleszcz takowy Dermacentor reticulatus preferujacy tereny fakowe, moga by¢ liczniejsze w
innych typach $rodowiska. Rozumiem jednak, ze w pracy szczegolng uwage poswigeono /. ricinus
jako kleszczowi o najwigkszym znaczeniu medycznym i weterynaryjnym nie tylko w Polsce, ale tez
w i Europie. Przeoczeniem jest nie uwzglednienie kleszczy pozagniazdowych przy wymienianiu
grup ekologicznych kleszczy (str. 13). Kleszcze pozagniazdowe opisano jednak w dalszej czgsci
tekstu.

W rozdziale ,Material i metody” warto moim zdaniem zwrdci¢ uwage na to, czy opisane
metody izolacji DNA z wykorzystaniem komercyjnych zestawow byly wykonywane zgodnie z
instrukcja producenta, czy tez byly stosowane wiasne modyfikacje. Uzupelnienia wymaga tez
informacja co stanowito kontrole dodatnia i ujemna przeprowadzanych reakcji PCR. Czy otrzymane
produkty poddano sekwencjonowaniu w celu potwierdzenia otrzymanego wyniku? Moim zdaniem
warto rowniez zamiesci¢ informacje o podawaniu wielkosci produktu uznawanej ostatecznie za
wynik dodatni, bowiem zaréwno w przypadku 4. phagocytophilum jak i B. microti podawano dwie
wielkosci. Czy produkty te byly wynikami kolejnych reakcji PCR? Czy za kazdym razem
wykonywano elektroforeze po pierwszej i drugiej reakcji (nested) PCR? Czy wynik pierwszej
reakcji wplywat na przeprowadzenie reakcji kolejnej?

Przy podawaniu wynikow dotyczacych infestacji (str. 35) warto poda¢ réwniez wartosc
procentowg umozliwiajaca porownanie wiasnych wynikéw z wynikami innych autorow. W
pierwszym podrozdziale wynikéw Autorka podaje w tabelach (tab. 2 i 3 — str. 36) udzial
poszczegdlnych stadidw rozwojowych kleszezy I ricinus i I hexagonus z uwzglgdnieniem ekotypu
wystepowania sarny. Te same wartosci, jednak bez uwzgledniania rdznicowania na ekotypy,
pojawiajg si¢ ponowne w tabeli 15 (str. 58). Moze warto by bylo przy przygotowywaniu publikacji
rozwazyé umieszczenie tych wartosci w jednej, kompleksowej tabeli.

Na str. 37, w tekscie, Autorka podaje procentowy udzial kleszczy infestujacych poszczegolne
czesci ciata. Podane warto$ci odnoszg si¢ jednak nie do wszystkich zebranych kleszczy tacznie lecz
jedynie do I ricinus, co Autorka wyraznie przedstawia w tabeli 4. Pewne rozbieznosci dotycza
podanego procentu ekstensywnosci inwazji przez kleszcze saren z ekosystemu polnego. Czy
warto$¢ ta, tak jak podano w tekscie, wynosi 28,7% (str. 58) czy jak podano w tabeli (tab. 16)
30,0%? Pewien niedosyt budzi brak opisu w rozdziale ,,Wyniki” r6znic w infestacji sarny miedzy

okresem wiosennym i zimowym oraz roznic migdzy kolejnymi latami badan.




Szkoda, ze przy badaniu wystgpowania patogenow w kleszczach zebranych z saren z réznych
ekosystemow nie przeprowadzono analizy statystycznej roznic w poziomie zakazenia miedzy
okazami zyjacymi w lesie i na polach. Nie bardzo rozumiem w jaki sposob obliczono podang w
tabeli 17 warto$¢ ekstensywnoéci inwazji osobnikéw meskich sarny ekotypu lesnego i osobnikow
zefiskich sarny ekotypu lesnego oraz w tabeli 18 wartos¢ ekstensywnosci inwazji osobnikow
meskich sarny ekotypu polnego i osobnikow zenskich sarny ekotypu polnego. Réwniez nie
rozumiem w jaki sposob obliczono wartosci procentowe wykrycia A. phagocytophilum w
kleszczach zebranych z saren ,le$nych” i ,,polnych” oraz odsetek zakaZzenia kleszczy z saren
wpolnych™ pierwotniakiem B. microti (tab. 21), w jaki sposob obliczono odsetek rownoczesnego
wystepowania A. phagocytophilum w krwi i $ledzionie saren (tab. 23) oraz w jaki sposoOb obliczono
odsetek zainfekowania B. microti i A. phagocytophilum Kleszczy I. ricinus zebranych z roslinnosci
w poszczegolnych lokalizacjach (tab. 24).

Mimo krytycznych uwag rozprawe doktorska Pani mgr Patrycji Opalifiskiej oceniam
wysoko. Uwazam, ze oceniana praca pod wzgledem poziomu merytorycznego i wartosci
poznawczej zastuguje na uznanie. Z pewnoscig zebrane wyniki bgda publikowane w czasopismach
o wysokim poziomie, a zgromadzone dane mogg stanowi¢ punkt wyjscia do dalszych badan
zwiazanych z szeroko rozumianym krazeniem patogenéw chor6b transmisyjnych w srodowisku.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca spetnia wszystkie ustawowe kryteria
stawiane rozprawom doktorskim. Wobec powyzszego zwracam si¢ do Rady Wydzialu
Geograficzno-Biologicznego Uniwersytetu Pedagogicznego im. Komisji Edukacji Narodowej w
Krakowie o dopuszczenie Pani mgr Patrycji Opalinskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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