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dr hab. Dorota Kiewra, prof. UWr Wroctaw, 05.06.2024 r.

RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pani mgr Justyny Liberskiej
pt. ,, Wspélwystepowanie Babesia spp. (Apicomplexa: Piroplasmida)
i Borrelia spp. (Bacteria: Spirochaetes) w kleszczach pospolitych, Ixodes ricinus,
na terenach zurbanizowanych na przykladzie Poznania”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Justyny Liberskiej zostata
wykonana pod kierunkiem dwéch promotoréw: Pani prof. UAM dr hab. Mirostawy Dabert
z Laboratorium Technik Biologii Molekularnej oraz Pana prof. UAM dr. hab. Jerzego
Michalika z Zaktadu Morfologii Zwierzat na Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu. Podjeta przez Doktorantke tematyka badawcza jest niezwykle istotna
w aspekcie notowanego w ostatnich dekadach wzrostu liczby zachorowan na choroby
odkleszczowe, co jest zwigzane glownie ze zmianami srodowiskowymi, socjoekonomicznymi,
wieksza $wiadomoscig dotyczaca odkleszezowych zagrozen, a takze lepsza diagnostyka.
Wyboér przez Doktorantke terenéw zurbanizowanych jako obszaru badan jest wysoce zasadny
z uwagi na fakt, ze ekosystemy miejskie coraz czgéciej sa wymieniane jako wazne obszary
potencjalnego kontaktu czlowicka z kleszczami i patogenami, dla ktorych kleszeze
sa wektorami.

Praca doktorska Pani mgr Justyny Liberskiej zostala przygotowana w oparciu o trzy
prace, w tym dwa artykuly opublikowane w latach 2021-2023 w czasopi$mie Tick and Tick-
borne Diseases oraz w oparciu o manuskrypt przygotowany do wystania do czasopisma
Pathogens. Wszystkie wehodzace w sklad rozprawy prace sa wspétautorskie i licza od 3 do 9
autorow. Warto podkresli¢, ze czasopismo Tick and Tick-borne Diseases, w ktérym ukazaly sie
obie opublikowane prace, jest anglojezycznym, miedzynarodowym, indeksowanym
czasopismem naukowym z tzw. listy filadelfijskiej (o wspélczynniku wptywu Impact Factor
3,817). Co wigcej, jest to specjalistyczne czasopismo, ktérego wiodgca tematyka dotyczy
biologii i ekologii kleszczy, ich wektorowej roli, a takze ekoepidemiologii choréb
odkleszczowych ludzi i zwierzat. Opublikowanie artykuléw w tak prestizowym czasopismie
jest niewatpliwie gwarancja, ze prace prezentuja wysoki poziom naukowy i wpisujg sie
wnajnowsze trendy w zakresie badan akarologicznych. Czuje si¢ zatem zwolniona
z obowigzku ponownej oceny merytorycznej obydwéch opublikowanych prac, bowiem przed
przyjeciem do druku byly one poddane wnikliwej recehzji przez uznanych ekspertéw.

Na szczeg6lng uwage zastuguje fakt, ze we wszystkich pracach Pani mgr Justyna
Liberska jest pierwszym autorem, a jej udzial w przygotowanie prac oszacowany zostat na 60%
- 70%, co jest potwierdzone w zlozonych przez wspolautoréw o$wiadczeniach zataczonych do
przedstawionej do recenzji pracy. W przypadku pracy oznaczonej jako A.l nieco
zastanawiajgcy jest dos¢ niski i jednakowy, bo oszacowany jedynie na 5%, udziat wszystkich
pozostatych o$miu autoréw pracy. Niemniej jednak uwazam, ze Doktorantka miala
bezsprzecznie wiodgcy udzial w powstaniu wszystkich prac. Jej udziat obejmowat uczestnictwo
w  pozyskiwaniu materiatu badawczego, zalozenie i prowadzenie bazy danych,
przeprowadzenie identyfikacji kleszczy zaréwno z wykorzystaniem kluczy (okazy doroste), jak
i metod molekularnych (stadia milodociane), testowanie i dostosowanie warunkéw
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molekularnej detekcji Babesia spp. i Borrelia spp., a takze interpretacjie wynikéw
1 przygotowanie manuskryptu.

Oceniana praca doktorska zostata przedstawiona w postaci oprawionego, estetycznie
przygotowanego wydruku komputerowego. Zostata napisana starannie, poprawnym jezykiem,
cechuje si¢ przejrzystym uktadem. Rozprawa liczy 113 stron, zawiera czytelny spis tresci,
streszczenie w j¢zyku polskim i angielskim, wykaz publikacji wchodzacych w skiad rozprawy.
Kolejne czgsci obejmuja rozdzialy zatytulowane ,,Wprowadzenie i gléwne cele rozprawy
doktorskiej” oraz ,,Rezultaty i wnioski rozprawy doktorskiej” z podrozdzialami, a takze
w dalszej kolejnosci, rozdzialy zawierajgce spis bibliografii, pelny tekst wszystkich
wehodzaeych w sklad przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej publikacji, o$wiadczenia
autorow o wkladzie w powstanie artykuléw oraz materialy dodatkowe w postaci tabel.

Wiodgeym celem przedstawionej do oceny rozprawy byla analiza poziomu zakazen
kleszezy pospolitych Ixodes ricinus odtowionych z roslinnosci oraz zebranych z psow i kotow
na terenach zurbanizowanych Poznania bakteriami Borrelia spp. i pierwotniakami Babesia spp.
z uwzglednieniem ich zoonotycznego potencjatu i koinfekci.

W rozdziale zatytulowanym ,,Wprowadzenie i gléwne cele rozprawy doktorskiej”
Doktorantka zwrécila uwage na istotne znaczenie medyczne patogenéw odzwierzgcych, w tym
patogenoéw przenoszonych przez kleszcze. Podkredlifa jednoczesnie znaczenie zoonoz we
wspolczesnym Swiecie i specyficzny wplyw ekosysteméw miejskich na uklad zywiciel-
kleszcz-patogen. Omoéwila znaczenie kleszczy pospolitych I ricinus w aspekcie transmisji
krgtkow boreliozy i krgtkéw z grupy goraezek powrotnych, a takze pierwotniakéw z rodzaju
Babesia. W rozdziale tym Autorka wyréznita rowniez cele badawcze rozprawy. Mysle jednak,
ze w zatozonych celach badawczych, a takze w tytule przedlozonej do oceny rozprawy,
nalezaloby podkresli¢, ze czgsto$¢ wystepowania oraz wspotwystepowania Borrelia Spp.
1 Babesia spp. szacowano zaréwno dla kleszczy odlowionych z ro§linnosei, jak i dla kleszczy
zebranych ze zwierzat towarzyszacych. W przedstawionych celach rozprawy warto byloby tez
uwzglednic¢ oceng potencjatu zoonotycznego wykrytych mikroorganizméw w oparciu o analize
sekwencji. Uwzglednienie jako celu badawczego poréwnania poziomu zakazenia patogenami
kleszczy poszukujacych zywicieli i kleszezy pasozytujgcych na psach i kotach oraz szacowanie
potencjatu chorobotwoérezego wykrywanych drobnoustrojéw podkresla kompleksowosé
przeprowadzonych badan i stanowi istotng warto$¢ recenzowanej rozprawy. Podjecie przez
Doktorantke wieloaspektowych badan jest szczegélnie istotne, bowiem przyczynia sie do
pelniejszego poznania interakcji kleszcz-patogen-zywiciel na terenach zurbanizowanych, O
zroznicowanym pochodzeniu objetych badaniami kleszczy $wiadczy dopiero opis materiatu
zawarty w dalszej czesci rozdziahu, kolejnych rozdziatach oraz pracach A.2 i M.1 zalaczonych
do rozprawy. Warto podkresli¢, ze badania obejmowaly imponujaca liczbe ponad dwdch
tysigey kleszezy, w tym ponad 1050 okazéw zebranych metoda flagowania na rekreacyjnych
terenach Poznania i ponad 1250 samic z ponad tysigca zywicieli. Pozyskanie tak duzego
materialu wymagalo z pewnoscia bardzo duzego naktadu pracy, duzej systematycznosci i
dobrego zorganizowania, a takze nawigzania licznych kontaktéw z weterynarzami, bowiem,
jak podano, material byl zbierany w 17 lecznicach weterynaryjnych. W rozdziale
» Wprowadzenie i gléwne cele rozprawy doktorskiej” Doktorantka zawarta tez informacje
dotyczgce wykorzystanych molekularnych metod detekcji patogenow, ktérych doktadny opis
zawarty jest w zalaczonych publikacjach. Jednoczesnie chciatabym zwrécié uwage na
umiejetnos¢ Doktorantki w biegtym postugiwaniu sie technikami biologii molekularnej, co ma
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szczegolne znaczenie przy szacowaniu wystepowania i okreélaniu potencjatu zoonotycznego
patogenow choréb odkleszezowych.

W kolejnym rozdziale ,,Rezultaty i wnioski rozprawy doktorskiej” Doktorantka
w kolejnych podrozdziatach w spos6b syntetyczny opisata wystgpowanie i wspotwystepowanie
w kleszezach drobnoustrojéw z rodzaju Babesia i Borrelia uwzgledniajac wyniki uzyskane
w pracach wehodzacych w sklad rozprawy, W artykule oznaczonym jako A.1 Doktorantka
przedstawita badania kleszczy w kierunku Babesia canis. Warto podkresli¢, ze badania
obejmowaty nie tylko kleszcze zebrane na terenie miejskim, ale tez lesnym, dlatego tez wydaje
si¢ sluszne, aby dodatkowym, szczegélowym celem rozprawy bylo tez poréwnanie poziomu
zakazenia Babesia kleszczy zebranych w odmiennych ekosystemach. W artykule A.2 Autorka
zawarla wyniki dotyczace zakazen Borrelia miyamotoi zaréwno kleszezy zebranych
z roslinnosci, jak i pozyskanych ze zwierzat towarzyszacych na terenie Poznania podkreslajac
jednoczesnie obecnosé¢ kretkow z grupy gorgczek powrotnych w larwach, co potwierdza
mozliwos¢ transowarialnego przekazu tego patogenu. W trzeciej pracy oznaczonej jako M.1
Doktorantka analizowala wystepowanie i wspotwystepowanie kretkéw z  kompleksu
B. burgdorferi s.1., w tym B. afzelii i B. garinii — gatunkow odpowiedzialnych za najwigksza
liczbe przypadkéw boreliozy w Europie - oraz pierwotniakow z rodzaju Babesia w kleszczach
I ricinus zebranych z roslinnosci oraz samic tego gatunku pozyskanych ze zwierzat
towarzyszacych. W ostatnim podrozdziale zatytulowanym ,,Wspotwystepowanie gatunkéw
zrodzajow Babesia oraz Borrelia z grupy LB” Doktorantka oszacowala 0g6lny poziom
koinfekeji Babesia oraz Borrelia, wskazujac Jednoczesnie na wspotwystepowania gatunkéw
potencjalnie patogennych dla czlowieka. W rozdziale tym zawarla réwniez najwazniejsze
wnioski wynikajace z pracy.

Do najistotniejszych, moim zdaniem, 0siagni¢é nalezy:

1. Oszacowanie prewalencji Borrelia burgdorferi s.l., Borrelia miyamotoi oraz
Babesia spp. w kleszczach zebranych zaréwno z roslinnosci, jak i zwierzat
towarzyszacych na terenie Poznania, przy jednoczesnym wykryciu sekwencji
drobnoustrojéw identycznych ze szczepami chorobotwérezymi, co wskazuje na
ryzyko infekcji na terenach miejskich zaréwno ludzi, jak i zwierzat
towarzyszacych zréznicowanymi patogenami odkleszczowymi,

2. Potwierdzenie roli pséw i kotéw jako zywicieli kleszczy na terenach miejskich
oraz potencjalnego udziatu zwierzat towarzyszacych w utrzymywaniu
zoonotycznych cykli krgzenia patogendéw na tych terenach, co ma szczegblne
znaczenie przy poznaniu kompleksowych interakcji w ukltadzie kleszcz-
patogen-zywiciel na terenach zurbanizowanych.

3. Wykrycie obecno$ci Babesia canis typu A u Ixodes ricinus, co wskazywaé moze
na potencjalng role kleszcza pospolitego jako alternatywnego wektora
babeszjozy pséw (przy jednoczesnym wykazaniu nizszego poziomu infekcji
kleszezy pospolitych pierwotniakami Ba. canis na terenach miejskich niz
lesnych). Osiagniecie to jest szczegblnie istotne w aspekcie szacowania
zagrozenie babeszjoza pséw na terenach, gdzie nie wystepuje lub wystepuje
jedynie sporadycznie kleszcz takowy Dermacentor reticulatus uznany w Polsce
za gtowny wektor Ba. canis.

4. Wykrycie w kleszczach pospolitych 1 ricinus zebranych zaréwno z ro§linnosci,
jak i zwierzat towarzyszacych konfekeji réznymi gatunkami Babesia i Borrelia,
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jak i wspotwystepowania mikroorganizméw z réznych grup systematycznych,
tj. pierwotniakéw rodzaju Babesia i bakterii z rodzaju Borrelia. Wykrycie
wspotwystepowania zréznicowanych patogenéw o potencjale zoonotycznym
wskazuje na potencjalng mozliwos¢ ich réwnoczesnego przekazania w czasie
Jjednokrotnego zerowania kleszcza, czego konsekwencja moze byé nietypowy
przebieg kliniczny.

W spisie cytowanej literatury zawartej w opracowaniu wymienianych jest 81 pozycii,

w tym artykuly angloj¢zyczne z ostatnich lat. Nie widze jednak w spisie literatury kilku prac,
na ktére powoluje si¢ Doktorantka w manuskrypcie, np. pracy Czarkowski i wsp. 2021, na ktora
Doktorantka powoluje si¢ na str. 12, a takze pracy Jahfari i wsp. 2016 oraz pracy Cutler i wsp.
2020 przywolywanych na str. 14 (by¢ moze jest to praca Jahfari i Sprong 2016 oraz praca Cutler
i wsp. 2021). Nie zostato tez rozréznione, czy praca Mierzejewskiej i wsp. z 2015 r., na ktorg
powotuje si¢ Doktorantka na str. 17 dotyczy pozycji Mierzejewska i wsp. 2015 a czy b. W pracy
zauwazyltam tez drobne niescistosci i nieliczne bledy edytorskie (w tym np. brak spacji, zbedne
przecinki, kropki, literowki, brak kursywy przy niektérych nazwach rodzajowych
i gatunkowych), a takze nie zawsze logiczne sformutowania (np. na str. 12 ,, Wektorami kretkow
RFGB sg glownie kleszcze migkkie ..., stad te gatunki notowane sa w regionach tropikalnych
i subtropikalnych”, czy nastr. 13 ... Babesia to pasozyty erytrocytow kregowcéw, ktore nalezg
do rzgdu Piroplasmida ...”). Omytkowo chyba podano na str. 19, ze przebadano 6 larw I ricinus
pochodzgcych ze zwierzat, bowiem jak wynika z tekstu zalaczonej publikacji, ze zwierzat
pozyskano jedynie samice i nimfy kleszcza pospolitego. Warto przy pisaniu pracy zachowa¢
konsekwentnie formg¢ bezosobowa.

W mojej ocenie praca nie zawiera istotnych bledéw rzeczowych, jednak pewne kwestie

wymagajg uscislenia lub doprecyzowania:

1. W streszczeniu na stronie 6 napisano, ze zidentyfikowano gatunki nalezace do
kretkow powodujacych LB: B. afzelii, B. garinii, B. lusitaniae, B. valaisiana,
natomiast w rozdziale 4 na str. 12 jako patogenne dla cztowieka podano jedynie
6 gatunkéw, wsréd ktérych nie wymieniono B. lusitaniae i B. valaisiana, choé
wydaje sig, ze rOwniez te gatunki posiadaja potencjat patogenny.

2. W rozdziale 4 (str. 12) Autorka wspomina, ze czlowiek jest atakowany przez nimfy
oraz samice 1 tylko te dwa stadia rozwojowe sg zagrozeniem dla ludzi i zwierzat
domowych. Stwierdzenie to jest jednak moim zdaniem pewnym uproszczeniem,
bowiem, cho¢ niewatpliwie prawdg jest, ze nimfy, a w dalszej kolejnosci samice sg
najczesciej zbieranym stadium rozwojowym kleszczy z pacjentdéw, jednak nie
mozna wykluczy¢ pasozytowania larw, co w przypadku patogenéw przenoszonych
transowarialnie moze stanowi¢ potencjalne zagrozenie zdrowotne. Na ta kweste
Doktorantka zwraca uwage w kolejnym rozdziale (str. 20).

3. Nastronie 12 Autorka podaje, ze ,,Zapadalno$¢ na borelioze ludzi i pséw zalezy od
odsetka zakazonych kleszczy..”. warto moim zdaniem zwrécié¢ réwniez uwage na
liczebnos¢ kleszezy w srodowisku, ktéra bezposrednio moze wplywaé na czestosé
infestacji tymi ektopasozytami, a tym samym moze zwigksza¢ prawdopodobiefistwo
potencjalnego kontaktu z patogenami przy poréwnywalnym poziomie zakazenia
kleszczy.

4. Biorgc pod uwage dostepnos$c kluczy do oznaczania mtodocianych stadiow kleszczy
bylabym wdzigczna za informacje, czy stadia mlodociane kleszczy identyfikowano
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wylacznie metodami molekularnymi, czy tez pokuszono sie o identyfikacje
metodami tradycyjnymi, tj. na podstawie morfologii w oparciu o dostepne klucze
do oznaczania Ixodida.

5. Nieco zaskakujacy jest dla mnie wniosek przedstawiony w punkcie 4, bowiem
wydaje mi sig fatwiejsze — z uwagi na dostepno$é materiatu do badan - szacowanie
ryzyka zakazenia Borrelia miyamotoi w oparciu o okreslanie poziomu prewalencji
tej bakterii w kleszczach zebranych z roslinnosci niz w kleszczach zebranych ze
zwierzat.

6. Sadzg, ze warto przy podawaniu danych dotyczacych liczby kleszczy zebranych ze
zwierzat towarzyszacych uwzgledni¢ wszystkie pozyskane gatunki i stadia
rozwojowe, bowiem $ledzac informacje zawarte na str. 15 mozna odnie$¢ wrazenie,
ze z pséw i kotdw pozyskano jedynie samice zidentyfikowane jako I ricinus.
O innych zebranych z zywicieli stadiach rozwojowych /. ricinus i innych gatunkach
kleszczy mozna sig¢ dowiedzie¢ dopiero z tekstu zalgczonej publikacii (A.2).

7. Warto byloby moim zdaniem w zalozonych celach, jak juz wspominatam,
uwzglednic szacowanie potencjalnych réznic w poziomie zakazenia pierwotniakami
Ba. canis migdzy kleszczami pospolitymi zebranymi na terenach lesnych
1 zurbanizowanych, co byto przedmiotem badan pierwszej pracy (A.1) wchodzacej
w sklad cyklu, a takze o poréwnanie poziomu zakazenia kleszczy zebranych
zroSlinnosei i pozyskanych od zwierzat, co bylo przedmiotem kolejnych,
interesujacych prac (A.2 i M.1).

8. Prosﬁabym 0 wyjasnienie dotyczace zaréwno liczby kleszezy pozyskanych z pséw
i kotéw, jak i potencjalnych wyjazdéw zwierzat towarzyszacych. Z opisu
zamieszczonego pod tabelg 2. (str. 16) wynika, ze zawarte w publikacji A.2. dane
dotyczace pozyskanych kleszczy zostaly dodatkowo uzupeione o kleszcze, dla
ktérych zywiciel nie byl jednoznacznie okreslony. Rozumiem jednak, ze w tabeli
nie uwzglgdniono zebranych nimf, o ktérych wspomniano w publikacji A.2 oraz ze
dane zawarte w manuskrypcie M.1 uzupelniono réwniez o kleszcze, o ktérych byto
wiadomo czy zostaly zebrane z pséw czy kotéw. Przy interpretacji wynikéw wazna
jest tez informacja o potencjalnych wyjazdach pséw poza miasto: z pracy A.2
wynika, ze w badanej grupie byly zardwno psy przebywajace wylacznie w miescie,
jak i psy wyjezdzajace poza miasto, natomiast w manuskrypcie M.1 w materiatach
1 metodach (str. 57) podane jest, ze zwxerzn;ta z ktorych pozyskano kleszcze nie
wyjezdzaly poza miasto.

9. We fragmencie dyskusji zamieszczonej w publikacji M.1 a dotyczacej konfekeji
Borrelia i Babesia u kleszczy zebranych ze zwierzat towarzyszacych warto moim
zdaniem réwniez odnies¢ do publikacji Kocon i wsp. (2022), w ktérej opisana jest
koinfekcja Babesia microti i B. burgdorferi s.l.

10. Poniewaz gléwnym tematem przedstawionej do oceny rozprawy byly koinfekcje
zastanawia mnie, czy podjeto probe analizy potencjalnego synergistycznego lub
antagonistycznego wzajemnego wptywu wspotwystepujacych mikroorganizméw.

Podsumowujac chciatabym podkresli¢, ze praca jest wartosciowa, a wymienione

powyzej uwagi majg charakter jedynie drugoplanowy i nie wplywajg na zasadnicza czg$é pracy.
Rozprawa doktorska Pani mgr Justyny Liberskiej dostarcza nie tylko nowych danych
o poziomie infekeji kleszezy pospolitych zebranych z roslinnosci i zwierzat towarzyszacych
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mikroorganizmami Babesia spp., Borrelia miyamotoi oraz Borrelia burgdoeferi s.l., ale takze
zwraca uwagg na wspotwystepowanie patogenow i dostarcza nowych informacji o interakeji
wektor-patogen-zywiciel w srodowisku miejskim. Doktorantka zastosowala nowoczesny
warsztat badawczy, a uzyskane wyniki majg warto§é nie tylko naukowa, ale tez aplikacyjna,
szczegOlnie istotng w aspekcie ochrony zdrowia publicznego.

Wnhiosek koncowy. Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Justyny
Liberskiej pt. ,, Wspotwystepowanie Babesia spp. (Apicomplexa: Piroplasmida) i Borrelia spp.
(Bacteria: Spirochaetes) w kleszczach pospolitych, Ixodes ricinus, na terenach
zurbanizowanych na przykladzie Poznania” spelnia wszystkie warunki okreslone w Ustawie
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2023 r. poz. 742),
W zwigzku z tym wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu
im. Adama Mickiewicza o dopuszczenie Pani mgr Justyny Liberskiej do dalszych etapéw
postgpowania o nadanie stopnia doktora.




