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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Anny Grochowskiej pt. ,,Zakazenie kleszczy

zebranych na terenach rekreacyjnych w obrebie miast wschodniej cz¢$ci Polski*

Szerokie rozprzestrzenienie kleszczy (Acari: Ixodida) w Europie i réznorodnosé¢
zasiedlanych habitatéw sprawiaja, ze na ich ataki narazeni sg ludzie zaréwna w naturze jak i na
obszarach miejskich oraz podmiejskich. W obrebie rozlegtych terenow zurbanizowanych
obserwujemy zjawisko tzw. miejskich wysp ciepta (MWC), z czego wynikajg znaczne niekiedy
roznice temperatury migdzy miastem a terenem potozonymi poza obszarem wplywu MWC.
Forma i intensywno$é miejskiej wyspy ciepla sa wynikiem wspoldziatania wielu procesow,
gdyz na mikroklimat miasta wptywaja rézne czynniki, ktére zalezg od struktury miasta, cech
fizycznych obszaru i warunkéw meteorologicznych.

Na rozmieszczenie i aktywno$é¢ kleszezy na terenach miejskich i podmiejskich wptywa
takze obecno$¢ zywicieli poszczegdlnych stadiow rozwojowych, z ktérymi zwigzane jest
rozprzestrzenienie patogenéw odkleszczowych. Wysoka prewalencja czynnikéw infekcyjnych
przenoszonych przez kleszcze odnotowana w obrgbie aglomeracji miejskich, moze by¢
uwarunkowana nie tylko korzystnymi warunkami mikroklimatycznymi i obecnoscig
kompetentnych rezerwuar6w tych patogendw, ale tez ich przedluzong aktywnoscig

zwickszajacg szansg kontaktu z zywicielem. Wystgpowanie zakazonych patogenami kleszczy




na rekreacyjnych obszarach miejskich i podmiejskich stanowi bezposrednie zagrozenie
dla zdrowia ludzi i zwierzat.

Dlatego tez cykl prac bedacy podstawg ocenianego osiggnigcia naukowego
wkomponowuje si¢ w aktualny nurt badan nad patogenami przenoszonymi przez wektory

w okresie postepujgcych zmian klimatycznych.

Przedstawiona do oceny praca doktorska zostala wykonana w Klinice Choréb
Zakaznych i Neuroinfekcji Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku pod kierunkiem
Prof. dr hab. n. med. Anny Moniuszko-Malinowskiej oraz Promotorki pomocniczej
dr hab. n. med. Justyna Dunaj-Matyszko. Zaznaczy¢ nalezy, ze obie Panie Promotorki wywodza
si¢ ze znakomitego zespolu specjalistéw z zakresu choréb zakaznych zaangazowanego
w badania nad chorobami przenoszonymi przez kleszcze, jak réwniez w opracowanie

standardow ich diagnostyki i leczenia.

Oceniana rozprawa sklada si¢ z cyklu czterech publikacji naukowych (trzech prac
oryginalnych i jednej pracy przegladowej) oraz ich oméwienia w formie autoreferatu. Podstawa

dyzertacji sg nastepujgce prace:
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Laczny wspélczynnik oddziatlywania niniejszych publikacji wynosi 10,00 zas liczba
punktow MNiSW- 380. Doktorantka jest pierwsza autorka we wszystkich publikacjach
wchodzacych w sklad rozprawy, w tym w jednej wystgpuje jako pierwszy autor réwnorzgdny.
Jej udzial w powstaniu wyzej wymienionych publikacji jest znaczacy i zawiera si¢ w przedziale
45-75%, co zostalo potwierdzone stosownymi o§wiadczeniami wspotautorow. Czgs¢ opisowa
(autoreferat), zawarta jest na 27 stronach maszynopisu i ma klasyczny uklad oparty o sekcje
zatytutowane: Wstep (2 strony), Cele pracy, Materialy i metody (4 strony), Wyniki (6 stron),
Whioski, Literatura (39 pozycji pi$miennictwa) oraz Streszczenie w jezyku polskim
i angielskim. Pomigdzy wnioskami, a streszczeniem pracy zalgczone sg kopie czterech
publikacji bedacych podstawa rozprawy, za$ elementem koficowym s3 oswiadczenia autora

i wszystkich wspétautoréw o udziale w przygotowaniu ww. publikacji.

Poniewaz rozprawa doktorska Pani mgr Anny Grochowskiej zostala przygotowana
w oparciu o publikacje, ktore ukazaly si¢ w renomowanych czasopismach o zasiggu
migdzynarodowym oraz przeszly przez tryb recenzji, oceniam je wskazujac znaczace

dokonania Doktorantki i nie mam do nich uwag natury merytoryczne;.

Pierwsza z prac w przedstawionym cyklu tematycznym pt.: ,,Comparison of tick-
borne pathogen prevalence in Ixodes ricinus ticks collected in urban areas of Europe”
(IF=4,380, 140 pkt MNiSW) koncentruje si¢ na wplywie czynnikow abiotycznych
na prewalencj¢ patogenéw u kleszezy zbieranych z ro$linnosci w réznych rejonach Europy.
Doktorantka wraz ze wspblautorami przeanalizowala dane zawarte w 53 publikacjach
naukowych z lat 1991-2017. Dotyczyly one czgstosci wystgpowania patogenow u kleszezy
pospolitych w odniesieniu do $redniej temperatury i rednich opadéw w miesigcach styczniu
i lipcu. |

Wyniki powyzszej analizy wskazujg na wyzszy odsetek zakazen kleszczy patogenami
w regionach charakteryzujacych si¢ Srednig temperaturg powyzej 0°C w styczniu i $rednia
temperatura powyzej 20°C w lipcu. Jednoczesnie istotnie wigcej przypadkéw wystgpowania
kretkéw Borrelia burgdorferi s.l. u kleszczy odnotowywano na obszarach gdzie $rednia
temperatura w lipcu przekraczala 20°C. Wykazano takze zwigzek s$redniej opadéw
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powyzej 50 mm w lipcu z wigkszym ogdlnym odsetkiem patogenéw wyizolowanych
z kleszezy. Analizy prowadzone w oparciu o dane pochodzgce z réznych stref klimatycznych
Europy pokazata, ze w strefie klimatu subtropikalnego u kleszezy wykrywano istotnie wigcej
patogenéw. Znaczace roznice w prewalencji u kleszezy wszystkich patogenéw lacznie
odnotowano pomigdzy Europg Zachodnig i regionem Wschodnim.

Wzrost temperatury podobnie jak zmiany w iloSci opadéw wptywaja zaréwno na
przezywalno$¢ kleszczy jak i ich aktywno$¢ w poszukiwaniu zywiciela oraz zdolnosé do
transmisji patogenéw. Wzrost zapadalnosci na choroby odkleszczowe, na wystepowanie
ktérych wplyw maja réwniez zmiany klimatyczne, to nie tylko pesymistyczne prognozy na
przysztos¢ ale zagrozenie wystgpujace tu i teraz. Dlatego tez temat podjety przez Doktorantke
uwazam za niezwykle istotny z punktu widzenia zdrowia publicznego.

Z kolei w drugiej publikacji zatytulowanej ,,Detection of Borrelia burgdorferi s.l.,
Anaplasma phagocytophilum and Babesia spp. in Dermacentor reticulatus ticks found
within the city of Bialystok, Poland-first data” (IF=2,132, 100 pkt MNiSW), dokonana
zostala ocena prewalencji wybranych patogenéw wsrdd kleszezy lakowych zebranych
w Biatymstoku na stanowisku rezerwat przyrody ,,Las Zwierzyniecki”. Do badaf uzyto 368
osobnikéw D. reticulatus (221 samice, 145 samcéw, 2 nimfy). Zastosowane metody badawcze
obejmowaly izolacj¢ DNA z kleszczy, analiz¢ PCR pod katem obecnosci w kleszczach DNA
Borrelia spp., Rickettsia spp., Bartonella spp., Coxiella burnetii, Anaplasma phagocytophilum
oraz Babesia spp. W przypadku uzyskanych amplikonéw B. burgdorferi s.l. (fragment genu
kodujacego 16S rRNA) oraz Babesia spp. (fragment genu kodujacego 18S rRNA) wykonano
dodatkowo sekwencjonowanie oraz w przypadku pierwotniakow z rodzaju Babesia réwniez
analize filogenetyczng uzyskanych sekwencji.

Dane uzyskane w trakcje niniejszej analizy wykazuja na dominacj¢ gatunkéw z rodzaju
Babesia u kleszczy takowych na badanym terenie. Obecnos¢ DNA Babesia spp. potwierdzono
u 9,2% badanych osobnikéw D. reticulatus (89,5% wszystkich zakaZzonych Kkleszczy).
Gatunkiem przewazajgcym byla Babesia canis (79,4%), zas mniej licznie reprezentowane byty
Babesia microti (8,8%), Babesia venatorum (2,9%) 1 Babesia vogeli (2,9%) opisana po raz
pierwszy u D. reticulatus. U niewielkiego odsetka badanych kleszczy tj. 0,8% wykryto takze
obecno$¢ A. phagocytophilum (7,9% zakazonych kleszczy) oraz B. burgdorferi s.l.
odpowiednio 0,3% (2,6%). Jednoczesnych zakazen dwoma lub wigcej patogenami nie

stwierdzono.




Prowadzenie badan na pbszarach rekreacyjnych i1 zurbanizowanych ma istotne
znaczenie z punktu widzenia narazenia mieszkancow i zwierzat towarzyszacych na infekcje
patogenami odkleszczowymi w obrebie aglomeracji miejskich.

Trzecia publikacji z cyklu publikacji doktorskich pt.: ,,Prevalence of Tick-Borne
Pathogens in Questing Ixodes ricinus and Dermacentor reticulatus Ticks Collected from
Recreational Areas in Northeastern Poland with Analysis of Environmental Factors”.
(IF=3,492, 100 pkt MNiSW), przedstawia analizy wystgpowania patogenow u kleszczy
pospolitych 1 kleszczy fgkowych zebranych na obszarach rekreacyjnych poinocno-wschodniej
Polski w kontekscie czynnikow abiotycznych tj. temperatura i wilgotnos¢ wzgledna powietrza
odnotowanych w trakcie zbioru kleszczy. Zebrane w Bialymstoku 1 Augustowie 842 okazy
Ixodes ricinus (239 samic, 207 samcow, 319 nimf, 77 larw) oraz 270 osobnikdéw D. reticulatus
(162 samice, 100 samcow, 8 nimf) zbadano na obecnos¢ DNA szesciu patogenow tj. Borrelia
spp., Rickettsia spp., Bartonella spp., Coxiella burnetii, Anaplasma phagocytophilum oraz
Babesia spp. z zastosowaniem metodyki analogicznej jak w poprzedniej pracy. Proby
pozytywne dla Borrelia spp. i Babesia spp. poddano sekwencjonowaniu. Opracowanie
uzupeliono analizg filogenetyczna uzyskanych sekwencji Borrelia spp. wyizolowanych
z I ricinus w réznych siedliskach, jak rowniez sekwencji Babesia spp. uzyskanych z obu
gatunkow badanych kleszczy.

Obecnos¢ DNA patogenéw odkleszczowych wykazano u 26,7% I ricinus.
W przypadku kleszczy pospolitych dominowaty kretki z rodzaju Borrelia (25,2% badanych
kleszczy), zaé pozostate patogeny tj. Babesia spp. i Anaplasma phagocytophilum wykryto
u duzo mniejszego odsetka kleszczy (odpowiednio 2,0% oraz 1,2%).

Werdd gatunkéw z rodzaju Borrelia wyizolowanych z I ricinus dominowala Borrelia
afzelii (30% i 65,3% w zaleznoéci od siedliska) i Borrelia garinii (14,4% 1 36%), mniejsza
prewalencje odnotowano w przypadku Borrelia burgdorferi s.s. (8,4% 1 15%, Borrelia
valaisiana (0 1 15%), Borrelia miyamotoi (6% 1 8,4%), Borrelia lusitaniae (1% i 3,4%).

Z kolei u kleszczy lgkowych prewalencja patogendéw wynosita 8,9%, przy czym
wykrywano gtdwnie patogeny z rodzaju Babesia (7,0%), za$ z mniejsza czgstotliwoscig
Anaplasma phagocytophilum (1,1%) i Borrelia spp. (0,7%). Wigkszos¢ izolatow Babesia
uzyskanych z tego gatunku kleszczy (93,8% i 100% w zaleznosci od siedliska) wykazywala
wysokie podobiefistwo do Babesia canis. U jednego okazu D. reticulatus wykazano obecnos$¢

gatunku z rodzaju Borrelia, ktory zidentyfikowano jako B. afzelii.




Istotna przewaga gatunkéw z rodzaju Borrelia nad innymi patogenami w przypadku
L ricinus, podobnie jak dominacja Babesia spp. u D. reticulatus obserwowane byly we
wszystkich badanych siedliskach.

Jednoczesne wielogatunkowe zakazenia odnotowano u 1,7% badanych kleszczy
pospolitych (14 sposréd 842 przebadanych osobnikéw), przy czym wigkszo$¢ z nich
(13 osobnikéw) zebrano w Biatymstoku. Wér6d koinfekcji dominowaly gatunki z rodzaju
Borrelia i Babesia (92% koinfekcji, N=13) oraz Borrelia afzelii i Anaplasma phagocytophilum
(8% wspolzakazen, N=1).

Analiza statystyczna wykazala zwigzek temperatury i wilgotnosci wzglgdnej powietrza
panujacej w siedliskach w trakcie zbioréw kleszczy z liczbg zakazonych kleszezy odtowionych
w trakcie zbioru.

W ostatniej publikacji wchodzacej w sktad rozprawy ,,Pathogens carried by Ixodes
ricinus and Dermacentor reticulatus ticks including coinfections” (100 pkt MNiSW)
Doktorantka w oparciu o 30 publikacji, z ktérych wigkszo$¢ ukazata si¢ w ostatnim
dziesigcioleciu, dokonuje podsumowania wiedzy w zakresie wspdlwystgpowania patogenoéw
u dwoch najliczniej wystgpujacych w  Polsce gatunkow kleszczy wlasciwych.
Z przedstawionego przez Autorke przegladu literatury wynika, Ze najczestsze wspotzakazenie
stwierdzane u Ixodes ricinus to B. burgdorferi s.l. 1 Ricketisia spp. (22,9%; dane z Niemiec)
oraz B. burgdorferi s.l. 1 Anaplasma phagocytophilum (14,0%, dane z Polski). Z kolei
w przypadku D. reticulatus najcze¢sciej odnotowywano koinfekcj¢ Francisella spp. i Babesia
canis (17,0%, dane z Serbii), a takze podobnie jak w przypadku kleszczy pospolitych
B. burgdorferi s.1. oraz Anaplasma phagocytophilum (12,24%, dane z Polski).

Zebrane dane majg istotne znaczenie kliniczne biorge pod uwage fakt iz wsp6izakazenie
pacjentéw dwoma lub wigcej patogenami odkleszczowymi moze modyfikowaé przebieg
infekcji powodujagc m.in. wystgpowanie nasilonych i nietypowych objawéw. Na uwage
zashiguje fakt, iz w wiefczacym pracg podsumowaniu Doktorantka wskazuje na ograniczenia
przeprowadzonej analizy zwigzane z niespdjnoscia danych przedstawionych w poszczegdlnych
publikacjach oraz ich mozliwe przyczyny. Swiadczy to o doglebnej znajomosci
podejmowanego zagadnienia jak réwniez o zdolnosci krytycznego myslenia i wyciagania

poprawnych wnioskéw z analizowanych danych.



Z obowigzku recenzentki przedstawiam swoje uwagi i prosz¢ Doktorantk¢ o ustosunkowanie
si¢ do nich:
- Co bylo przyczyng réznicy w okresie zbioru kleszczy pomiedzy 2017, a latami 2018
12019?
- Czy zbiory kleszczy na terenie miasta Bialystok, prowadzone w obrebie rezerwatu
przyrody ,Las Zwierzyniecki” dokonywane byly na tych samych polach badawczych
1 wedlug podobnego harmonogramu w latach 2018 i 2019?
- Nimfy D. reticulatus zbierane sa zazwyczaj z zywicieli, za$ doniesienia o odtawianiu ich
metodg flagowa naleza do rzadkosci. Bardzo proszg o wyjasnienie jakie mogg by¢

przyczyny tego zjawiska.

Zaobserwowane przeze mnie drobne nieécistosci wystepujgce w autoreferacie dotycza
m.in. niefortunnego uzycia niektorych zwrotéw np. ,,polowanie” w stosunku do strategii
poszukiwania zywiciela w przypadku opisywanych gatunkéw kleszezy (str. 7 autoreferatu)
czy ,ckspansja” w odniesieniu do zaobserwowanej wyzszej prewalencji patogenéw
u kleszczy w kolejnych latach badan (str. 18 autoreferatu). Rola D. reticulatus jako wektora
kretkéw z rodzaju Borrelia jest weigz dyskutowana i eksplorowana dlatego nalezy w tym

kontekscie uzywa¢ przymiotnika ,,potencjalny” (str. 6 autoreferatu).

Pragn¢ podkreslié, ze wymienione powyzej uwagi nie wplywajg na merytoryczng wartosé

pracy, ktéra oceniam bardzo wysoko.

Podsumowujac oceng pracy stwierdzam, ze cel rozprawy doktorskiej zostat przez Autorke
jasno sprecyzowany i jest spdjny z tredciag zawarta w poszczegdlnych jej czgsciach,
stanowigcych klarowne i logiczne ujgcie omawianej problematyki. Dobdér metodyki
wykonanych przez Doktorantk¢ badan §wiadczy o umiej¢tnosci postugiwania si¢ technikami
umozliwiajgcymi realizacj¢ zaplanowanych celow. Pani mgr Anna Grochowska wykazala si¢
takze bardzo dobrg znajomoécig pismiennictwa naukowego obejmujacego omawiane
zagadnienia. Zalozone cele pracy =zostaly w pelni zrealizowane, za§ wnioski
z przeprowadzonych doswiadczen, zestawione przez Doktorantk¢ w pigciu punktach, w pehi

korespondujg z zalozonymi celami.



Doktorantka w oparciu o wyniki wlasne wykazata ze:

- wérod kleszezy I ricinus i D. reticulatus wystepujacych na badanych terenach
rekreacyjnych w wojewodztwie podlaskim wystepuja patogeny tj. Borrelia spp., Babesia spp.,
Anaplasma phagocytophilum,

- na obszarze badan odsetek zakazen kleszczy poszczegdlnymi patogenami jest
stosunkowo wysoki w poréwnaniu z danymi pochodzacymi z innych obszaréw Europy,

- u kleszczy na obszarze badan wystgpujg wspoizakazenia patogenami z rodzaju Borrelia
1 Babesia oraz Borrelia spp. 1 Anaplasma phagocytophilum co nalezy bra¢ pod uwage
w diagnostyce chorob odkleszczowych, szczegélnie w przypadku nietypowego obrazu
klinicznego,

- wzrastajacy w kolejnych latach badan odsetek krgtkéw Borrelia spp. u Ixodes ricinus na
obszarach rekreacyjnych Bialegostoku wskazuje na konieczno$¢ monitorowania ryzyka |
zakazenia ludzi i zwierzat tymi patogenenami odkleszczowymi.

Poddajac analizie statystycznej dane literaturowe Doktorantka wykazala potencjalny
wplyw czynnikéw abiotycznych tj. §rednia temperatura oraz $rednia suma opadéw w miesiacu

styczniu i lipcu na odsetek zakazen wsrdd kleszezy 1. ricinus w roznych regionach Europy.

Whiosek koncowy

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Anny Grochowskiej spetnia
wszelkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim, okre§lone w art. 13 ustgp 1 ustawy
z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65 poz. 595, z pézn. zm.).

Dlatego tez, wnoszg do Rady ds. Stopni Naukowych w dyscyplinie nauki medyczne
Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku o dopuszczenie Pani mgr Anny Grochowskiej

do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

dr hab. n. med. Katarzyna Bartosik

Mcu@arfj’ha_ Bartosi b




