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Podstawa recenzji jest pismo Dziekan Wydziatu Lekarskiego z Oddziatem Stomatologii i Oddziatem

Nauczania w Jezyku Angielskim Prof. dr hab. Iriny Kowalskiej z dnia 27 maja 2022 r.

Przedmiot rozprawy i jego naukowe znaczenie

Recenzowana rozprawa doktorska Pana mgr Adama Kamila Trzeszczkowskiego przedstawia wyniki
badan, ktérych gléwnym celem byta ocena wystgpowania i aktywnosci sezonowej dwoch gatunkdéw
kleszczy, Dermacentor reticulatus i Ixodes ricinus, na terenie Obszaru Chronionego Krajobrazu
Doliny Bugu i Nurca. Doktorant podjal takze prob¢ oceny wpltywu czynnikéw biotycznych i
abiotycznych na wystepowanie badanych gatunkéw kleszczy w zroznicowanych ekosystemach oraz
oszacowal czgstos¢ wystepowania wybranych czynnikow chorobotworczych (Borrelia spp.,
Anaplasma phagocytophilum, Babesia spp., Rickettsia spp., Bartonella spp. i Coxiella burnetii) w
populacji badanych kleszczy obu gatunkdw.
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Szybko rozprzestrzeniajace si¢ choroby zakazne (Emerging Infectious Diseases), do ktorych naleza
choroby odkleszczowe, stanowig niezwykle istotny problem dla zdrowia publicznego. Dotyczy to
zwlaszcza obszaru pétnocno-wschodniej Polski, chociaz ostatnie badania wskazujg, ze teren catego
kraju stanowi region endemiczny dla choréb odkleszczowych. Borelioza z Lyme jest jedng z
najczesciej diagnozowanych chorob odkleszczowych w Europie, takze w Polsce. Wektorem dla
kretkdw Borrelia jest kleszcz pospolity 1 ricinus, ktory ma najwieksze znaczenie epidemiologiczne
1 odpowiedzialny jest za przenoszenie takze wielu innych patogenow, m. in. wirusa KZM, bakterii z
rodzajow Anaplasma, Rickettsia czy pierwotniakow Babesia. Stad tez cele rozprawy sa niezwykle
istotne i aktualne oraz wpisujg si¢ w wiodace trendy badawcze, a rozpatrywane zagadnienia sg wazne
nie tylko z poznawczego punktu widzenia, lecz takze mogg mie¢ znaczenia dla przysztych dziatan

praktycznych w zakresie ochrony zdrowia.

Formalny opis rozprawy

Recenzowana rozprawa posiada uktad typowy dla rozpraw doktorskich, liczy ogoétem 151 stron,
zawiera 11 rozdziatow, w tym m. in. wstep, cele rozprawy, wyniki, dyskusja, jasno sformutowane
wnioski koncowe, streszczenia w jezyku polskim 1 angielskim oraz obszerny spis literatury
zawierajacy 205 pozycji. Ponadto praca zaopatrzona jest w spisy rycin i tabel. Ryciny, fotografie i
tabele umieszczone sa w tekscie, co ulatwia czytanie rozprawy. W tekscie rozprawy niestety
wystepuja liczne bledy edytorskie (brak kursywy dla nazw lacinskich [str. 12, 104], Apodemus
agravius zamiast Apodemus agrarius [str.11], ‘atopowe zapalenie ptuc’ zamiast ‘atypowe zapalenia
ptuc’ [str. 29], ‘dlugos¢ zalegania pokrywy $nieznej’ wyrazonej w dniach zamiast ‘czas zalegania
pokrywy $nieznej’ [str. 33], podwojne kropki, brak kropek, brak nawiasu, brak spacji miedzy stowami
itp. [m. in. str. 13, 14, 26, 28, 30, 33, 87, 89] oraz niejasne sformutowania (,.kleszcz, ktory zostat
zakazony podczas procesu przeobrazania” [str. 25]), ktore utrudniajg czytanie pracy. Sugeruje, aby
pozostawi¢ termin ‘imago’ dla owadéw, a w przypadku pajeczakdéw stosowaé okreslenie ‘postaé
dorosta’ lub ‘samiec’/’samica’ [str. 30]. Dla rycin nr 41 1 44 zabraklo w opisie jednostek, w ktorych
wyrazono dhlugos¢ dnia. W tekscie rozprawy Doktorant czesto odnosi si¢ do opublikowanych
wynikéw cytujgc prace przegladowe zamiast oryginalnych prac badawczych, w ktérych wyniki te

pierwotnie opisano.
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Ocena merytoryczna

Wstep rozprawy jest dos¢ obszerny (25 stron), napisany w sposdb usystematyzowany, stanowi jasne
i rzeczowe wprowadzenie do zaplanowanych badan i uzasadnia ich celowo$¢. W pierwszej czesci
Autor omawia wystgpowanie, morfologi¢ i cykle zyciowe kleszczy D. reticulatus i I ricinus,
w drugiej charakteryzuje wybrane patogeny przenoszone przez oba gatunki kleszczy. Autor zwrdcit
uwage na preferencje siedliskowe obu gatunkow kleszczy oraz wptyw czynnikoéw abiotycznych na
aktywnos$¢ i rozmieszenie pionowe tych pajeczakow. Wstep rozprawy zostal wzbogacony o zdjecia
wybranych stadiow rozwojowych obu gatunkéw kleszczy, ktore zostaty wykonane przez Autora.
Moje watpliwosci budzi kilka stwierdzen zawartych we wstepie rozprawy. W tabeli 2 Doktorant
wymienil gatunki (a nie rodzaje, tak jak jest to napisane w tytule tabeli [str. 23]) patogenéw
przenoszonych przez kleszcze D. reticulatus, wsrdd ktorych nie zawart gatunku Rickettsia raoulti.
Infekcje R. raoulti z wysoka ekstensywnoscia, siegajaca nawet 50%, wielokrotnie opisywano w
populacji kleszczy D. reticulatus, takze w Polsce (m. in. Chmielewski i wsp. 2009 Emerg Infect Dis
15(3): 486488, Wojcik-Fatla i wsp. 2013 Ann Agric Environ Med. 20(2):276-9, Mierzejewska i
wsp. 2015 Parasites & Vectors 8:490). Jednoczesnie Doktorant w tabeli umiescit kretki B.
burgdorferi jako patogeny przenoszone przez kleszcze D. reticulatus oraz pierwotniaki Toxoplasma
gondii jako patogeny przenoszone przez kleszcze 1 ricinus. W opublikowanych dotychczas pracach
potwierdzono obecno$¢ materiatu genetycznego obu gatunkéw patogenéw u wspomnianych
gatunkow kleszczy (np. Dunaj i wsp. 2021 Adv Med Sci 66(1):113-118, Pawelczyk i wsp. 2021
Parasites & Vectors 14(1):348. Sroka i wsp. 2003 Ann Agric Environ Med. 10:121-123). Nie
udowodniono jednak jednoznacznie, ze kleszcze te sa zdolne do transmisji kretkow B. burgdorferi
lub pierwotnikéw 7. godnii do wrazliwych na zakazenie/zarazenie zywicieli w warunkach
naturalnych. W podrozdziale 2.4. Doktorant stwierdzil, ze ,,gléwnym wektorem Babesia microti na
kontynencie europejskim jest Ixodes trianguliceps, zerujacy glownie na gryzoniach, a w przypadku
Babesia divergens jest to I ricinus”. Dostepne dane wskazuja, ze I trianguliceps odgrywa istotna
role w transmisji B. microti w srodowisku na terenie Europy Zachodniej, podczas gdy w Europie
Centralnej i Wschodniej wydaje sig, ze to L ricinus jest gtownym wektorem dla tych pierwotniakow.
Dodatkowo I trianguliceps jedynie sporadycznie atakuje ludzi, zatem jego wplyw na liczbe
zachorowan wywotanych inwazja tego pierwotniaka jest znikomy. W Polsce ekstensywnosé
zarazenia B. microti u kleszczy I ricinus waha si¢ w granicach 2-16% i jest kilkukrotnie wyzsza niz

w przypadku B. divergens (0,3-2%).
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Cele pracy zostaly sformutowane w sposdéb logiczny i spojny. W rozdziale poswigconym
metodyce badan Doktorant szczegdélowo scharakteryzowal tereny zbioru kleszczy
zuwzglednieniem lokalnej flory i fauny, a opisy zostaty wzbogacone o zdjecia badanych transektow.
W opisie stosowanych metod biologii molekularnej w zakresie identyfikacji wybranych patogendéw
odkleszczowych zabrakto informacji dotyczacych sekwencji nukleotydowych stosowanych starteréw
(Babesia spp.) oraz warunkow PCR. Czy specyficzne dla Babesia startery zostaly zaprojektowane
przez Autora rozprawy? Jesli tak, brakuje informacji na ten temat. Przy opisie metod molekularnych
stosowanych z wykorzystaniem dostepnych komercyjnie zestawow do identyfikacji wybranych
patogendéw podatabym ich czulos¢ i specyficznos¢ gatunkowa w wykrywaniu badanych
mikroorganizméw. Brakuje takze opisu testow statystycznych stosowanych do analizy zmiennosci
wystepowania kleszczy w zaleznosci od czynnikow srodowiskowych tj. temperatura, wilgotnos¢ i
dhugos¢ dnia.

Wyniki zostaly przedstawione dos¢ obszernie na 60 stronach zawierajacych prawie 40 tabel
i 32 ryciny. W trakcie trzech lat badan (2016-2018) Autor zebrat 811 kleszczy, z czego wigkszos¢
(65%) stanowily osobniki kleszcza lgkowego. Doktorant wykazal, ze kleszcze I ricinus preferuja
gtownie lesne obszary zacienione oraz obszary na granicy tgki i lasu w przeciwienstwie do kleszczy
D. reticulatus, ktore najczesciej zbierano z terendw lak, pastwisk oraz obszaréw w poblizu rzeki.
Badane gatunki kleszczy wykazywaty takze odmienng aktywnos$¢ sezonowg. Podczas gdy szczyt
aktywnosci kleszczy I ricinus przypadal na maj oraz przetom sierpnia i wrzesnia, to kleszcze fagkowe
zbierane byty najczesciej w kwietniu i pazdzierniku. Stadium dominujacym u obu gatunkow kleszczy
byly osobniki doroste, nimfy stanowity mniej niz 10% zbieranych osobnikéw. Na uwage zastuguje
szczegOlowy opis wystepowania zebranych stadidow rozwojowych obu gatunkéw kleszczy na
wybranych obszarach w czasie trzyletnich badan. Dlatego pewnym zaskoczeniem jest brak analizy
statystycznej uzyskanych danych, ktora niewatpliwie podniostoby warto$¢ przedstawionych
wynikow i wskazataby istotne zaleznos$ci w aktywnosci tych pajeczakow.

Zageszczenie kleszczy zmienialo sie¢ w czasie w zaleznosci od temperatury i wilgotnosci.
Kleszcze D. reticulatus wykazywaly wiekszg aktywnos$¢ w nizszej temperaturze (Srednio ok 18 °C)
przy sredniej wilgotnosci 71%, natomiast kleszcze 1. ricinus preferowaty wyzsza temperature (21°C)
przy nizszej wilgotnosci (67%). Doktorant analizowat takze zmiany w aktywnosci obu gatunkéw
kleszczy w zaleznosci od dtugosci dnia postugujac sie terminami ‘dtugi’, ‘krétki’ dzien oraz ‘dni o
$redniej dtugosci trwania’. Tego typu okreslenia powinny zosta¢ doprecyzowane poprzez podanie

zakresu liczby godzin dla kazdego terminu w czgéci Metodyka badan. Bez tej wiedzy, jedynie na
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podstawie S$rednich, trudno zinterpretowaé przedstawione wyniki. W mojej opinii czg$¢ danych
niepotrzebnie zostata przedstawiona na dwa rézne sposoby tj. za pomocg tabeli i ryciny
prezentujacych te same wartosci (np. tabela 8 i ryciny 18 i 19, tabelel5, 16, 17 i ryciny 26, 27, 28),
co niepotrzebnie zwigksza objetos¢ rozprawy. Chceiatabym prosi¢ Doktoranta o wyjasnienie dwdch
kwestii dotyczacych czesci terenowej rozprawy:
1. Dlaczego w zebranym materiale nie pojawiajg si¢ larwy — czy jest to zabieg celowy
(nie byly zbierane, pomimo obecnosci) czy tez nie udato si¢ ich zebra¢ metoda
flagowania?
2. Koszenie jest uwazane za jedng z metod ograniczenia liczebnosci kleszczy w
srodowisku. Jeden z badanych obszarow (Obszar II, tgka) byt, wedtug opisu w
rozdziale Metodyka badan, regularnie koszony. Czy tego typu praktyki miaty wptyw

na aktywnos¢ kleszczy i ich liczebno$¢ na tym obszarze?

Wyniki uzyskane w czesci laboratoryjnej rozprawy wskazuja, ze kleszcze I ricinus na terenie
Obszaru Chronionego Krajobrazu Doliny Bugu i Nurca stanowig istotny wektor dla kretkow Borrelia
(ekstensywnos¢ zakazenia 34%), natomiast D. reticulatus — dla pierwotniakow z rodzaju Babesia
(11%). Ciekawe wyniki dotycza zmian w poziomie ekstensywnosci zakazenia kleszczy w trakcie
trzech lat badan. O ile w przypadku D. reticulatus Autor obserwowat w tym czasie ponad dwukrotny
wzrost odsetka zakazonych osobnikéw (z 29% do ponad 65%), to u kleszczy I ricinus odnotowat
odwrotng zalezno$¢ — spadek liczby zakazonych osobnikéw z 70% do 34%. Gatunkiem dominujgcym
dla rodzaju Borrelia byt B. afzelii. Doktorant potwierdzit takze obecnos¢ B. miyamotoi u kleszczy
I ricinus, stosunkowo niedawno opisanego gatunku odpowiedzialnego za gorgczki powrotne u ludzi.
Do tej czesci rozprawy nasuwa mi si¢ kilka pytan, o wyjasnienie ktérych chciatabym zapytaé
Doktoranta:

= Ekstensywno$¢ zakazenia Rickettsia u kleszczy I ricinus 1 D. reticulatus w Polsce waha sie

w granicach 10-50% (Kubiak i wsp. 2022 Pathogens 11(5):542, Dwuznik-Szarek i wsp. 2022
Sci Rep 12(1):5755, badania wiasne). Niektdrzy autorzy sugerujg, ze bakterie z rodzaju
Rickettsia stanowig u kleszczy grupg endosymbiontéw majacych wptyw m. in. na ruchliwo$é
tych pajeczakow (Kagemann i Clay 2013 J Med Entomol 50, 155-162). Jaka moze by¢
przyczyna nie wykrycia DNA Rickettsia u badanych kleszczy?
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= W tabeli nr 30 (str. 95) suma kleszczy zakazonych Borrelia wynosi 121, natomiast w
podrozdziale 2.2 w zestawieniu genogatunkow kretkow Borrelia uj¢to 131 izolatow. Skad
wynika ta rdznica? Biorgc pod uwage, ze w wyniku sekwencjonowania amplikonow Borrelia
potwierdzono obecno$¢ m. in. gatunku B. miyamotoi, uzywanie terminu B. burgdorferi dla
wszystkich uzyskanych izolatow jest nieuzasadnione. Sugerowatabym takze zdeponowanie
uzyskanych sekwencji nukleotydowych w bazie GenBank NCBI, co pozwoli na dostgp do

uzyskanych wynikéw wszystkim zainteresowanym tematyka patogenéw odkleszczowych.

= [stotnym problemem w epidemiologii choréb odkleszczowych sa koinfekcje, czyli
jednoczesne, wielogatunkowe zakazenia, szczegolnie trudne do zdiagnozowania u ludzi.
Koinfekcje u kleszczy sg wynikiem m. in. ich zerowania na zwierzetach, ktore sg zywicielami
dla kilku réznych gatunkow patogenow oraz mozliwej transmisji transstadialnej i
transowarialnej u kleszczy. W rozprawie Autor przedstawit dane dotyczace koinfekcji
ograniczajac je jedynie do nazw rodzajowych patogendw biorgcych udziat w zakazeniach
wielogatunkowych. Czy na podstawie wynikdw genotypownia patogennych izolatow
mozliwe jest okreslenie sposobu ich ‘nabycia’ przez kleszcze poprzez wskazanie

potencjalnego zywiciela/ zywicieli, na ktorych kleszcze te zerowaty?

* Genotypowanie uzyskanych izolatdw Babesia i Borrelia zostalo przeprowadzone w oparciu
o sekwencjonowanie i analize¢ uzyskanych sekwencji nukleotydowych w programie BLAST
National Center for Biotechnology Information. Jakiej dlugosci fragmenty DNA
analizowano? Jaki fragment genu Borrelia sekwencjonowano? Jaki otrzymano stopien

podobienstwa badanych sekwencji do sekwencji zdeponowanych w bazie GenBank?

= Obecnos¢ w Polsce gatunku Borrelia yangtzensis, ktory dotychczas opisywano jedynie w
Azji, jest dos¢ zaskakujgca. W jaki sposob mozna wytlumaczyé obecnos¢ tego gatunku w

Polsce?

Dyskusja uzyskanych wynikéw z uwzglednieniem najnowszych osiggnie¢ w temacie jest
wyczerpujaca (liczy 14 stron) i dobrze poprowadzona. Mgr Adam Trzeszczkowski krytycznie odnosi
swoje wyniki do dostepnych publikacji, zarowno krajowych, jak i migdzynarodowych. Postawione
w rozprawie cele zostaly w pelni osiggniete. Autor w dyskusji, na podstawie uzyskanych wynikow,
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dokonat zatozenia, ze rezerwuarem Borrelia spielmanii moga by¢ inne gatunki zwierzat poza
zotgdnicg europejskg. Role rezerwuaru zoonotycznego dla B. spielmanii prawdopodobnie petniag
takze jeze (Jahfari i wsp. 2017 Parasites & Vectors 10(1):134) i gryzonie z rodzajow Apodemus
i Rattus (Richter i wsp. 2011 Appl Environ Microbiol. 77(11):3565-70), o czym warto byloby
wspomnie¢ w rozprawie. Wnioski sg jasno sformulowane i nie budza zastrzezen. Spis literatury
obejmuje 205 pozycji utozonych w kolejnosci alfabetycznej. Warto doda¢, ze Doktorant jest
wspoétautorem jednej publikacji, ktora ukazata sie w 2021 r. w Advances in Medical Sciences.
Niezaleznie od powyzszych uwag, wysoko oceniam jako$¢ rozprawy doktorskiej mgr Adama
Trzeszczkowskiego. Otrzymane wyniki sa niewatpliwie danymi wartosciowymi i poszerzajg naszg
wiedzg o czynnikach wptywajacych na aktywnos$¢ kleszczy I ricinus i D. reticulatus oraz ich roli w

transmisji patogennych mikroorganizméow.

Whiosek koncowy
Podsumowujgc stwierdzam, iz przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Adama
Trzeszczkowskiego pod tytutem ,,Znacznie kleszczy Dermacentor reticulatus i Ixodes ricinus w
transmisji czynnikow chorobotworczych na terenie Obszaru Chronionego Krajobrazu Doliny Bugu i
Nurca” stanowi istotny wktad w poszerzenie wiedzy o roli kleszczy jako wektoréw patogennych
mikroorganizméw i czynnikéw wplywajacych na zmiany zageszczenia tych pajeczakow w
srodowisku. Praca doktorska spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim w mysl art. 13 Ustawy
zdnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz.U. nr 65, poz. 595 z pézn. zm.) oraz art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy
wprowadzajgce ustawg — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U z 2018 r. z poz. 1669 z p6zn.
zm.). W zwigzku z tym wnosz¢ do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie

mgr Adama Trzeszczkowskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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