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Recenzja rozprawy doktorskiej

lek. wet. Magdaleny Zaleskiej-Wawro

»Ocena przydatnosci wybranych metod biologii

molekularnej w diagnostyce choroby aleuckiej norek”

Uktad redakcyjny ocenianej dysertacji odpowiada wymogom stawianym pracom
naukowym. Liczy ona 104 strony wydruku komputerowego, w tym spis tresci, wykaz
skrétow, streszczenie w jezyku polskim i1 angielskim, wstep, uzasadnienie i cele badan,
material i metody, wyniki, omowienie, wnioski koncowe, piSmiennictwo, oraz streszczenie w
jezyku polskim i angielskim. Dokumentacja jest bogata i obejmuje 17 tabel i 11 rycin
umiejetnie wigczonych w tekst pracy.

Praca dotyczy istotnego problemu diagnostyki choroby aleuckiej u norek, obejmujacej
molekularng charakterystyke wirusa odpowiedzialnego za jej rozwdj. AMDV bedacy
czynnikiem etiologicznym choroby nalezy do rodziny Parvoviridae, podrodziny
Parvovirinae. Wywotuje nieuleczalng choroba, ktora przebiega najczesciej bezobjawowo i
powoduje duze straty ekonomiczne w fermowej hodowli norek wynikajace z zaburzefi w
rozrodzie oraz upadkéw miodych osobnikow. Do tej pory metody diagnostyki AMD,
zwlaszcza w warunkach terenowych, bazowaly na stosunkowo prostych i nieswoistych
testach.

W przestanej do oceny pracy doktorskiej lek. wet. Magdalena Zalgska-Wawro
przedstawila wyniki badan pos$wigconych wykorzystaniu réznych metod biologii
molekularmej w rozpoznawaniu omawianej jednostki. *

Stosunkowo niewielka ilo$¢ doniesien poswigconych tego typu badaniom w Polsce i
na swiecie stanowi wystarczajacy i uzasadniony powdd podjecia przez Doktorantke badan.
Decyzj¢ o realizacji przedstawionych w pracy badafi podjeta Ona z pelng swiadomoscia
spodziewanych trudnosci zwlaszcza zwigzanych z naktadem pracy oraz interpretacj

wynikow badan PCR i sekwencjonowania, wynikajacych z labilnego genomu AMDV, w
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ktorym czesto dochodzi do mutacji. W wyniku koncentracji i intensywnego rozwoju hodowli
norek w Polsce wzrosto rowniez znaczenie choroby aleuckiej. Hodowla i produkcja zwierzat
futerkowych w naszym kraju jest wazng czeécig gospodarki o duzym znaczeniu
ekonomicznym. Jak podaje Doktorantka polskie gospodarstwa hodowli zwierzat futerkowych
zapewniajg prace dla ok. 50 tys. pracownikow, a roczne przychody polskich hodowcow
wynoszg ok. 400 mln €.

Dlatego rowniez i z tego punktu widzenia podjecie przez lek. wet. Magdaleng Zateska-
Wawro badan dotyczacych zagadnien zaprezentowanych w tytule pracy nalezy uznaé za
trafne i w pelni uzasadnione zardwno w aspekcie poznawczym, jak i praktycznym.

Prace rozpoczyna, czternastostronicowy  wstep, w  ktérym  Doktorantka
scharakteryzowata hodowle zwierzat futerkowych w Polsce, a takze przedstawila
epidemiologie, etiologi¢, patogeneze i przebieg kliniczny choroby aleuckiej u norek.
Szczegbdtowo opisata takze metody rozpoznawania i zwalczania tej jednostki chorobowej.
Wstep, wskazuje na dobrg znajomos¢ przez Doktorantke badanej tematyki i pi$miennictwa.
Jest on tak napisany, ze uzasadnia celowo$¢ prowadzenia zaproponowanych przez
Doktorantke badan i pozwala na sformulowanie ich ostatecznego celu, ktory logicznie
wyplywa z przedstawionego we wstgpie opisu.

Doktorantka postawita sobie do realizacji sze$¢ celow badawczych tj.: ocene
przydatnosci serologicznej metody CIEP dla okreslenia czgstotliwosci wystepowania zakazen
i oceny sytuacji epizootycznej AMD w Polsce; ocene czutosci klasycznego, nested i real-time
PCR w diagnostyce AMDV; poszukiwanie nowych izolatow AMDV w krajowych stadach
fermowych norek amerykanskich oraz analize filogenetyczng izolatow AMDV,- w krajowych
stadach fermowych norek amerykanskich. Liczba celéw badan w mojej opinii jest zbyt duza i
powinna zosta¢ zmniejszona. Doktorantka, mogta potaczyé cele 2,3 i 4 w jeden, podobnie jak
cele 51 6. Cel pierwszy pracy dotyczy oceny przydatnosci badan serologicznych w ocenie
sytuacji epizootycznej choroby aleuckiej, natomiast tytul pracy sugeruje, iz Autorka
prowadzita jedynie badania molekularne. Dlatego tez wydaje mi sig, ze tytul pracy powinien
brzmieé nieco inaczej np.: Monitoring serologiczny i ocena przydatnosci wybranych metod
biologii molekularnej w diagnostyce choroby aleuckiej norek™. »

W Rozdziale ,,Materiat i Metody”, liczacym 18 stron Autorka opisata uzyte w pracy
materialy oraz metodyki badawcze. Przedstawita charakterystyke grupy badanej, technike
pobierania materiatu do badan serologicznych 1 molekularnych oraz szczegoétowag metodyke

badan serologicznych i molekularnych, w tym PCR i sekwencjonowania. Metodyka badan
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zostata dobrana poprawnie, a sam opis poszczegolnych analiz jest niezwykle dokladny,
pozwalajacy czytelnikowi pracy na tatwe powtodrzenie przeprowadzonych eksperymentow.
Niezaleznie od tego mam kilka uwag do tej czgsci pracy.

- Doktorantka w Tabeli 2 w grupach badanych II i III podata pte¢ zwierzgt, czego
zabraklo w grupie I.

- Interesujacym jest u ilu z 174 norek od ktérych pobierano narzady wewngtrzne do
badan molekularnych wystapity objawy nasuwajace podejrzenie AMD.

- Czy wiadomo jaka byta przyczyna upadkdéw pozostatych zwierzat?

- W tabelach 4, 6, 7 i 9 wyraz ,hartowanie” nalezaloby zastapi¢ terminem
»przylaczanie starterow”

- Co stanowito kontrole ujemna w PCR?

Wyniki badan przedstawiono na 29 stronach maszynopisu, wzbogacajgc je starannie
opracowanymi i czytelnymi tabelami i rycinami.

Lek wet. Magdalena Zalgska-Wawro udowodnita ponad wszelka watpliwosé, iz
uzyskane wyniki badan serologicznych wykonywanych w kierunku AMDYV pozostajg w
Scistej korelacji z prowadzonym programem monitorowania lub zwalczania AMD. W grupie
norek pochodzgcych z ferm na ktérych realizowano program zwalczania choroby aleuckie;j,
nie stwierdzano dodatnich seroreagentéw, podczas gdy u zwierzat pochodzacych z obiektow,
w ktérych nie byt on stosowany swoiste przeciwciala dla wirusa wykrywano nawet u ponad
90% badanych osobnikéw. Sg to bardzo istotne spostrzezenia wskazujace na to jak wazny jest
monitoring i wlasciwe prowadzenie programéw kontroli choroby dla ochrony stad przed
zakazeniem AMDYV.

Wyniki badan molekularnych wykazaly natomiast, iz choroba aleucka wyst¢puje na
fermach w Polsce, o czym $wiadczy potwierdzenie obecnosci materiatu genetycznego wirusa
w narzadach wewnetrznych norek oraz, jak mozna bylo si¢ spodziewaé, ze PCR w czasie
rzeczywistym wykazuje najwyzsza czulos¢ w wykrywaniu DNA AMDYV. Wszystkie
uzyskane produkty PCR =zostaly poddane sekwencjonowaniu, a sekwencje analizie
filogenetycznej, dzigki czemu Doktorantka byta w stanie okresli¢, ze krajowe szczepy wirusa
wykazujg najwyzsze podobiefistwo ze szczepem ADV-Utah 1 VP2 gene USA |

Takze 1 w tej czesci pracy Autorka nie unikngta pewnych niescistosci. Na rycinie 7
przedstawiajacej rozdziat elektroforetyczny zaznaczone sg $ciezki dla 10 prébek, podczas gdy
W jej opisie znajduje si¢ informacja o tym, ze badanych bylo 12 prébek. Podobna niezgodnosé

dotyczy ryciny 8.

J



W liczacym 18 stron rozdziale ,,Omoéwienie” Doktorantka podkreslita, wage i
unikalno$¢ prowadzonych badan. Wyniki badan wiasnych umiejetnie skonfrontowata z
analogicznymi danymi zamieszczonymi w dostgpnym pismiennictwie. W tej czesci pracy
Doktorantka w zasadzie przedyskutowata kazdy aspekt prowadzonych badan. Lek. wet.
Magdalena Zatgska-Wawro w sposéb jednoznaczny udowodnita, ze monitoring serologiczny i
molekularny odgrywaja istotng rol¢ w ocenie sytuacji epizootycznej choroby aleuckiej norek
oraz ze stanowig one cenna or¢z w identyfikacji ognisk choroby i opracowaniu strategii jej
zwalczania. Jest to tym bardziej istotne, ze AMV moze stanowi¢ zagrozenie dla ludzi i innych
gatunkow zwierzat.

Bardzo interesujacymi wydaja si¢ byé spostrzezenia dotyczgce sekwencji badanych
gendw wirusa. Analiza filogenetyczne] roznych patogenow umozliwia ustalenie ich
pochodzenia. Jednakze w przypadku AMDV nie zawsze jest to mozliwe. Jak wskazata
Doktorantka czesto w obrebie jednego obszaru geograficznego od norek izolowane sg réze
warianty wirusa, nierzadko znacznie oddalone od siebie filogenetycznie. Ze wzgledu na
znaczng zmiennos¢ genetyczng AMDYV nie do konca mozna takze okreslié, ktére mutacje, czy
tez zmiany sekwencji nukleotydowej odpowiadaja za pojawienie si¢ szczepéw wirulentnych
wirusa. Te kwestie powinny by¢ poddane dalszym badaniom.

Praca zakonczona jest siedmioma wnioskami, ktére logicznie wynikaja z kontekstu
doktoratu. Wniosek nr 2 jest powtérzeniem wynikdw i powinien zosta¢ usuniety, natomiast
wnioski 4 1 5 oraz 6 1 7 mogtyby zostaé potaczone w jeden. -

Wykaz pismiennictwa jest bogaty, co $wiadczy o zdolnosci doboru wiasciwych
materiatéw zrédtowych do analizy wynikow i dyskusji w ramach tematyki bedacej
przedmiotem badan.

Reasumujac stwierdzam, ze przedstawione w pracy zagadnienia stanowia wazne
uzupelnienie dotychczasowej wiedzy dotyczacej epidemiologii i diagnostyki choroby
aleuckiej u norek. Uzyskane wyniki s3 w mojej ocenie wartosciowe zwlaszcza z uwagi na
fakt, iz jest to jedno z niewielu tego typu opracowan przedstawiajacych szerokie zastosowanie
metod biologii molekularnej do rozpoznawania choroby i identyfikowania szczzepéw AMDV.
Praca zawiera elementy nowatorskie, zostata wykonana metodycznie poprawnie, a wyniki
badafi maja duze znaczenie poznawcze.

Oczywiscie szczegélowa analiza rozprawy ujawnia pewne niedociggniecia. Obok

uwag zawartych w recenzji sugeruj¢, aby w przysztosci Doktorantka bardziej precyzyjnie
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podchodzita do stylistycznej strony wiasnych publikacji. W wielu miejscach tekst wymaga
korekty np.:

- Str. 16. Sporadycznie wystepuja smoliste biegunki, charakterystyczne dla krwi w
ptynnym kale.

- Str. 24 Zgodnie z wymogami hodowli dla norek zapewniono im staty dostep do
wody w ciggu doby oraz i karmiono 2-3 krotnie w ciggu dnia mieszankg pokarmowa przez
caly tydzien.

- Str. 24 Pobierano od nich krew do heparynizowanych rurek hematokrytowych w celu
szybkiego wykonania badania serologiczne,

- Str. 76 Dotychczas za gtdéwna droge zakazenia uwazano droge erogenng,

Tego typu bledy stylistyczne i edytorskie powinny zostaé wychwycone przed
oddaniem pracy do druku.

Przedstawione uwagi maja w wigkszosci charakter porzadkowy i nie wplywaja na
pozytywna oceng recenzowanej rozprawy. Doktorantka wlozyla wiele pracy w wykonanie
badan, wywiazujac si¢ w pelni z zadan okres§lonych w celach badawczych.

W konkluzji stwierdzam, ze praca doktorska pt.: "Ocena przydatno$ci wybranych
metod biologii molekularnej w diagnostyce choroby aleuckiej norek” odpowiada
warunkom okreslonym w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym 1 nauce (Dz.U.2023.742.) o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki, dlatego przedkltadam Wysokiej Radzie Dyscypliny
Weterynaria Uniwersytetu Warminisko Mazurskiego w Olsztynie wniosek o dopuszczenie lek.

wet. Magdaleny Zaleskiej-Wawro do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.

Lublin, 08 wrzesnia 2023
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