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,,Ocena przydatnoSci wybranych metod biologii

molekularnej w diagnostyce choroby aleuckiej norek"

Uklad redakcyjny ocenianej dysertacji odpowiada wymogom stawianym pracom

naukowym. Liczy ona 104 strony wydruku komputerowego, w tym spis treSci, wykaz

skr6t6w, streszczenie w jgzyku polskim i angielskim, wstgp, uzasadnienie i cele badafi,

material i metody, wyniki, om6wienie, wnioski koflcowe, piSmiennictwo, oraz streszczenie w

jgzyku polskim i angielskim. Dokumentacja jest bogata i obejmuje 17 tabel i 11 rycin

umiejgtnie wl4czonych w tekst pracy.

Praca dotyczy istotnego problemu diagnostyki choroby aleuckiej u norek, obejmuj4cej

molekularn4 charakterystykg wirusa odpowiedzialnego za jej rozw6j. AMDV bgd4cy

czynnikiem etiologicznym choroby nale?y do rodziny Parvoviridae, podrodziny

Parvovirinae. Wywoluje nieuleczalnE chorob4, kt6ra przebiega najczgSciej bezobjawowo i

powoduje duze straty ekonomiczne w fermowej hodowli norek wynikaj4ce z zaburzen w

rozrodzie oraz upadk6w mlodych osobnik6w. Do tej pory metody diagnostyki AMD,

zwlaszcza w warunkach terenowych, bazowaly na stosunkowo prostych i nieswoistych

testach,

W przeslanej do oceny pracy doktorskiej lek. wet. Magdalena Zalgska-Wawro

przedstawila wyniki badan po5wigconych wykorzystaniu roLnych metod biologii

molekulamej w rczpoznawaniu omawianej jednostki. +

Stosunkowo niewielka iloSi doniesiefr poSwigconych tego typu badariiom w Polsce i

na Swiecie stanowi v,rystarczajqcy i uzasadniony pow6d podjgcia przez Doktorantkg badaf.

Decyzjg o realizacji przedstawionych w pracy badaf podjgla Ona z peln4 SwiadomoSci4

spodziewanych trudnoSci zwlaszcza zwi4zanych z nakladem pracy otaz interpretacj4

wynik6w badah PCR i sekwencjonowania, wynikaj4cych z labilnego genomu AMDV, w



ktorym czgsto dochodzi do mutacji. W wyniku koncentracji i intensywnego rozwoju hodowli

norek w Polsce wzroslo r6wniez znaczenie choroby aleuckiej. Hodowla i produkcja zwierz4t

futerkowych w naszym kraju jest walnq czgScrq gospodarki o du?ym znaczenru

ekonomicznym. Jak podaje Doktorantka polskie gospodarstwa hodowli zwierzqt futerkowych

zapewniaj1 pracA dla ok. 50 tys. pracownik6w, a roczne przychody polskich hodowc6w

wynosz4 ok. 400 mln €.

Dlatego r6wniez i ztego punktu widzeniapodjgcie przez lek. wet. Magdaleng ZaLEskq-

Wawro badai dotyczqcych zagadnieh zaprezentowanych w tytule pracy nale|y uznat za

trafne i w pelni uzasadnione zar6wno w aspekcie poznawczym, jak i praktycznym.

Pracg rozpoczyna, czternastostronicowy wstgp, w kt6rym Doktorantka

scharakteryzowaLa hodowlE zwien4t futerkowych w Polsce, a takle przedstawil.a

epidemiologiE, etiologig, patogenezg i przebreg kliniczny choroby aleuckiej u norek.

Szczeg6lowo opisala takze metody rozpoznawania r zwalczania tej jednostki chorobowej.

Wstgp, wskazuje na dobr4 znajomoSd przez Doktorantkg badanej tematyki i piSmiennictwa.

Jest on tak napisany, 2e uzasadnia celowoSi prowadzenia zaproponowanych przez

Doktorantkg badah i pozwala na sformutowanie ich ostatecznego celu, kt6ry logicznie

wyplywa zprzedstawionego we wstEpie opisu.

Doktorantka postawila sobie do rcahzacjr szeSi cel6w badawczych tj.: oceng

przydatnoSci serologicznej metody CIEP dla okreSlenia czgstotliwoSci wystgpowania zakazeh

i oceny sytuacji epizootycznej AMD w Polsce; oceng czuloSci klasycznego, nested i real-time

PCR w diagnostyce AMDV; poszukiwanie nowych rzolatow AMDV w krajowych stadach

fermowych norek amerykariskich oraz analizg filogenetyczn1 izolat6w AMDV, w krajowych

stadach fermowych norek amerykafskich. Liczba cel6w badah w mojej opinii jest zbyt duzai

powinna zostat zmniejszona. Doktorantka, mogla polqczyc cele 2,3 i 4 w jeden, podobnie jak

cele 5 i 6. Cel pierwszy pracy dotyczy oceny przydatnoSci badari serologicznych w ocenie

sytuacji epizootycznej choroby aleuckiej, natomiast tytul pracy sugeruje, i2 Autorka

prowadzilajedynie badania molekularne. Dlatego tez wydaje mi sig, 2e tyttil pracy powinien

brzmie( nieco inaczej np.: Monitoring serologiczny i ocena przydatnoSci wybranych metod

biologii molekularnej w diagnostyce choroby aleuckiej norek". +

W Rozdziale ,,Material i Metody", licz1cym 18 stron Autorka opisala uLyte w pracy

mateialy oraz metodyki badawcze. Przedstawila charakterystykg grupy badanej, technikq

pobierania materialu do badari serologicznych i molekularnych oraz szczegolow4 metodykg

badaf serologicznych i molekularnych, w tym PCR i sekwencjonowania. Metodyka badari



zostaNa dobrana poprawnie, a sam opis poszczegolnych analiz jest niezwykle dokladny,

pozwalajqcy czytelnikowi pracy na latwe powt6rzenie przeprowadzonych eksperyment6w.

Niezaleznie od tego mam kilka uwag do tej czESci pracy.

- Doktorantka w Tabeli 2 w grupach badanych II i III podala plet zwrcrz4t, czego

zabraklo w grupie L

- Interesuj4cym jest u ilu z 174 norek od kt6rych pobierano narzqdy wewngtrzne do

b adan mo I ekularnych wy st4pity obj awy nasuwaj 4ce po dej rzeni e AMD.

- Czy wiadomo jaka byta przyazyna upadk6w pozostalych zwrcrzql?

- W tabelach 4, 6, 7 i 9 vnryraz ,,hartowanie" nalelaloby zastqprc terminem

,,ptzylqczani e starter6 w"

- Co stanowilo kontrolg ujemn4 w PCR?

Wyniki badan przedstawiono na 29 stronach maszynopisu, wzbogacajqc je starannie

opracowanymr r czytelnymi tabelami i rycinami.

Lek wet. Magdalena Zalgska-Wawro udowodnila ponad wszelk4 w4tpliwoSi, iz

uzyskane wyniki badah serologicznych wykonywanych w kierunku AMDV pozostaj4 w

Scislej korelacji z prowadzonym programem monitorowania lub zwalczania AMD. W grupie

norek pochodz4cych z ferm na kt6rych reahzowano program zwalczania choroby aleuckiej,

nie stwierdzano dodatnich seroreagent6w, podczas gdy u zwreruqt pochodz4cychz obiekt6w,

w kt6rych nie byl on stosowany swoiste przeciwciata dla wirusa wykrywano nawet u ponad

90o/o badanych osobnik6w, S4 to bardzo istotne spostrzezenia wskazui4ce na to jak waZny jest

monitoring i wlaSciwe prowadzenie program6w kontroli choroby dla ochrony stad przed

zakaheniem AMDV.

Wyniki badafi molekularnych wykazaly natomiast, iz choroba aleucka wystgpuje na

fermach w Polsce, o czym Swiadczy potwierdzenie obecnoSci materialu genetycznego wirusa

w narz4dach wewngtrznych norek oruz, jak mo2na bylo sig spodziewad, ze PCR w czasie

rueczywrstym wykazuje najv,ryZszq czvLo(;c w wykrywaniu DNA AMDV. Wszystkie

uzyskane produkty PCR zostaly poddane sekwencjonowaniu, a sekwencje anahzie

filogenetycznej, dzigki czemu Doktorantkabyla w stanie okreSlii, ze krajowe szczepy wirusa

wykazuj1najwyZsze podobieristwo ze szczepemADV-Utah I VP2 gene USA .

Takze i w tej czgSci pracy Autorka nie unikngla pewnych nieScisloSci. Na rycinie 7

przedstawiajqcej rozdzial elektroforetyczny zaznaczone s4 Sciezki dla 10 pr6bek, podczas gdy

w jej opisie znajduje sig informacja o tym, Zebadanych bylo 12 probek. Podobna niezgodnoSi

dotyczy ryciny 8.



W liczqcym 18 stron rozdziale ,,Om6wienie" Doktorantka podkreSlila, wagg i

unikalno6i prowadzonych badan. Wyniki badah wlasnych umiejgtnie skonfrontowala z

analogrcznymi danymi zamieszczonymi w dostgpnym piSmiennictwie. W tej czgsci pracy

Doktorantka w zasadzie przedyskutowala ka2dy aspekt prowadzonych badari. Lek. wet.

Magdalena Zalgska-Wawro w spos6b jednoznaczny udowodnila,2e monitoring serologiczny i

molekularny odgrywaj4 istotn4 rolg w ocenie sytuacji epizootycznej choroby aleuckiej norek

oraz 2e stanowi4 one cenn4 orgL w identyfikacji ognisk choroby i opracowaniu strategii jej

zwalczania. Jest to tymbardziej istotne, ze AMV mole stanowii zagrohenie dlaludzi i innych

gatunk6w zwienqt.

Bardzo interesuj4cymi wydaj4 sig byi spostrzezenia dotyczqce sekwencji badanych

gen6w wirusa. Analiza filogenetycznej rohnych patogen6w umozliwia ustalenie ich

pochodzenia. Jednak2e w przypadku AMDV nie zawsze jest to mozliwe. Jak wskazala

Doktorantka czgsto w obrgbie jednego obszaru geografrcznego od norek izolowane sq r62e

warianty wirusa, nierzadko znacznie oddalone od siebie filogenetycznie. Ze wzglgdu na

znaczn4zmiennoS6 genetycznqAMDv nie do korica mohnatak2e okre6lii, kt6re mutacje, czy

te2 zmtany sekwencji nukleotydowej odpowiadaj4 za pojawienie sig szczepow wirulentnych

wirusa. Te kwestie powinny byi poddane dalszym badaniom.

Praca zakonczona jest siedmioma wnioskami, kt6re logicznie wynikaj4 z kontekstu

doktoratu. Wniosek nr 2 jest powt6rzeniem wynik6w i powinien zosta6 usunigty, natomiast

wnioski 4 r 5 oraz 6 i7 moglyby zostaf pol.4czone w jeden.

Wykaz piSmiennictwa jest bogaty, co Swiadczy o zdolnoSci doboru wlaSciwych

material6w zr6dlowych do analizy wynik6w i dyskusji w ramach tematyki bgd4cej

przedmiotem badari.

Reasumuj4c stwierdzam, ze przedstawione w pracy zagadnienia stanowi4 waLne

uzupelnienie dotychczasowej wiedzy dotycz4cej epidemiologii i diagnostyki choroby

aleuckiej u norek. Uzyskane wyniki s4 w mojej ocenie wartoSciowe zwlaszcza z uwagr na

fakt, i?jest to jedno z niewielu tego typu opracowaf przedstawiaj1clch szerokie zastosowanie

metod biologii molekularnej do rozpoznawania choroby i identyfikowania szczep6w AMDV.

Praca zawiera elementy nowatorskie, zostala wykonana metodycznie poprawnie, a wyniki

badah majq duhe znaczenie poznawcze

OczywiScie szczegolowa analiza rczprary ujawnia pewne niedoci4gniEcia. Obok

uwag zawartych w recenzji sugerujg, aby w przyszLolci Doktorantka bardziq precyzyjnie



podchodzila do stylistycznej strony wtrasnych publikacji. W wielu miejscach tekst wymaga

korekty np.:

- Str. 16. Sporadycznie wystgpuj4 smoliste biegunki, charakterystyczne dla krwi w

plynnym kale.

- Str, 24 Zgodme z wymogami hodowli dla norek zapewniono im staty dostgp do

wody w ci4gu doby oraz i karmiono 2-3 krotnie w ci4gu dnia mieszank4 pokarmow4 przez

caly tydzie(.

- Str.24 Pobierano od nich krew do heparynizowanych rurek hematokrytowych w celu

szybkiego wykonania badania serologiczne,

- Str. 76 Dotychczas za gl6wn4 drogg zakazentauwalano drogg erogenn4,

Tego typu blgdy stylistyczne i edytorskie powinny zosta( wychwycone przed

oddaniem pracy do druku.

Przedstawione uwagi majq w wigkszoSci charakter porz4dkowy i nie wplywajq na

pozytywn4 oceng recenzowanej rozprawy. Doktorantka wLo?yla wiele pracy w wykonanie

badan, v,rywi4zujqc sig w pelni z zadaf okreslonych w celach badawczych.

W konkluzji stwierdzam, ze praca doktorska pt.: "Ocena przydatnoSci wybranych

metod biologii molekularnej w diagnostyce choroby aleuckiej norek" odpowiada

warunkom okreSlonym w art. 187 ustawy z dnia20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie

wy?szym i nauce (D2.U.2023.742,) o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o

stopniach i tytule w zakresie sztuki, dlatego przedVJadam Wysokiej Radzie Dyscypliny

Weterynaria Uniwersytetu Warmirisko Mazurskiego w Olsztynie wniosek o dopuszczenie lek.

wet, Magdaleny ZaLgskiej-Wawro do dalszych etap6w przewodu doktorskiego.

Lublin, 08 wrzeSnia 2023


