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Recenzja rozprawy doktorskiej lek. wet. Ewy Lukaszuk

Niniejsza recenzja rozprawy doktorskiej zostata sporzgdzona w odpowiedzi na
pismo Przewodniczgcego Rady Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego w Olsztynie, prof. dr hab. Tomasza Maslanki, z dnia 16 lipca 2025 roku.
Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pt. ,Ocena zaleznosci pomiedzy
sktadem wiromu przewodu pokarmowego a wystepowaniem enteropatii u mtodych
gotebi sportowych” zostata przygotowana przez lek. wet Ewe tukaszczuk pod
kierunkiem prof. dr hab. Tomasza Stenzla. Badania zostaty przeprowadzone w

Katedrze Chordb Ptakow Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie.

Formalny opis rozprawy

Rozprawa doktorska lek. wet. Ewy tukaszczuk zostata przygotowana w jezyku
polskim, obejmuje 61 stron opisu po polsku oraz zestaw artykutow wchodzacych w
sktad rozprawy. W sktad pracy wchodzi artykut pt. ,Recombinant viruses from the
picornaviridae family occurring in racing pigeons” opublikowanego w czasopismie
Viruses (MDPI); artykut pt.,Occurrence of astrovirus in young racing pigeons and
genome characterization of 2 new astrovirus genomes representing 2 new species”
opublikowany w czasopi$mie Poultry Science (Poultry Science Association), artykut
pt. ,Rotaviruses in pigeons with diarrhea: recovery of three complete pigeon rotavirus
A genomes and the first case of pigeon rotavirus G in Europe” , opublikowany w
czasopi$mie Transboundary and Emerging Diseases (Wiley), artykut pt.
,Characterization, phylogeny and prevalence of aviadenoviruses and siadenoviruses
in young racing pigeons”, opublikowany w czasopi$mie Virology (Elsevier), artykut pt.
,Known and novel parvoviruses identified in domestic pigeons”, opublikowany w
czasopi$mie BMC Veterinary Research (BMC), oraz artykut pt. ,Coronaviruses in
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diarrheic pigeons and the first determination of the complete genome of a new
pigeon gammacoronavirus” opublikowany w czasopismie Scientific Reports (NPG).
Integralng czes¢ rozprawy stanowi rowniez zestaw oswiadczen wspoétautorow.
Nalezy podkreslic, ze we wszystkich wymienionych pracach doktorantka wystepuje
jako pierwsza autorka.

Czes¢ wstepna rozprawy obejmuje liste artykutéw sktadajgcych sie na
dysertacje, wykaz skrotéw, dwujezyczne streszczenie, wstep w jezyku polskim,
sformutowang hipoteze i cele badawcze, opis zastosowanej metodyki, prezentacje

wynikow, dyskusje, wnioski, bibliografie oraz spis tabel i rycin.

Ocena merytoryczna

Rozprawa doktorska opiera sie na spdjnym zestawie publikacji naukowych,
skupiajgcych sie na zmiennosci genetycznej wirusow wystepujgcych w odchodach
gotebi sportowych. Zgromadzone dane obejmujg analizy genomowe probek
pobranych od ptakéw z objawami choréb uktadu pokarmowego oraz osobnikow
klinicznie zdrowych. Przeprowadzone badania wykazaty zréznicowang czestosé
wystepowania poszczegdlnych wirusdw w obu grupach, a na podstawie uzyskanych
wynikow autorka wskazuje na mozliwe korelacje pomiedzy obrazem klinicznym a
obecnoscig okreslonych patogendéw. Czesé opisowa w sposob przejrzysty i spojny
przedstawia zaréwno zastosowang metodyke, uzyskane rezultaty, jak i dyskusje wraz
z wnioskami. Kluczowym elementem rozprawy pozostajg jednak zatgczone

publikacje naukowe, ktére pozwole sobie pokrotce omowic.

W pierwszej pracy autorka skoncentrowata sie na czestosci wystepowania oraz
ewolucji wiruséw z rodziny Picornaviridae u gotebi sportowych. Opisano przypadki
rekombinacji megrivirusa B oraz gotebiego pikornawirusa B, ktérych fragmenty
genomu stanowity odpowiednio 25,5% i 10,9% sekwencji referencyjnych. Analizy
filogenetyczne wykazaty, ze zidentyfikowane wirusy sg swoiste dla gotebi i nie
wykazujg bezposredniego pokrewienstwa z wirusami drobiu. Badania iloSciowe z
zastosowaniem gqPCR i ddPCR ujawnity czeste wystepowanie obu wiruséw zaréwno
u ptakow z objawami enteropatii, jak i u osobnikéw bezobjawowych, przy czym u
ptakow chorych obserwowano wyzsze miano wirusa. Wyniki te sugerujg, ze rola

opisanych patogendéw w patogenezie biegunek u gotebi pozostaje niejednoznaczna.
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Ograniczeniem pracy jest brak petnych sekwencji genomowych, co utrudnito
jednoznaczne przypisanie czesci izolatéw do okreslonych gatunkéw oraz ograniczyto
mozliwosci pogtebionej analizy filogenetycznej. Dodatkowo, cho¢ wykazano réznice
w poziomie replikacji wirusow miedzy grupami, korelacje statystyczne ze stanem
klinicznym bylty stabe lub nieistotne, co nie pozwala na jednoznaczne okreslenie ich
roli chorobotworczej. Niejasne pozostaje réwniez, jakie inne czynniki mogty

uczestniczy¢ w etiologii obserwowanych objawéw.

W drugiej pracy autorka przedstawita kompleksowe badania nad wystepowaniem
astrowiruséw u gotebi sportowych z objawami enteropatii oraz u osobnikow
zdrowych, taczac analizy ilosciowe gqPCR i ddPCR z charakterystykg genomowa.
Wyniki wykazaty, ze cho¢ czestos¢ wystepowania wirusow w obu grupach byta
podobna, u ptakow z objawami klinicznymi obserwowano wyzsze miano wirusa, co
autorka interpretuje jako potencjalny zwigzek przyczynowo-skutkowy z choroba.
Sekwencjonowanie genomowe pozwolito uzyska¢ dwa kompletne genomy
astrowirusow, ktore wykazaty wyrazng odrebnos¢ od dotychczas znanych gatunkéw i
sugerujg istnienie nowych jednostek taksonomicznych. Ograniczeniem pracy jest
brak eksperymentalnego potwierdzenia patogennosci opisanych wiruséow. Ponadto
obserwowane réznice w poziomie replikacji moga mie¢ charakter jedynie korelacyjny
i wynika¢ z innych czynnikéw, takich jak obnizona odpornos¢ gospodarza czy

indywidualne réznice w wydalaniu wirusa.

W trzeciej pracy autorka przedstawita badania nad zakazeniami rotawirusami u
gotebi. Przeprowadzone badania umozliwity uzyskanie kompletnych sekwencji
genomow rotawirusa A oraz pierwszg w Europie identyfikacje rotawirusa G u tego
gatunku. Analizy iloSciowe z zastosowaniem qPCR i ddPCR wykazaly istotnie wyzsza
czestos¢ wystepowania oraz znacznie wyzsze miano wirusa u ptakow z objawami
klinicznymi w poréwnaniu z osobnikami bezobjawowymi, co silnie sugeruje zwigzek
zakazenia z wystepowaniem objawow chorobowych. Analiza filogenetyczna
potwierdzita pokrewienstwo badanych szczepéw z innymi rotawirusami izolowanymi
od gotebi. Podobnie jak w poprzednich pracach, obserwacje majg jednak charakter
korelacyjny, a w przypadku rotawirusa G - wykrytego jedynie u jednego ptaka -

znaczenie  kliniczne  pozostaje  ograniczone. Dodatkowo brak badan

Strona3z7



histopatologicznych istotnie ogranicza mozliwos¢ petniejszej interpretacji wynikow.
Niezaleznie od tego, praca wprost, w warunkach polowych pokazuje korelacje
pomiedzy zakazeniem a chorobg, co jest niezwykle wazne z punktu widzenia chorob

ptakow.

W czwartej pracy autorka zaprezentowata petne sekwencje genomowe
adenowirusOw wyizolowanych z prébek pochodzacych od gotebi, obejmujgce dwa
przypadki Aviadenovirus columbidae oraz jeden przypadek siadenowirusa, dla ktérego
zaproponowano nowy gatunek Siadenovirus columbae. Analizy filogenetyczne
wykazaty, ze aviadenowirusy sag blisko spokrewnione z wczesniej opisanymi
szczepami, natomiast siadenowirus okazat sie genetycznie odmienny od znanych
gatunkéw i najblizej spokrewniony z wirusem wykrytym u alk zwyczajnych, co
potwierdza duzg rdéznorodnos¢ ewolucyjng tej grupy. Badania ilosciowe z
zastosowaniem qPCR i ddPCR wykazaty, ze miano i czestos¢ wystepowania
adenowirusow byty podobne u gotebi chorych i zdrowych, co sugeruje, ze wirusy te

nie stanowig samodzielnego czynnika etiologicznego enteropatii.

W pigtej pracy autorka przedstawita badania dotyczgce wystepowania
parwowirusow u gotebi w Europie i Ameryce Pétnocnej (cztery prébki). Zastosowane
metody ilosciowe qPCR i ddPCR pozwolity oceni¢ czestos¢ zakazen w populacjach
ptakow zdrowych i z objawami enteropatii, jednak analiza iloSciowa nie wykazata
istotnych réznic miedzy tymi grupami, a materiat wirusowy czesciej wykrywano u
osobnikow bezobjawowych. Réwnolegle uzyskano petne sekwencje genomowe
parwowirusow, w tym dwa izolaty z Polski oraz dwa ze Stanow Zjednoczonych,
obejmujgce sekwencje podobng do raportowanej wczesniej dla gatunku
Aveparvovirus columbid oraz nowy wariant nalezacy do rodzaju Chaphamaparvovirus.
Wyniki te istotnie poszerzajg dotychczasowag wiedze na temat réznorodnosci
parwowirusOw gotebi, przy czym warto podkresli¢, ze wszystkie dane genomowe

pochodzity z prébek uzyskanych od ptakéw klinicznie zdrowych.
W  szdstej pracy autorka przedstawita  wyniki sekwencjonowania

gammakoronawirusa wyizolowanego z probki pochodzacej od gotebia, ktérego

analiza potwierdzita typowg organizacje genomu oraz pokrewieAstwo z innymi
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izolatami pochodzacymi z Polski, Hiszpanii, Finlandii i Chin. Badania jakosciowe i
iloSciowe wykazaty obecnos¢ wirusa u 12,2% ptakéw z objawami biegunki oraz u
11,1% osobnikéw zdrowych, przy czym roznice te nie byty statystycznie istotne;
podobnie brak istotnosci stwierdzono w przypadku poréwnania miana wirusa miedzy
grupami. Wyniki te wskazujg na brak jednoznacznej korelacji pomiedzy
wystepowaniem objawow klinicznych a zakazeniem. Na podstawie danych
genomowych autorka sugeruje, ze analizowany izolat moze stanowi¢ nowa

jednostke taksonomiczng w obrebie gammakoronawiruséw.

Jak wspomniatem, zaprezentowane prace wnoszg wartos¢ merytoryczng do
dziedziny i sg wartosciowe; co wiecej, opublikowano je w renomowanych
czasopismach. Wszystkie prace bazujg na warsztacie badawczym opierajgcym sie
na ilosciowym PCR oraz sekwencjonowaniu. Chociaz gama zastosowanych technik
nie jest imponujgca, mozna jasno stwierdzi¢, ze metody te zostaty dobrze wybrane,

opracowane i zastosowane, co pozwolito osiggna¢ zaktadane efekty.

Chociaz bardzo pozytywnie oceniam przedstawiong prace, zaréwno jezeli chodzi
o wstep, ktéry dostarcza nam wprowadzenie do tematu, jak i same prace naukowe,

mam kilka pytan dotyczgcych kwestii merytorycznych.

1. W swojej pracy autorka wykorzystata serwer BLAST jako metoda
identyfikacji  danych  genomowych  pochodzacych od  blisko
spokrewnionych gatunkéw do badan filogenetycznych. Nalezy jednak
podkreslic, ze algorytm BLAST nie stuzy do kompleksowych analiz
filogenetycznych, a jedynie do oceny podobienstwa sekwencji do danych
dostepnych w bazie GenBank. Niestety, charakter tego algorytmu sprawia,
ze czesto pomija on konkretne dane Ilub sprawia, ze inne sag
nadreprezentowane. Powstaje zatem pytanie, w jakim stopniu dane
wigczone do analizy rzeczywiscie odzwierciedlaty zréznicowanie
genetyczne poszczegdlnych rodzin. Standardowym podejsciem w tego
typu badaniach jest analiza sekwencji wszystkich dostepnych cztonkow
grupy spokrewnionej z badang sekwencjg i na tej podstawie okreslanie jej

podobienstwa oraz unikalnosci. Cho¢ autorka wspomina, ze uzupetniata
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dane z bazy GenBank na podstawie wynikow analizy BLAST, nie jest jasne,
jak wygladaty petne zestawy danych i czy rzeczywiscie byty one kompletne.

Bardzo prosze o krytyczng analize tego tematu.

. W pierwszej czesci pracy autorka prezentuje sktad mieszanin reakcyjnych.
Nieco niejasne jest dla mnie, z czego wynikajg réznice stezenia mastermix
w mieszaninie. W kazdym przypadku w tabeli 2 mieszanina zawierata 10 pl
odczynnika, jednak koricowa objetos¢ mieszaniny w pkt. 1i 3 to 18,2 ul a
pkt. 2 to 20 ul. Co wiecej mieszanina w tabeli 3 zawierata 11 ul odczynnika,
a finalna objetos¢ wynosita 19,02 ul. Prosze o informacje o powodach, dla

ktérych zdecydowano sie na uzycie odczynnika w réznych stezeniach.

. W pracy wykorzystano analize ilosciowg DNA w oparciu o ddPCR, co
umozliwia ocene liczby kopii kwaséw nukleinowych bez koniecznosci
stosowania krzywych standardowych. Jednakze, czy w przypadku wiruséw
RNA autorka przeprowadzita korekte ilosci cDNA z uwzglednieniem

ograniczonej wydajnosci reakcji odwrotnej transkrypc;ji?

. Autorka przedstawia dane dla gotebi z jednego punktu czasowego, co
wyklucza ocene zmiany procesu w czasie. Biorgc uwage sezonowos¢
poszczegdlnych jednostek chorobowych oraz obecnos¢ kwasu
nukleinowego po zakazeniu przed dtugi czas od powrotu do zdrowia, w
szczegolnosci w kale, czy przeprowadzone analizy pozwalajg realnie
okreslic lub wykluczy¢ zaleznos¢ przyczynowo skutkowg pomiedzy

zakazeniem a objawami klinicznymi bez petnej analizy eksperymentalnej?

. Autorka w swojej pracy traktuje wszystkie patogeny nalezgce do jednej
rodziny jako pojedynczag jednostke chorobotworczg. Uwzgledniajgc, jak
duze roznice w patogennosci wystepujg pomiedzy bardzo blisko
spokrewnionymi gatunkami a nawet izolatami, na ile przedstawione dane
pozwalajg na wysnuwanie wnioskdow dotyczgcych zwigzku przyczynowo

skutkowego pomiedzy zakazeniem oraz chorobg?

Strona6z7



6. Czy dostepne sg modele tkankowe lub komoérkowe odwzorowujgce uktad
pokarmowy ptakow, ktére mogtyby umozliwi¢ analize zwigzku
przyczynowego miedzy zakazeniem a rozwojem choroby, bez koniecznosci

korzystania ze zwierzetarni zakaznej?

Ocena edytorska

Praca zostata napisana poprawnym jezykiem naukowym i w sposob przyjemny
wprowadza czytelnika w zagadnienie. Grafiki zostalty przygotowane w sposob
profesjonalny i klarownie opisane. Konstrukcja pracy prawidtowa, bibliografia
obszerna i aktualna. Jedyny zarzut, ktéry mogtby sie z mojej strony pojawi¢ to brak
szczegotowego wprowadzenia teoretycznego w polskiej wersji, jednak brak ten jest

kompensowany poprzez tres¢ zawartg w artykutach.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska lek. wet. Ewy tukaszczuk stanowi wartoSciowy wkiad w
rozwdj dyscypliny, a przeprowadzone badania sg wysokiej jakosci i majg charakter
aplikacyjny. Autorka wykazata sie zaréowno kompetencjami eksperymentalnymi, jak i

dobrg znajomoscig literatury naukowe;.

Na podstawie przeprowadzonej oceny stwierdzam, ze praca spetnia wymagania
stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. Wnioskuje o dopuszczenie lek. wet. Ewy
tukaszczuk do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora. Z uwagi
na jakos¢ samych wynikow, jak i dobry dorobek publikacyjny, wnioskuje do Wysokiej

Rady o wyrdznienie pracy.

Z wyrazami szacunku,

Signed by /
Podpisano przez:

jﬁ Krzysztof Antoni
%73, - Pyrc
Date / Data:
2025-09-24 23:35

Krzysztof Pyré
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