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pod tytulem
WYKRYWANIE I CHARAKTERYSTYKA SZCZEPOW WIRUSA
MYKSOMATOZY KROLIKOW Z ZASTOSOWANIEM METOD
MOLEKULARNYCH

Charakterystyka rozprawy

Myksomatoza jest jedng z najwazniejszych chorob zakaznych krolikow. Ma
duze znaczenie ekonomiczne przede wszystkim na fermach tych zwierzat, ale takze
w chowie drobnotowarowym. Zagraza wreszcie i krélikom trzymanym jako
zwierzeta towarzyszace.

Objawy tej choroby bywaja nierzadko mato charakterystyczne, stad czesto
wymagane jest jej laboratoryjne potwierdzenie. Poniewaz myksomatoza moze si¢
bardzo szybko szerzy¢, wczesne rozpoznanie ma kluczowe znaczenie dla jej
zwalczania. I wlasnie molekularnymi mozliwo$ciami wczesnej diagnostyki tej
choroby zaje¢ta si¢ Doktorantka w swojej rozprawie. Wybor ten jest niewatpliwie
trafny, tym bardziej, ze w zespole w ktérym ona pracuje istnieje tradycja badan i
osiggnig¢ w zakresie myksomatosy i innych choréb krolikow. Wykorzystujac
zgromadzone w zespole przez ponad 30 lat 54 izolaty wirusa z 33 ognisk
myksomatozy z réznych rejonow Polski, a takze szczepy Szczepionkowe,
Doktorantka postawita sobie nastepujace cele pracy:

1. Zbadanie zmienno$ci genetycznej krazacych w Polsce szczepow i
pokrewienstwa z izolatami zagranicznymi i ich analiza filogenetyczna;

2. Dobranie starterow oraz opracowanie metody PCR z wewnetrzng kontrola
amplifikacji i sprawdzenie jej przydatnosci do rozpoznawania myksomatozy

w polskich warunkach;

3. Dobranie starterow tej metody do réznicowania zjadliwych izolatow
terenowych od atenuowanych szczepoéw szczepionkowych tego wirusa.

Doktorantka podata ponadto, ze jej celem byto tez ,,zastosowanie”
opracowanej metody PCR do diagnostyki myksomatozy, ale nie wydaje si¢, by
zastosowanie metody moglo by¢ samym w sobie celem pracy naukowej.

W czesci poswigconej zmiennosci genetycznej i analizie filogenetycznej
szczepOw wirusa myksomatozy Doktorantka porownata bardzo zmienny fragment
genu MO036L o dlugosci 1055 par zasad szesciu szczepow wirusa wyizolowanych z
r6znych rejonow Polski w latach 1983-2006 oraz 18 szczepow z Brazylii, Australii,
Wielkiej Brytanii i Hiszpanii wyizolowanych w latach 1949-1999. Analiza ta



ujawnila wysokie (ponad 90%) podobienstwo krajowych i zagranicznych izolatow,
jak i szczepu szczepionkowego, cho¢ dato si¢ w nich wyroznic 2 gatezie
filogenetyczne — europejska i australijska. Na tej podstawie Doktorantka
wyciagneta nie budzace zastrzezen 3 wnioski, iz europejskie i polskie szczepy
wirusa sg ze sobg spokrewnione, ze wywodzg si¢ ze szczepu Lausanne oraz ze
krazace w Polsce zarazki wykazujg niewielkg zmiennos$¢ genetyczng, co wedtug
niej pozwala przypuszczaé, iz istniejace na rynku szczepionki beda nadal chronity
kroliki przed ta choroba.

Przystepujac do opracowania testu PCR Doktorantka najpierw przebadata 24
fragmenty genow krajowych izolatow wirusa i jedynie we fragmencie genu MO71L
wszystkich 23 zjadliwych szczepach nie stwierdzita mutacji w porownaniu do
szczepu referencyjnego. Sekwencje te postuzyly jej wigc do zaprojektowania
wlasnej pary starterow do PCR wykrywajacej DNA wirusOw myksomatozy.
Wilaczajac do powyzszych badan takze kilka atenuowanych szczepow
szczepionkowych potwierdzita doniesienia literaturowe, ze do roznicowania
zjadliwych izolatow od atenuowanych najlepsze sa sekwencje genu MOO9L, gdyz
oparte na nich startery M9c i M9d nie powodowaty aplifikacji DNA Zadnego ze
szczepdw szczepionkowych. Oparty na tych wynikach jest inny uprawniony
wniosek o mozliwosci wykrywania ta droga myksomatozy poszczepiennej.

Kolejnym etapem byta optymalizacja reakcji PCR, to znaczy dobor
odpowiedniej temperatury przylaczania, a takze st¢zen starterow, jonéw MgCly,
polimerazy i surowicy bydlecej. Po wyborze najlepszych parametrow reakcji
Doktorantka dobrata optymalng objetos¢ roztworu DNA, a takze zawarto$¢ enzymu
HK-UNG, tak by najlepiej chronit przed zanieczyszczeniem obcym DNA, ale by
jednoczesnie nie uposledzat wydajnosci reakcji.

Odrebna czescia optymalizacji PCR byto wbudowanie do niej wewnetrznej
kontroli amplifikacji. Jej istotg jest wykonywanie, poza wlasciwg reakcja,
jednoczesnie PCR dla jakiego$ fragmentu kontrolnego DNA, ktory zawsze daje
produkt niezaleznie od obecnosci lub braku badanego amplikonu. Podnosi to
znacznie wiarygodnos$¢ wynikow i jest coraz czesciej stosowane W medycynie
cztowieka, w weterynarii natomiast jeszcze rzadko. Doktorantka wzbogacita wiec
swoje startery o kontrolne sekwencje genomu Salmonella Enteritidis, a skutecznosc¢
tej procedury potwierdzita ich wklonowaniem w wektor plazmidowy, transfekcja
do E. coli, izolacja z nich plazmidowego DNA i sekwencjonowaniem. Ostatnim
etapem wbudowywania wewngtrznej kontroli amplifikacji byto dobranie
optymalnego st¢zenia DNA w reakcji PCR.

Wstepna ocena opracowanej metody PCR do wykrywania sekwencji wirusa
myksomatozy obejmowata wptyw zanieczyszczen DNA biatkami pochodzacymi z
badanych tkanek krolikow oraz wptyw niedoktadnosci pipetowania i wahan
temperatury przyltgczania starterow na wynik reakcji.

Nastepnie uzywajac standardowych probek ujemnych i dodatnich o rézne;j
koncentracji wirusa myksomatozy, a takze probek zawierajacych kwasy
nukleinowe 5 innych wirusow chorobotwoérczych dla krolikow 1 zajecy oraz kilka
kultur bakterii, dermatofitéw i pierwotniakéw Doktorantka okreslita podstawowe



parametry opracowanej metody PCR. Byty to swoisto$¢ analityczna (czyli
wybiodrczos¢ wykrywania poszukiwanego DNA), selektywnosc¢ tego procesu (to
znaczy jego efektywnos¢ przy dzialaniu r6znych mozliwych czynnikow
zakldcajacych) oraz czutos¢ analityczna (czyli najmniejsza ilos¢ DNA mozliwa do
wykrycia). Wreszcie na 100% okreslita kazdy z trzech bardzo istotnych klinicznie
parametrow: diagnostyczng czutosé i swoistos¢ (czyli odsetek trafnie rozpoznanych
probek sposrod prawdziwie dodatnich i prawdziwie ujemnych) oraz doktadnos¢
(odsetek wszystkich trafnych wynikéw). Podobnie 100% okazaty si¢ powtarzalnos¢
i odtwarzalno$¢ metody. Owocem tej czesci badan jest kolejny wniosek o wysokiej
czulosci | swoistosci opracowanej metody PCR.

Wykorzystujac homogenaty tkanek o znanej zawartos$ci wirusa, jak i
niebadane dotychczas 23 probki od krolikow z ognisk myksomatozy, Doktorantka
nastgpnie porownala przydatno$¢ opracowanej metody PCR z dos¢ powszechnie
uzywanym w rozpoznawaniu tej choroby testem immunodyfuzji w zelu agarowym
wykrywajgcym antygen zarazka (AGID). Opracowana przez nig metoda PCR
okazala si¢ znacznie czulsza, co potwierdzita obliczeniami statystycznymi |
umiescita w kolejnym wniosku.

Uwagi krytyczne

Wnhiosek nr 3 brzmi ,,Wysoka konserwatywno$¢ genu MO71L... wskazuje na
trafno$¢ jego wyboru do diagnostyki myksomatozy...”. Wydaje mi si¢, ze w tym
sformutowaniu tkwi btad logiczny. Dla mnie za trathos$cig tego wyboru
zdecydowanie przemawia nie konserwatywnos¢ genu, lecz eksperymenty, ktore
Doktorantka wykonata nad czulo$cig i swoistos$cig opracowanej przez nig metody
PCR. Zostalo to jednak jasno i poprawnie stwierdzone w nastgpnym wniosku (nr
4), ktéremu nic nie mozna zarzucié¢, poza tym, ze w duzym stopniu dubluje go
whniosek nr 1, wigc proponuje je scali¢, a wiosek 3 wyeliminowac.

Réwniez wniosek nr 6 ,,Kontrola wewnetrzna amplifikacji pozwala
skutecznie monitorowac przebieg analiz ograniczajac mozliwos$¢ uzyskiwania
falszywych wynikéw” jest dla mnie nieuprawniony, gdyz Doktorantka nie
porownywala opracowanego przez siebie PCR z wewngetrzng kontrolg z PCR-em
bez tej kontroli, wigc nie wykazata, iz wynikow falszywych jest mniej. To
przypuszczenie jest zapewne shuszne, ale wyptywa z badan innych autorow, zatem
jego miejsce jest w dyskusji, a nie we wnioskach z wtasnych badan.

Whioski 112 grzesza ogolnikowoscig mowiae o jakichs blizej
nieokreslonych ,,metodach molekularnych”, a tych jest bardzo duzo, wigc metody
powinny by¢ konkretnie nazwane.

Na str. 49 w opisie wzorow do obliczania czuto$ci 1 swoisto$ci metody
diagnostycznej wkradty si¢ btedy. Wartos¢ N- zostata opisana jako ,,0go6lna liczba
ujemnych wynikow uzyskanych OCENIANA metodg”, a powinno by¢ ,,0g6Ina
liczba ujemnych wynikéw uzyskanych REFERENCYJINA metoda”, czyli innymi
stowy liczba probek prawdziwie ujemnych. To samo dotyczy warto$ci N+. Sadzg,
ze jest to tylko pomytka redakcyjna, a nie btgdne zastosowanie wzoru, co w
wynikach tej pracy byloby zreszta niemozliwe, gdyz opracowana metoda PCR
rozpoznawata trafnie 100% probek prawdziwie dodatnich i prawdziwie ujemnych.
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W pracy nie znalaztem informacji jakimi metodami potwierdzano
myksomatoze u krolikow stuzacych do sprawdzania opracowanej przez nig metody
PCR. Mozna si¢ domysli¢, ze — przynajmniej czg$ciowo — byla to izolacja wirusa,
bo Doktorantka dysponowata szczepami, ale czy we wszystkich przypadkach tak
byto?

Pewne niejasnos$ci sg tez w opisie metodyki wyboru i projektowania
starterow. Autorka Stwierdza na str. 37, ze ,,badaniami tgcznie objeto 17 krajowych
szczepOw wirusa...”. Nastepnie dodaje, ze uzyla jeszcze 6 dodatkowych izolatow, a
ponadto jeszcze szczepy atenuowane. Wiec byto ich tacznie 17, czy wigeej? W
rozdziale ,,Materiat i metody” Autorka podata, ze uzyta do badan 3 szczepy
szczepionkowe, natomiast w wynikach na str. 64 stwierdza, ze byty to 4 szczepy.

Doktorantka pisze, ze poréwnujac przydatnos¢ metody PCR z testem AGID
uzyla ,,dwie pule probek, kazda sktadajaca si¢ z 20 probek™. Z tego okreslenia nie
wynika jasno, czy uzyta dwie probki spulowane, czy tez dwie grupy probek.

Atenuowany szczep wirusa MAV Autorka w analizie filogenetucznej
potraktowata jako szczep polski, natomiast a rozdziale ,,Materiat i metody”
napisata, iz pochodzit on ze Stowacji.

Nadmiernym i w efekcie chyba btednym skrotem myslowym jest
stwierdzenie, iz ,,wirus jest wrazliwy na niskie i wysokie pH (4-12)”. Jesli Autorce
chodzilo o to, ze zarazek jest w stanie przetrzymac pH od 4 do 12, to bym go
nazwat opornym na niskie i wysokie pH, gdyz z jednej strony chodzi tu o silny
kwas, a z drugiej — o silng zasade.

Praca zawiera wykaz skrotow, objasniajacy takze tak powszechnie znane
skroty jak np. centymetra, minuty, mililitra, grama, godziny itp. Nie ma w tym
oczywiscie niczego zlego, gdyby nie to, ze by¢ moze skoncentrowawszy si¢
nadmiernie na powszechnie znanych skrétach Doktorantka zapomniata objasnic
wiele specjalistycznych i zdecydowanie mniej znanych poje¢, jak np. ORF,
sekwencje konsensusowe, flankowanie, probki fortyfikowane.

Miejscami nie udato si¢ Doktorantce oprze¢ naporowi zargonu prawno-
administracyjnego, stad zamiast ,,szczepionka” napisala ,,preparat leczniczy
weterynaryjny immunologiczny przeznaczony do czynnej immunizacji krolikow
przeciwko myksomatozie”. Piszac o rekombinowanym szczepie szczepionkowym
zapomniata wyjasni¢, na czym ta rekombinacja polegata.

W pracy powielany jest tez czgsty btad mylacy miano wirusa, to znaczy np.
102 TCIDso/ml z koncentracjg wirusa, to znaczy 10? TCIDso/ml.

Podziat pracy na rozdziaty jest nie do konca konsekwentny. Brakowato mi
we wstepie wyjasnienia, co to jest wewnetrzna kontrola amplifikacji i uzasadnienia,
dlaczego Doktorantka postanowila opracowacé PCR z tg kontrola. Pojawia si¢ to
dopiero w dyskusji, ktéra powinna by¢ oméwieniem wiasnych wynikow, a nie
zamierzen. Z kolei prawie 2 pierwsze strony rozdziatlu ,,Dyskusja” ponownie jakby
wprowadzajg czytelnika w problematyke myksomatozy, dublujac w duzym stopniu
wstep. Wreszcie w rozdziale ,,Wyniki” znajduja si¢ nierzadko elementy ich
omowienia, szczegdlnie w zakresie sekwencji nukleotydowych, mutacji i doboru
starterow.



Wreszcie cheialbym przypomnieé stowa wieszcza ,,...iz Polacy nie gesi, 1z
swoj jezyk majg” i zacheci¢ Doktorantke do uzywania rdzennie polskich okreslen,
a nie anglicyzméw, a wigc zamiast: ,.elucja” — wyplukanie, ,.detekcja” — wykrycie,
,.sekwencja targetowa” — sekwencja docelowa, wirulencja” — zjadliwos¢ itp. Jesli
na nowe byty nie ma nazwy w polskim jezyku, logicznym wydaje sie zapozyczenie
angielskiego okreslenia (np. komputer), ale jesli s3 ugruntowane polskie okreslenia
nie powinno sie ich wypiera¢ anglicyzmami nie — albo nie tylko — ze wzgledéw
emocjonalno-patriotycznych, lecz czysto pragmatycznych. Polskie okreslenia
zostang bowiem zrozumiane przez wigkszg rzesz¢ czytelnikow, a w koncu pisze si¢
po to, by by¢ zrozumianym. I nie wykluczam, ze w niejednym czytelniku
,.specyficznosé” metody, jak to Autorka pisze, moze wzbudzié niepewnosc, czy jest
to aby to samo, co on zna jako ugruntowana w polskim jezyku ,,swoistos¢”, czy tez
jest to cos innego. Na marginesie, 1 we mnie powstala niepewnos¢, czym sig roézni
,.przemrazanie” albo ,,wymrazanie” od zwyklego zamrazania.

Podsumowanie

Doktorantka podjeta sie bardzo ambitnego i pracochfonnego zadania analizy
filogenetycznej i zbadania pokrewienstwa genetycznego oraz zmiennos$ci polskich
szczepow myksomatozy, opracowania na tej podstawie starteréw do reakcji PCR
wykrywajacej ten zarazek oraz PCR pozwalaj acej na odroznienie naturalnych
zachorowan od poszczepiennych i wszechstronnego sprawdzenia przydatnosci
opracowane]j metody.

Przedstawione powyzej uwagi krytyczne odnosza si¢ do redakcyjnej strony
rozprawy, a nie do uzyskanych wynikow. Podobnie zastrzezenia do trzech
whnioskow dotycza ich dublowania si¢ badZz umieszczenia pewnych stwierdzef we
nioskach zamiast w dyskusji, a wigc maja takze charakter redakcyjny, a nie
merytoryczny. Natomiast 6 pozostatych wnioskow jest poprawnych, merytorycznie
w petni uprawnionych, i — co wigcej — waznych dla nauki oraz praktyki
weterynaryjnej. Dla rozwoju nauki duze znaczenie ma zbadanie przez Doktorantke
pokrewiefistwa i pochodzenia krazacych w Polsce szczepéw wirusa myksomatozy,
a dla praktyki — opracowanie czutego narz¢dzia do wczesnego rozpoznawania tej
choroby, a takze réznicowania zachorowan naturalnych od poszczepiennych. Praca
zostala poprawnie zaplanowana, whasciwie wykonana i imponuje wieloscia
zastosowanych metod biotechnologicznych. Wreszcie jest to jedno z nielicznych
znanych mi zastosowan w PCR wewnetrznej kontroli amplifikacji do diagnostyki
choréb zwierzat w Polsce.

Biorac to wszystko pod uwage stwierdzam, Ze rozprawa doktorska lek. wet.
Ewy Kwit pod tytulem WYKRYWANIE I CHARAKTERYSTYKA SZCZEPOW
WIRUSA MYKSOMATOZY KROLIKOW Z ZASTOSOWANIEM METOD
MOLEKULARNYCH spetnia warunki okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca
2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach 1 tytule w
zakresie sztuki i wnosze o dopuszczenie jej do dalszych etapOw przewodu
doktorskiego.




