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Myksomatoza jest zakazng i zarazliwg chorobg krolikow 0 interesujacej historii w
kontekscie jej wystepowania w formie masowych zachorowan w r6znych regionach $wiata. Co
ciekawe, stanowi ona jeden z najwcze$niejszych przyktadéow wykorzystywania czynnika
etiologicznego jakim jest wirus w charakterze broni biologicznej, ale skierowanej nie
przeciwko cztowiekowi tylko przeciwko zwierzgtom tego samego gatunku.

Z uwagi na znaczenie epidemiologiczne, kliniczne i ekonomiczne choroba przypisana
jest aktualnie do listy Swiatowej Organizacji Zdrowia Zwierzat (dawniej OIE), a w $wietle
ustawodawstwa krajowego podlega obowigzkowi rejestracji. Szczyt zachorowan na
myksomatoz¢ w Polsce przypadal na lata 80-te i 90-te ubiegtego wicku. Obecnie choroba
notowana jest sporadycznie, gtéwnie z uwagi na wprowadzenie szczepien profilaktycznych,
ktore ograniczaja populacje zwierzat podatnych na zakazenie. Myksomatoza cechuje sie
zréznicowanym przebiegiem klinicznym w zaleznosci od gatunku krolikow. W Europie 1
Australii stwierdzane byly najczesciej przypadki o przebiegu ostrym, cechujace si¢ wysokim
wspotczynnikiem $miertelnosci.

Wirus myksomatozy wykazuje interesujgce wtasciwosci z punktu widzenia mozliwosci
terapii innych chorob. Wykazano m.in., ze efektywnie zakaza on komorki nowotworowe,
namnaza si¢ w nich, a nastgpnie niszczy. Stad perspektywa wykorzystywania wirusa w terapii
przeciwnowotworowej. Ponadto, poprzez oddziatywanie na komorki zakazone wirus prowadzi
do uwalniania substancji immunoregulatorowych, ktére hamuja procesy zapalne towarzyszace
chorobom z autoagresji. Stad takze mozliwos¢ wykorzystania tego wirusa w terapii
przeciwzapalnej. Warto doda¢, ze wirus nie jest patogenny dla czlowieka. Niezaleznie jednak
od wymienionych pozytywnych wlasciwosci zarazka warto pamigtaé, ze dziala on silnie
immunosupresyjnie, co stanowi istotny problem z punktu widzenia klinicznego przebiegu
zakazenia u krolikow.

Ciagle utrzymywanie si¢ wirusa myksomatozy w populacji krolikow oraz zwigzane z tym
wystepowanie zakazen jawnych i atypowych wymagaja podejmowania dziatan majacych na
celu szybkie rozpoznanie choroby oraz ograniczenie rozprzestrzeniania si¢ wirusa w obrebie
stada. Diagnostyka laboratoryjna myksomatozy opiera si¢ gldwnie na metodach z obszaru
klasycznej wirusologii. Konwencjonalne metody wirusologiczne, takie jak izolacja wirusa w



hodowli komoérkowej, odczyn IF posredniej, AGID 1 proba biologiczna sg pracochtonne i
czasochtonne oraz cechujg si¢ niska czuloscig. Niewielkie znaczenie w diagnostyce
myksomatozy maja takze testy serologiczne z uwagi na powszechne aktualnie stosowanie
szczepien profilaktycznych. Wyjsciem naprzeciw moze by¢ natomiast zastosowanie w
diagnostyce tych zakazen metod biologii molekularnej, w tym reakcji PCR, na co zwraca si¢
m.in. uwage w podreczniku diagnostycznym firmowanym przez Swiatowa Organizacje
Zdrowia Zwierzat. Wykorzystywanie swoistych i wysoko czutych metod molekularnych
wskazane jest zwlaszcza wtedy, gdy pojawiaja si¢ atypowe postaci choroby, w przebiegu
ktérych objawy kliniczne s3 mato charakterystyczne. Dzigki zastosowaniu reakcji PCR do
wykrywania materialu genetycznego wirusa myksomatozy uzyskuje si¢ wiarygodny wynik
badania, a ponadto w przypadku koniecznos$ci odroznienia terenowych, zjadliwych szczepow
wirusa od atenuowanych, stosowanych w produkcji szczepionek, mozna odstapi¢ od
wykorzystywania zwierzat dos§wiadczalnych do badan diagnostycznych. Ten aspekt dobrze
wpisuje si¢ w aktualne tendencje i1 priorytety diagnostyki laboratoryjnej choréb zwierzat
pozostajac jednocze$nie zgodnym z rekomendacjami Komisji Etycznych ds. Badan na
Zwierzetach. Nie bez znaczenia jest takze mozliwo$¢ wykorzystania metod molekularnych w
przyzyciowej diagnostyce choroby, co ma istotne znaczenie w przypadku zakazen
wywolywanych przez szczepy o niskiej zjadliwos$ci lub w atypowych postaciach choroby.

W przedstawionym kontekscie podjecie przez Doktorantke badan nad wykrywaniem
wirusa myksomatozy krolikow z zastosowaniem metod molekularnych nalezy uzna¢ za pomyst
wartosciowy i interesujacy tak z naukowego jak i praktycznego punktu widzenia zwtaszcza, ze
zakazenia tym zarazkiem mimo sporadyczno$ci wystgpowania nadal stanowig problem dla
hodowcow krolikow oraz sg niebezpieczne dla dziko zyjacych zwierzat tego gatunku.

Recenzowana praca ma uktad typowy dla prac doktorskich. Zawiera 114 stron tekstu w
formie jednostronnego wydruku komputerowego, podzielonego na 9 gtéwnych rozdziatow, w
obrebie ktorych wyodrebniono dodatkowe podrozdziaty. Prace poprzedza wykaz uzytych w
tek$cie skrotow. Stanowi on wazny element z uwagi na fakt czestego pojawiania si¢ W
opracowaniach naukowych okres$len zapozyczanych z terminologii angloj¢zycznej, od ktorych
najczesciej tworzone s3 skroty. Ich transformacja do terminologii polskojezycznej utatwia
czytanie i analizg tekstu. Rozprawa opatrzona jest takze streszczeniem przedstawionym w
jezyku polskim i angielskim, zawierajacym syntetyczny opis wykonanych badan i uzyskanych
wynikow.

Praca dotyczy wykorzystania jednego z licznych wariantow reakcji PCR, tzw. IAC PCR
do wykrywania materiatu genetycznego wirusa myksomatozy krolikow oraz do réznicowania
zjadliwych szczepow zarazka z atenuowanymi, wykorzystywanymi do produkcji szczepionek
przeciwko tej chorobie. Od lat 80-tych ubiegtego wieku, Kiedy reakcja PCR zostata po raz
pierwszy opisana przez Mullisa i wsp. i Saiki i wsp. stanowi ona multipotencjalne narzgdzie
diagnostyczne i badawcze wykorzystywane w wielu dziedzinach wiedzy, w tym w weterynarii
i medycynie. Pomimo niedoskonato$ci dotyczacych powtarzalno$ci i odtwarzalnosci metody,
zwigzanych m.in. z technicznymi mozliwosciami termocyklerow, aktywno$cig roznych
polimeraz DNA oraz obecno$cig w srodowisku reakcyjnym inhibitorow reakcji
enzymatycznych PCR nadal jest szeroko wykorzystywana w diagnostyce chordb zakaznych i
w badaniach epidemiologicznych.

IAC PCR stanowi nowg strategi¢ reakcji PCR, umozliwiajaca niezalezng amplifikacje
w tej samej mieszaninie reakcyjnej sekwencji docelowej (target) i kontroli wewngtrznej (IAC)



przy wykorzystaniu tego samego zestawu starteréw. Zastosowana w tej odmianie PCR
wewnetrzna kontrola amplifikacji (IAC) jest niezalezng od matrycy DNA sekwencja,
umieszczong w tej samej probowce co badana probka, ulegajaca w przebiegu reakcji
roéwnoczesnej amplifikacji z sekwencja docelowsg (target). Podstawowa zaletg tej metody jest
zwigkszenie czuto$ci testu PCR. Jednoczesnie zapobiega ona pojawianiu si¢ wynikow
falszywie ujemnych, zwigzanych z obecno$cig inhibitorow reakcji PCR. Warto podkresli¢, ze
idea wykorzystywania tej odmiany reakcji PCR znalazta odzwierciedlenie w uregulowaniach
formalno-prawnych odnoszacych si¢ do diagnostyki laboratoryjnej. Europejski Komitet
Standaryzacyjny w porozumieniu z Miedzynarodowa Organizacja ds. Standardéw
Laboratoryjnych zaproponowali opracowanie przewodnika do diagnostyki drobnoustrojow
metoda PCR z wykorzystaniem wewngtrznej kontroli amplifikacji.

Z technicznego punktu widzenia wyroznia si¢ dwie gtowne strategie konstrukcji IAC.
Roznica pomiedzy nimi dotyczy sposobu amplifikacji kontroli wewnetrznej w odniesieniu do
sekwencji docelowej (target), ktory moze by¢ konkurencyjny lub niekonkurencyjny. W
przypadku strategii konkurencyjnej obydwie sekwencje, tj. target i IAC ulegaja amplifikacji z
udzialem tych samych, wspolnych starterow w analogicznych warunkach reakcyjnych. W
przypadku tej strategii ilos¢ IAC w mieszaninie reakcyjnej ma istotne znaczenie dla progu
wykrywania sekwencji docelowej, poniewaz dochodzi do konkurencji pomigdzy ta sekwencja
i IAC w reakcji amplifikacji. W uktadzie niekonkurencyjnym obydwie sekwencje, tj. target i
IAC ulegaja amplifikacji z udzialem oddzielnych par starter6w. Mankamentem tej strategii jest
obnizenie wydajnosci jednej lub obydwu reakcji PCR, co wigze si¢ z trudno$ciami w
optymalizacji warunkéw przebiegu reakcji, ktore muszg by¢ dla nich wspolne.

W wigkszosci przypadkdw praktycznych zastosowan tej odmiany reakcji PCR
konstrukcja IAC oparta jest na strategii konkurencyjnej. Dzigki temu unika si¢ ryzyka
wystapienia niepozadanych interakcji pomiedzy réznymi parami starteréw, a amplifikacja
sekwencji docelowej 1 IAC zachodza z udzialem tego samego zestawu starterow i w
identycznych warunkach reakcji. Taki tez wariant wybrala Doktorantka w swoich badaniach.
Jednakze, pomimo wspomnianych zalet tej strategii zawsze istnieje ryzyko wspotzawodnictwa
pomiedzy sekwencja docelowa 1 IAC. Przyktadowo, wysokie stezenie IAC w mieszaninie
reakcyjnej moze na zasadzie wspolzawodnictwa hamowa¢ amplifikacje sekwencji docelowej 1
w ten sposob generowac¢ wyniki fatszywie ujemne, zwtaszcza w przypadkach gdy koncentracja
sekwencji docelowej jest niska. Wychodzac naprzeciw tym zagrozeniom Doktorantka
uwzglednita w swoich badaniach caly wachlarz dodatkowych metod majacych na celu
standaryzacj¢ 1 optymalizacj¢ reakcji IAC PCR.

W praktyce laboratoryjnej w konstrukcji DNA TAC wykorzystuje si¢ najczesciej system
klonowania w wektorze plazmidowym, ktorego zaleta jest wygodne 1 fatwe przechowywanie
konstruktu po transfekcji rekombinowanych plazmidow do komoérek bakteryjnych. System taki
zapewnia ciagla dostepnos¢ sekwencji IAC do badan laboratoryjnych oraz nie zmieniong jako$¢
konstruktu, co ma istotne znaczenie dla powtarzalnosci wynikoéw reakcji PCR.

Do badan Doktorantka wykorzystata 54 szczepy wirusa myksomatozy wyizolowane w
latach 1983-2013 od krolikow z przypadkoéw chorobowych stwierdzanych w réznych regionach
geograficznych Polski. W celach porownawczych wykorzystywano szczep referencyjny ATCC
VR-115. W konstruowaniu starterow reakcji PCR uwzgledniono fragmenty az 24 ro6znych
genow. Odnoszac si¢ do oceny tej czegsci pracy chce zwrdci¢ uwage na doktadnos¢ i precyzje,



jakg mozna dostrzec w opisach metodyki badan w odniesieniu do reakcji PCR. Nalezy takze
podkresli¢ dbato$¢ Autorki o poprawnos¢ wykonywania poszczegdlnych etapéw reakcji PCR
poprzez wprowadzenie czterech réznych kategorii kontroli, w tym dwoch kontroli izolacji
DNA, dodatniej i ujemnej, kontroli mieszaniny reakcyjnej i kontroli srodowiska.

W badaniach wstepnych dokonano optymalizacji sktadu mieszanin reakcyjnych i
warunkow prowadzenia reakcji PCR, dzigki czemu w trakcie wlasciwych badan
wykorzystywano wariant najbardziej optymalny, umozliwiajacy uzyskiwanie wiarygodnych i
powtarzalnych wynikow.

Z punktu widzenia metodyki zaplanowanych badan najwazniejszym etapem fazy
przygotowawczej byto stworzenie konstruktu IAC stanowigcego kontrolg wewnetrzng reakcji
amplifikacji. Niewatpliwie ten etap nalezal do najbardziej pracochtonnych w realizowanej
rozprawie doktorskiej, a w trakcie jego realizacji Doktorantka wykorzystywata wigkszos¢
sposrdd klasycznych technik biologii molekularnej, takich jak klonowanie, a w nim ligacje,
transfekcje komorek kompetentnych, izolacj¢ plazmidowego DNA i inne. Dzigki zastosowaniu
starterow o podwojnej komplementarnosci, tj. do sekwencji DNA wirusa myksomatozy i
Salmonella enteritidis w reakcji PCR z uzyciem tych starteréw uzyskiwano produkty IAC
bedace fragmentami DNA bakteryjnego S. enteritidis, zawierajagcymi odcinki komplementarne
do sekwencji starterow wtasciwych dla wirusa myksomatozy.

Waznym etapem badan byla walidacja opracowanych metod IAC PCR poprzez
okreslenie czulo$ci, specyficznos$ci, powtarzalno$ci i odtwarzalno$ci. Opracowany przez
Doktorantke test IAC PCR spehit wszystkie oczekiwane kryteria odno$nie specyficznosci 1
czutosci diagnostycznej 1 umozliwial wykrywanie wirusa na poziomie 10 TCIU/ml zawiesiny.
Procedury walidacyjne potwierdzity takze skuteczno$¢ metody w wykrywaniu wirusa w
probkach $wiezego materiatu klinicznego i w probkach archiwalnych. Analiza wynikow
badania probek zawierajacych zjadliwe i atenuowane szczepy wirusa myksomatozy przy
uzyciu diagnostycznego 1 roznicujgcego testu IAC PCR w pelni potwierdzila przydatnosé
opracowanych metod do wykrywania i réznicowania wirusa myksomatozy w materiale
biologicznym. Uzyskane wyniki badan sg zatem w pelni zgodne z przyjetymi celami pracy.
Warto takze podkresli¢, ze opracowane metody IAC PCR cechowaly si¢ znacznie wyzsza
czuto$cig i specyficznoscig diagnostyczna w poréwnaniu do testu AGID. Swiadcza o tym
uzyskane wartosci DSe, tj. czulos¢ diagnostyczna i DSp, specyficzno$¢ diagnostyczna dla
obydwu metod, ktore dodatkowo poddane zostaty analizie statystycznej. Ta czgs¢ wynikow
jednoznacznie wskazuje, ze test AGID jest w stanie wykrywaé wirusa myksomatozy w
badanych probkach z mniejszym prawdopodobienstwem w porownaniu do metod IAC PCR.

Na podstawie wynikow analizy filogenetycznej szczepéw wirusa myksomatozy
izolowanych z krajowej populacji krolikow Doktorantka stwierdza, ze cechujg si¢ one wysokim
podobienstwem sekwencji nukleotydowej, siggajacym 99% (fragment genu M036L). Wyjatek
stanowit szczep oznaczony symbolem 1/06 wykazujacy tylko 91% podobienstwo. Na uwage
zastuguje takze fakt wysokiego podobienstwa (95%) szczepow krajowych do szczepoéw
zagranicznych. Pomimo wykazanego podobienstwa genetycznego szczepOow izolowanych w
réznych regionach $wiata przeprowadzona analiza filogenetyczna wskazuje na mozliwos¢
wyodrebnienia oddzielnych kladéw dla wirusow europejskich, brazylijskich i australijskich.



W poréwnawczych badaniach sekwencji nukleotydowych fragmentow 24 wybranych
gendw  krajowych szczepow wirusa myksomatozy Autorka wykazala metoda
sekwencjonowania obecnos¢ licznych mutacji punktowych skutkujacych zmiang sekwencji
aminokwasowych w produktach biatkowych kodowanych przez te geny. Typy mutacji
obejmowaty substytucje, insercje i delecj¢. Jednoczesnie wykazano jednak, ze w jednym z
gendéw nie stwierdza si¢ mutacji u wszystkich sposrod analizowanych zjadliwych szczepow
wirusa. Co wiecej, taka sama prawidtowos¢ dotyczyta takze szczepoéw atenuowanych. Na tej
podstawie Doktorantka dokonata slusznego wyboru tego konserwatywnego genu do
zaprojektowania starterow ,,diagnostycznej” reakcji IAC PCR, pozwalajacej na wykrywanie
DNA wirusa myksomatozy tak w odniesieniu do szczepow terenowych jak i szczepionkowych.
Postugujac si¢ przeciwstawng logika Doktorantka wykorzystata zmienne fragmenty istniejace
w obrebie badanych genow do zaprojektowania starteréw ,,rdznicujacej” reakcji IAC PCR,
umozliwiajacej roznicowanie szczepoOw terenowych 1 atenuowanych, szczepionkowych.
Opracowanie takiej metody ma istotne znaczenie w kontek$cie prowadzenia swoistej
profilaktyki myksomatozy z uzyciem szczepionek.

Rozdziat ,,Dyskusja” Doktorantka podzielita na liczne podrozdzialy. Z obowiazku
recenzenta zwracam uwagg, ze tre$¢ niektorych podrozdzialow posiada jedynie luzny zwigzek
z prowadzonymi badaniami wlasnymi, natomiast bardziej odnoszg si¢ one tre$cig do ogdlnych
aspektow stosowania technik molekularnych w diagnostyce choréb zakaznych, w tym,
myksomatozy. Przyktadem moze by¢ podrozdzial na stronie 81 oraz znaczna cze$¢
podrozdziatu ze strony 82. Ponadto, Doktorantka wielokrotnie odwotuje si¢ do wynikow badan
innych autorow, ktérzy takze podejmowali probe opracowania testow molekularnych do
diagnostyki 1 roznicowania zakazen wywotywanych przez szczepy zjadliwe i atenuowane. W
tym celu opracowano m.in. takie warianty metody PCR jak multiplex PCR oraz PCR-RFLP.
Uwage recenzenta zwraca natomiast brak w cytowanym pi$miennictwie publikacji
prezentujacych wyniki podobnych badan przy wykorzystaniu analogicznej metody IAC PCR.

Dysertacja zakonczona jest 9 wnioskami. W wigkszosci sa one prawidtowo sformutowane 1
wyplywaja z przeprowadzonych badan. Drobne zastrzezenia mozna mie¢ do wniosku nr 4 i 5,
ktore stanowig raczej powtorzenie uzyskanych wynikow badan.

Uwagi redakcyjne i pozostate uwagi do tekstu:

Chce podkresli¢, ze praca napisana jest starannie i takich uwag jest niewiele, a ponadto nie
wplywaja one na ogdlna, pozytywna ocene dysertacji. Mam nadzieje, ze beda one natomiast
pomocne Doktorantce w przygotowywaniu ostatecznych wersji tekstu do opublikowania
ZWazywszy, ze praca ma aktualnie form¢ wydruku komputerowego.

Na str.10 (Wstgp) Autorka pisze, ze myksomatoza zostata po raz pierwszy ,,f0zpoznana” w
Urugwaju w 1896 r. Mam watpliwos$ci czy faktycznie chodzito o rozpoznanie choroby, czy o
stwierdzenie przypadku z typowymi objawami klinicznymi zwazywszy, ze nie okreslono
wowcezas czynnika etiologicznego oraz nie potwierdzono identycznosci objawow klinicznych
ze stwierdzanymi wczes$niej u innych zwierzat tego samego gatunku lub innych gatunkéw.

Takze na str.10 pojawia si¢ okreslenie ,,masowe upadki”, ktore winno by¢ zastgpione stowem
,,padnigcia”. Ta sama niescisto$¢ pojawia si¢ takze w dalszych czeSciach tekstu.

W wykazie skrotow poszczegolne skroty thtumaczone sg od razu na jezyk polski, co nie oddaje
w pelni ich istoty. Sa natomiast wyjatki, np. ,MEM” 1, TIR” — na str. 13






