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Oceny dokonano na zlecenie Rady Naukowej Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach zgodnie z jej uchwata
z dnia 30 11 2011 roku, na podstawie materiatow przekazanych przez Pana prof. dr hab.

Dariusza Bednarka przewodniczacego Komisji Doktorskie;j.

Wstep

Generalna, bardzo pozytywna uwaga, jaka nasuwa si¢ po lekturze recenzowanej pracy
doktorskiej Pani mgr Anny Pikuty jest taka iz, potwierdza ona, to co powiedziat przed laty
francuski geniusz Ludwik Pasteur ,, Odkrycia naukowe otwierajq nowe niezbadane horyzonty,
rodzqc potrzebe dalszych badan !

O jakosci tej rozprawy $wiadczy¢ bowiem moze fakt, ze wskazuje ona, jak wiele jeszcze
jest do zbadania w starym temacie, jakim wydaje si¢ by¢ znane od blisko 60 lat zakazne
zapalenie bursy Fabrycjusza!

Osobiscie wybor tego tematu uwazam, za bardzo cenny i niezwykle potrzebny
zwlaszcza w aspekcie aktualnej sytuacji epidemiologicznej w kraju. Niewatpliwie podjecie tak
szeroko zakrojonych badan w tym zakresie bylo mozliwe dzigki wieloletnim pracom
realizowanym od konca lat siedemdziesiatych przez Zaktad Chorob Drobiu, Panstwowego
Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego 1 izolacji stynnego szczepu
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choroby Gumboro. Medycyna Wet. 38, 34, 1982), ktory jest pierwszym na liscie izolatow
wirusa charakteryzowanych przez Doktorantke.

Z ogo6lnobiologicznego punktu widzenia nalezy podkresli¢, ze IBD jest pierwsza
opisang w weterynarii chorobg immunosupresyjng. Wirus zakaznego zapalenia bursy (torby)
Fabrycjusza (choroby Gumboro, Infectious Bursal Disease — IBD) nalezy do rodziny
Birnaviridae, rodzaju Avibirnavirus, a jego genom zlozony jest z dwoch segmentow
dwuniciowego RNA. W poréwnaniu z innymi patogennymi dla drobiu zarazkami, jest to wirus
stosunkowo stabilny, wyst¢puja bowiem tylko dwa serotypy IBDV, cho¢ w obrebie serotypu 1
mamy szczepy klasyczne i szczepy wariantowe.

Bez watpienia choroba Gumboro jest jednym z probleméw zdrowotnych bez proby
opanowania, ktorego intensywna produkcja drobiarska nie mogtaby si¢ rozwijaé, stad waznos¢
podjetych przez Panig Magister badan.

Ocena pracy doktorskiej

Przedstawiona do oceny praca doktorska ,,Zastosowanie metod biologii molekularnej
do wykrywania i charakterystyki szczepéw wirusa zakaznego zapalenia torby Fabrycjusza”
zostala wykonana w Zaktadzie Chorob Drobiu Pafistwowego Instytutu Weterynaryjnego —
Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach pod kierunkiem prof. dr hab. Zenona Minty.
Odnotowac nalezy, ze o wysoki poziom merytoryczny rozprawy dbatl takze dr hab. Krzysztof
Smietanka, prof. nadzw. PIWet — promotor pomocniczy.

Dysertacja posiada uktad typowy dla opracowan na stopien naukowy i zawarta jest na
142 stronach uwzgledniajacych 22 tabele, 38 rycin (w tym 13 kolorowych fotografii
klinicznych) oraz podzielona jest na nast¢pujace rozdziaty: wstep, cel, material i metody,
wyniki, oméwienie wynikow i dyskusja, wnioski, streszczenie, summary oraz pismiennictwo.

Szata edytorska ocenianej rozprawy jest staranna i estetyczna, zawiera ona dobrej
jakosci oryginalne fotografie zarowno makro jak i mikroskopowe. Ogdlne wrazenie z lektury
dysertacji jest bardzo pozytywne i mozna z pelnym przekonaniem stwierdzi¢, ze recenzowana
praca doktorska Pani mgr Anny Pikuty napisana jest poprawnym jezykiem, spetnia wymogi
merytoryczne i formalne stawiane opracowaniom na stopien naukowy doktora. Bardzo bogate
i prawidlowo uzywane w teks$cie opracowania nazewnictwo fachowe $wiadczy 0 dobrym
przygotowaniu merytorycznym Doktorantki. Dotyczy to szczegdlnie czesci poswigconej
badaniom molekularnym i analizie uzyskanych wynikow. Na korzys¢ Doktorantki przemawia
1 to, ze stara si¢ przyblizy¢ zrozumienie wykonywanych badan opisujgc krétko i przystgpnie
zasady stosowanych metodyk. Oczywiscie w tak obszernym i obejmujacym wiele bardzo

specjalistycznych obszaréw opracowaniu trudno nie popetnié¢ drobnych niescistosci i pewnych
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niezrgcznos$ci jezykowych, ktore zaznaczono w tekscie. Jako przyktad mozna podac uzycie
przymiotnika ,,najlepszego” do opisu rozwoju bursy Fabrycjusza (str. 84; 6 wiersz od gory) czy
uzycie okreslenia ,, w hodowli” zamiast ,,w chowie”(str.8, 15 wiersz od dotu strony) lub ,,rasy
kurczat brojlerow” (str.97, 14 wiersz od gory). Zdanie ,,Podobne obserwacje uzyskali Chui i
Thorsen” (str.10, 7 wiersz od pierwszego akapitu) lepiej brzmi w wersji ,,podobne obserwacje
poczynili Chui i Thorsen”. Ponadto bardzo nieliczne literowki zaznaczono w tekscie pracy.

Cytowane w pracy doktorskiej, wydawaloby si¢ bardzo obszerne, pismiennictwo
zamykajgce sie liczbg 225 publikacji jest w istocie wyborem bardzo starannie
wyselekcjonowanych pozycji literaturowych poswieconych chorobie Gumboro. Dobor
pismiennictwa wskazuje na petng dojrzato$¢ naukowa i umiejetnosé wyboru bardzo bogatej w
tym zakresie literatury zrodtowej. Podkresli¢ nalezy, ze Autorka rownie starannie
wyselekcjonowata pozycje piSmiennictwa krajowego wybierajac 18 najbardziej
reprezentatywnych prac. Ze wzgledow emocjonalnych pozwole sobie przypomnieé¢ o jeszcze
dwoch pracach, ktore nie zostaly uwzglednione przez Panig Magister bowiem powstaly w
czasach przed elektroniczng rejestracja dorobku naukowego 1 nie sg fatwo dostgpne w obiegu
bibliotecznym, a zasluguja na wyrdznienie, bowiem potwierdzity wzrost epidemiologicznego
znaczenia choroby Gumboro w kraju, co byto bezposrednim powodem podjecia badan nad ta
jednostka chorobowg przez Zaktad Chordb Drobiu Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego
(Borzemska W.B. (red.) Historia awiopatologii Polskiej w latach 1942 — 2001, Wyd. SGGW,
2001). Sa to prace doktorskie Pani dr Krystyny Lisowskiej ,,Badania nad wystgpowaniem
choroby Gumboro u kur w Wielkopolsce” oraz Pani dr Zofii Radon ,,Przebieg choroby
Gumboro w zaleznos$ci od wystepowania przeciwcial matczynych”. Obie rozprawy obroniono
w roku 1980, a promotorem byt Pan Profesor Zenon Wachnik wspottworca polskiej patologii
drobiu.

Wydaje si¢, ze praktyczniej byloby wylaczy¢ z zestawu cytowanego pismiennictwa akty
prawne (pozycje: 42,43,77,150,151). Autorka podaje, ze ,,choroba IBD (poprawnie winno by¢
choroba Gumboro lub IBD — Infectious Bursal Disease = zakazna choroba bursy) znajduje sie
rowniez na liscie chorob OIE (2016 a)”, (str. 7, wiersz konczacy punkt 1.1.) zas w bibliografii
jest ta pozycja opisana, pod numerem 150 jako ,,OIEa”. Podanie numeru w tekscie utatwitoby
odszukanie tego cytatu. Z obowiazku recenzenta omawiajac list¢ publikacji odnotuj¢ jedynie,
ze zespolem autorow pierwszego w Polsce opisu klinicznego przypadku IBD u 18 tyg. kur
kierowata Pani Profesor Wanda Barbara Borzemska (nie Borzemaska!). Poprawienia wymaga
réwniez cytowanie rozdziatu z podrgcznika ,,Choroby drobiu” pod redakcja Profesora Michata

Mazurkiewicza (pozycja 103 w zestawieniu), winno mie¢ ono form¢ przyjeta dla cytowan
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rozdzialéw w monografiach. Oczywista pomytka wydaje si¢ by¢ z kolei znajdujaca si¢ w
pozycji 205 pismiennictwa praca Prof. Thierrego van den Berga.

Opiniowang prace rozpoczyna obszerny wstep, obejmujacy 21 stron, wprowadzajacy
czytelnika w zagadnienia zwigzane z chorobg Gumboro. Doktorantka w 21 podrozdziatach
omawia w syntetycznej formie calo$¢ problematyki poczynajgc od historii choroby poprzez jej
epidemiologi¢ i zwalczanie. Czytelnikowi niezajmujacemu si¢ na co dzien wirusologia w Kilku
podrozdziatach przypomina budowe¢ czynnika etiologicznego choroby Gumboro. Dla
zrozumienia wykonanych przez Doktorantke badan szczegdlnie przydatne sg podrozdziaty 1.8.
(genom wirusa IBD) oraz 1.9. (biatka wirusa IBD). Bardzo dobrze napisany jest takze
podrozdziat 1.11. — zmiennos$¢ genetyczna IBDV i 1.12. — molekularne podstawy zjadliwosci
IBDV. Jako patolog dos$¢ dobrze oceniam napisany przez Panig Magister lapidarny fragment
wstepu poswiecony obrazowi klinicznemu i zmianom sekcyjnym w przebiegu choroby
Gumboro. Czes¢ ogolng wstepu konczy podrozdziat 1.20 sumujacy wiedze Doktorantki 0
diagnostyce IBDV i podrozdzial 1.21 0 zapobieganiu chorobie Gumboro, ktory jednak nie
opisuje wystarczajaco stopnia ztozonosci immunoprofilaktyki tej jednostki. Trudno nie zgodzi¢
si¢ ze stanowiskiem zawartym w tej czeSci opracowania, ze nie istniejg obecnie terapeutyki i
szczepionki, ktore pozwalatyby kontrolowa¢ w pelni t¢ chorobeg. Jest to oczywiscie najwiekszy
problem i wyzwanie, jakie stoi przed patologami drobiu, ktore to wyzwanie, mimo wielu prob
1 badan nie zostalo pomyslnie rozwigzane.

W mojej ocenie wstep jest zwiezta i poprawnie skomponowang czescig pracy, dobrze
wprowadzajaca czytajacego w cato$¢ zagadnien bgdacych przedmiotem badan.

Cel badan (rozdziat 2) jest krotko i jasno sprecyzowany. Autorka stwierdza, ze celem
Jej pracy jest: ,,opracowanie i optymalizacja metody RT-PCR oraz real time RT-PCR do
wykrywania materiatu genetycznego IBDV, charakterystyka zmiennosci genetycznej krajowych
szczepow wirusa zakaznego zapalenia bursy Fabrycjusza wyizolowanych z przypadkow
terenowych na przestrzeni ostatnich 35 lat i okreslenie zjadliwosci in vivo potencjalnych
rekombinantow wirusa IBD”.

Rozdziat 3 dysertacji opisuje z kolei materiat i metody zastosowane przez Doktorantke.
Jak wspomniano we wstepie kolekcjonowanie materialu bedacego przedmiotem badan
niniejszej rozprawy doktorskiej rozpoczat Pan Profesor Minta w roku 1978. Bardzo ciekawa
jest tabela 2 podajaca charakterystyke szczepow uzytych w badaniach. Byto ich fgcznie 52.
Doktorantka nie analizowata szczegotowo danych zawartych w tym zestawieniu, ale moim
zdaniem oddaje ono bardzo dobrze sytuacje¢ epidemiologiczng IBD w ciagu 37 lat gromadzenia

prob. Jest to dla recenzenta zywa historia, w ktorej wspotuczestniczyt, bowiem znam dobrze
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histori¢ kliniczng niektorych z tych stad. W mojej ocenie jest zwigzek migdzy liczbg izolatow
zbadanych w danym roku, a sytuacja epidemiologiczng w tym czasie. Na marginesie nalezy
podkresli¢, ze wykonywanie badan z materiatu pobieranego z ferm produkcyjnych jest zawsze
wielkim wyzwaniem logistycznym i duzym utrudnieniem metodologicznym dla prowadzacych
doswiadczenia, stad trudno zwlaszcza zebra¢ dane produkcyjne i informacje o przebiegu
infekcji, cho¢ bylby to niezwykle ciekawy material wskazujacy na ksztattowanie si¢ dynamiki
enzootii na przestrzeni lat, ktory jak wskazuja to dane zgromadzone w omawianej tabeli ulegat
zmianie. Jakie trudnosci napotyka si¢ przy gromadzeniu danych o materiale moze $wiadczy¢
fakt, ze w przypadku ponad 11,5 % badanych szczepow nie bylo mozliwe ustalenia miejsca z
ktérego one pochodzity!

Opis metod zastosowanych przy realizacji pracy doktorskiej rozpoczyna zwigzta
informacja na temat sekwencji szczepow IBDV wykorzystanych w badaniach filogenetycznych
(Tab.3.) oraz technik wirusologicznych stosowanych w celu izolacji zarazka z opisem
zarodkow i1 kurczat SPF stosowanych w tym celu. Badanie zjadliwosci rekombinantow IBDV
w warunkach in vivo przeprowadzono na 5 tyg. kurczetach SPF odnotowujac w czasie 10
dniowej obserwacji wptyw zakazenia na klinike, ksztalttowanie si¢ indeksu B/BW, zmiany
sekcyjne i mikroskopowe (do oceny zmian histopatologicznych zastosowano 5 stopniowa
skalg). Na przeprowadzenie tych bardzo ciekawych badan Autorka uzyskata zgode lokalnej
komisji etycznej.

Dalej Doktorantka podaje bardzo szczegotowy opis wykonywanych badan
molekularnych. Podanie opisu metod badan genetycznych w formie tabel utatwia zapoznanie
si¢ ze szczegdtami prowadzonych reakcji. Najbardziej nowatorskim elementem warsztatowym
opiniowanej pracy doktorskiej jest zaproponowanie do analizy molekularnej IBDV w metodzie
konwencjonalnej RT-PCR wtasnych starterow amplifikujacych fragment genu biatka kapsydu
(VP2) przy projektowaniu, ktorych skorzystano z sekwencji kilkunastu izolatow wirusa
dostgpnych w bazie GenBank. Z uznaniem nalezy podkresli¢ duzg troske Autorki o poprawnos¢
metodologiczng uzytych metod, byly one nie tylko optymalizowane, ale i walidowane w celu
okreslenia ich czutosci 1 specyficznos$ci. Produkty PCR uzyskane po amplifikacji genow biatka
VPI1 i VP2, a takze sekwencji kodujacej segmentu A zostaty przestane do sekwencjonowania
do uznanej firmy Genomed w Warszawie. Dla pelnej analizy uzyskane sekwencje
przepisywano na sekwencje aminokwasowe, ktore réwniez porownywano mig¢dzy badanymi
izolatami oraz szczepami referencyjnymi.

Rozdziat ,,Materiat i metody” konczy opis metod statystycznych zastosowanych do

analizy wynikoéw. Magister Pikuta wykazata si¢ duza wiedzg z tego bardzo specjalistycznego

5



zakresu wykorzystujgc miedzy innymi profesjonalny program RDP4 v.4.56 oraz dla oceny
wskaznika rozwoju narzadéw (B/BW) test Mana-Whitneya. Znajomos$¢ tych testow jest
wymagana przy analizie uzyskanych wynikow.

Rozdziatl ,,Wyniki” jest najobszerniejszym fragmentem ocenianej pracy (38 stron) i
bardzo zrdéznicowanym pod wzgledem formy, ale doskonale prezentujgcym dokonania
Doktorantki. Zgrupowanie wynikéw w siedmiu podrozdziatach utatwia $ledzenie uzyskanych
danych. Pierwsze trzy podrozdzialy przedstawiajg informacje o izolacji szczepéw IBDV i dane
o czutosci analitycznej i specyficzno$ci metod real time RT- PCR i konwencjonalnej RT-PCR.
Podrozdziat 4 opisuje z kolei najwazniejszg i najbardziej pracochtonng czg¢s¢ dysertacji analizg
filogenetyczna genu biatka VP2, VP1, oraz identyfikacj¢ rekombinantow i ustalenie sekwencji
kodujacej segment A genomu IBDV.

Jest oryginalnym osiagni¢ciem Pani mgr Pikulty sporzadzenie drzew filogenetycznych
52 szczepow wirusa IBD wyosobnionych w kraju z przypadkéw klinicznych choroby
Gumboro. Doktorantka zgromadzita olbrzymia ilo§¢ oryginalnych informacji, rzucajacych
zupelnie nowe $wiatto na epidemiologi¢ choroby Gumboro w kraju. Nie jest zaskoczeniem, ze
wszystkie analizowane szczepy nalezaty do serotypu 1. Wigkszo$¢ z nich (ponad 90 %)
nalezata do grupy szczepéw wysoce zjadliwych (vvIBDV). Pozostate 5 polskich szczepow
wykazywato filogenetycznie pokrewienstwo do grupy szczepdéw klasycznych zjadliwych
(cIBDV). Grupe polskich szczepoéw tzw. ,,wczesnych” w panelu zbadanym przez Panig
Magister, tworzg trzy szczepy pochodzace z lat 1978- 1980 (VP2.7) i dwa izolaty z roku 2014
12015 (VP2.8). Oryginalnos¢ krajowych szczepoéw ,,wczesnych” zostata wykazana wcze$niej
przez Domanska-Blicharz i wsp. (2004) . Badania Zespotu Profesora Minty rzucity nowe
Swiatlo na wczesny okres epidemiologii choroby Gumboro w Europie. Polskie badania
potwierdzity, ze we wczesnym okresie krazyla linia genetyczna wirusow IBD o unikalnych i
odmiennych cechach w stosunku do grupy ,Faragher 52/70-like”. Pod wzgledem
epidemiologicznym, jak wynika z publikacji Borzemskiej i Golnika (1969) i Mazurkiewicza i
Wachnika (1970) podajacych pierwsze opisy choroby Gumboro w Kraju mozna mowic o duzym
rozprzestrzenieniu si¢ choroby juz w roku 1969. Opisywana klinika odpowiadata przebiegowi
klinicznemu charakterystycznemu dla postaci klasycznej z bardzo duzym uszkodzeniem bursy
Fabrycjusza i upadkami od 3,5 — do 6 % (Mazurkiewicz ) i do 15 % (Borzemska). Kierunek z
jakiego mogta pojawi¢ si¢ choroba w kraju? Mozna spekulowa¢, ze transmisja odbylta si¢ za
posrednictwem materiatu hodowlanego sprowadzanego w tym czasie z Holandii, Republiki
Federalnej Niemiec i Francji. Przez Europg przetaczata si¢ w tym czasie epizootia tej choroby.

Pierwsze przypadki IBD na starym kontynencie stwierdzono bowiem w 1962 r. w Wielkiej
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Brytanii, nastgpnie w roku 1964 w Belgii. Rok pdzniej Landgraf i wsp. [1965] opisali jg w
Niemczech, a Rinaldi i wsp. we Wloszech. W tym samym okresie choroba pojawita si¢ w
Szwajcarii, a w 1967 r. zostata opisana przez Riggenbacha. Jak stusznie stwierdza Doktorantka
w owym czasie (druga potowa lat siedemdziesiatych) dynamicznie rozwijajgca si¢ intensywna
produkcja drobiarska ponosita duze straty w powodu tej choroby. Przyktadem jak powazne
byty to straty moze by¢ publikacja dr Kubaloka z 1980 roku opisujaca endemiczne ognisko
IBD i pierwsze w kraju proby immunoprofilaktyki tej choroby (Kubalok R., Larski Z.,
Karczewski W.: Medycyna Wet. 36, 133, 1980).

Izolowane w Polsce szczepy vvIBDV sa bardzo zr6znicowane pod wzgledem sekwencji
nukleotydowej badanego genu biatka VP2 formuja w drzewie filogenetycznym 6 odrebnych
podgrup (VP2.1. — VP.6). Jest cickawe, ze podobienstwo genetyczne tych szczepow
obejmowalo izolaty pochodzace z Holandii, Francji, Wielkiej Brytanii i Izraela. Z kolei analiza
filogenetyczna w oparciu o sekwencje aminokwasowa wykazata, ze polskie szczepy klasyczne
wykazywaty duzo wigksza liczbe zmian aminokwasowych w obrgbie biatka VP2 w poréwnaniu
z klasycznym szczepem referencyjnym Faraghera 52/70. Za cenne w pracy doktorskiej Pani
mgr Anny Pikuty mozna takze uzna¢ analiz¢ sekwencji kodujacej biatka wirusowej polimerazy
(VP1) zawartej na segmencie B genomu zarazka. Badania tego genu sa bowiem stosunkowo
rzadko wykonywane. Autorka stwierdzita, ze krajowe szczepy klasyczne IBDV naleza do
dwoch odrebnych podgrup F 1 G. Tak zwane ,,wczesne” izolaty (78/GSi; 78GSz; 80GA)
najwieksza homologi¢ wykazuja wzgledem szczepu Edgar i szczepu 9190. Pozostale izolaty
cIBDV z 2014 i 2015 roku tworzg razem ze szczepami szczepionkowymi 228E, D78 1 S706
podgrupe G. W tym miejscu pracy pojawia si¢ informacja o unikatowych wtasciwosciach
izolatu Bug-pop/03 ktory okazat si¢ naturalnym reasortantem, gdzie segment A pochodzit od
szczepdéw wysoce zjadliwych, a segment B od klasycznych szczepow zjadliwych.
Zgromadzone dane o sekwencji nukleotydow kodujacych biatko VP2 i VP1 zostaly bowiem
poddane analizie w celu identyfikacji rekombinantéw. Wsérod badanych izolatéw dwa szczepy
(75/01.K4; 177/03) okazaty sie efektem rekombinacji migdzy szczepem zjadliwym szczepem
klasycznym, a szczepem vvIBDV. Posiadaly one fragment dtugosci ponad 400 nt pochodzacy
od szczepu Cu-1 (cIBDV) w obregbie genu biatka VP1. Przy zastosowaniu programu RDP4
udato si¢ potwierdzi¢ istnienie dwoch szczepéw vvIBDV charakteryzujacych si¢ zmieniong
sekwencja w obrebie segmentu B (izolaty Bug/03 1 117/14). Poniewaz w pi§miennictwie nie
znaleziono danych na temat zjadliwosci rekombinantéw w warunkach in vivo Doktorantka
poprzez zakazenie eksperymentalne udowodnita, ze wszystkie one zachowaty zjadliwos¢, choé¢

nizszg i zroéznicowang ($miertelno$¢ od 20 do 60 %) i powodowaty bardzo silne uszkodzenie
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bursy Fabrycjusza. W odniesieniu do polskiego reasortanta badania nie wykazaty spadku
zjadliwosci dla kurczat SPF (80 % $miertelnosci). Uzupetnieniem opisu wynikow uzyskanych
po zakazeniu sa liczne, dobrej jakosci, fotografie zmian w migéniach, bursie, $ledzionie,
nerkach 1 przedzotadku. Z obowigzku recenzenta sugeruj¢ zmian¢ zargonowych okreslen w
podpisach pod te fotografie: ,,Ryc. 28. A. Wybroczyny miesnia piersiowego” na ,,Ryc. 28. A.
Wybroczyny i wylewy w mig$niach piersiowych” oraz ,,28.B. Wybroczyny w migsniu udowym”
na,,28.B. wybroczyny w migéniach konczyny miednicznej”.

Rozdzial piaty ,,Omowienie wynikow i dyskusja” to proba oceny wiasnych badan
Autorki na tle literatury $wiatowej. Cytujac dane pismiennictwa Autorka stara si¢ odnies$¢
uzyskane wyniki badan wlasnych do rezultatow innych autoréow. Pierwsze trzy strony,
przypominaja (powtarzaja za wstgpem) informacje o chorobie, jej historii i metodach
diagnostyki. Pod koniec tej czeSci rozdziatu pigtego Autorka formutuje glowne przestanie
metodologiczne dysertacji: ,.sekwencjonowanie produktow PCR i poréwnywanie ich z
sekwencjami dostgpnymi w bazie GenBank wydaje sie by¢ najlepszym narzedziem do
identyfikacji patotypu wirusa IBD”, co w pelni ttumaczy zastosowanie uzytych w pracy metod
wykrywania genomu IBDV. Szczeg6lnie cenna jest opracowana przez Autorke metoda RT-
PCR charakteryzujacg si¢ wysoka czuloscig analityczng na poziomie 25 EID 50/1ml, a jej
niekwestionowang zaletg jest to, ze zaprojektowane startery sg specyficzne dla obu serotypow
IBDV, dzigki czemu metoda jest uniwersalnym narzedziem diagnostycznym. Szkoda jednak,
ze Pani Magister nie potwierdzita przydatno$ci opracowanego protokotu w odniesieniu do
izolatoéw serotypu 2. Wirusy IBD nalezace do tego serotypu nie sg patogenne dla kur i indykow
i brak jest danych potwierdzajacych ich obecno$¢ w naszym kraju, ale by¢ moze, ze nikt jeszcze
nie podjat si¢ takich badan.

Dzigki zastosowanej metodzie badawczej byto mozliwe zrealizowanie najwazniejszego
celu pracy doktorskiej, opracowanie sekwencji aminokwasowej biatka VP2 i VP1 oraz
poliproteiny (pVP1-VP4-VP3) 52 dwoch krajowych izolatow wirusa zakaznego zapalenia
bursy Fabrycjusza, jest to kolejne duze osiaggni¢cie Autorki. Trudno jest Doktorantce odnies$¢
uzyskane przez siebie wyniki do badan innych autorow bowiem, jak dotad w kraju nie
wykonywano na tak szeroka skale charakterystyki molekularnej wirusow IBD.

W pehi podzielam opini¢ Pani mgr Pikuty, iz waznym wnioskiem wyptywajacym z
wykonanych przez Nig badan jest wskazanie negatywnych implikacji zwigzanych ze
stosowaniem w produkcji drobiarskiej na szeroka skale szczepionek zywych, jak réwniez
krazenia szczepoéw o naturalnie niskiej patogennosci, u ktorych w wyniku presji selekcyjnej

moga pojawia¢ si¢ zmiany, ktore moga w konsekwencji prowadzi¢ do wzrostu wirulencji
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szczepdw szczepionkowych. Z typowg ostrozno$cig haukowca Autorka rozprawy nie precyzuje
ostro problemu, bowiem tej hipotezy w odniesieniu do IBDV rzeczywiscie nikt jeszcze
naukowo nie potwierdzit, ale opis izolatu Bug.pop./03 jednoznacznie wskazuje, ze jest to
pierwszy w Europie reasortant z segmentem B o homologii si¢gajacej 99,7% z powszechnie
stosowanymi w Polsce szczepami szczepionkowi D78 i S 706. Jak udowodnita Pani Magister
w badaniach na zywych ptakach, szczep ten charakteryzowat si¢ wysoka patogennoscia.

Rozdziat ,,Wnioski” — ten bardzo istotny element pracy doktorskiej, jest bardzo czesto
krytykowany przez recenzentéw, cho¢ w przypadku wnioskow wyciggnietych przez Panig mgr
Pikule trzeba wyraznie stwierdzi¢, ze s3 one klasycznie akademickie i bardzo poprawne!
Uzyskane wyniki badan oraz ich analiza upowaznily Autork¢ do wyciagnigcia, trzech
wnioskow $cisle powigzanych z celami jakie doktorantka postawita sobie do rozwigzania
rozpoczynajac badania.

Whiosek pierwszy informuje czytelnika, ze ,,zaadaptowana metoda RT-PCR w czasie
rzeczywistym stanowi szybkie i czute narzedzie do wykrywania genomu IBDV oraz ,ze wlasna
metoda RT-PCR, ktora w potgczeniu z sekwencjonowaniem pozwala na identyfikacje patotypu
wirusa i stanowi instrument stuzgcy do rozmicowania zidentyfikowanego szczepu IBDV”.
Whiosek ten opisuje bardzo wazne osiggnigcie Doktorantki zaprojektowanie bardzo efektywnej
pary starteréw amplifikujacych fragment genu biatka kapsydu (VP2) wielkosci 735 pz oraz w
sposob bardzo poprawny metodycznie zoptymalizowala opracowang metode dokonujac jej
walidaciji.

Wnhiosek drugi, ktory sktada si¢ z szesciu podpunktdéw jest odpowiedzig na oczekiwania
sformutowane w celu pracy majacym przedstawi¢ pierwsza 1 jak dotychczas jedynag tak
pogtebiong charakterystyke zmiennosci genetycznej krajowych szczepoéw wirusa zakaznego
zapalenia bursy Fabrycjusza wyizolowanych z przypadkow terenowych na przestrzeni
ostatnich 35 lat. Wnioski wysnute przez Doktorantke sa odbiciem skomplikowanej historii
trwajacej do dzisiejszego dnia blisko 50 letniej klinicznej obecnosci choroby Gumboro w kraju.
Pod wzglgdem klinicznym  przebiegu infekcji nasilenia i charakteru zmian
anatomopatologicznych strat i efektywno$¢ immunoprofilaktyki byty niezwykle dynamiczne i
r6znorodne. Badania przedstawione przez Doktorantke potwierdzajg, ze filogenetycznie
krajowe szczepy wirusa choroby Gumboro cechuja si¢ duza zmiennoscig genetyczng czego
miernikiem jest ich przynalezno$¢ do roznych podgrup. Za najciekawsze pod wzgledem
naukowym nalezy uzna¢ opisane w punkcie F drugiego wniosku, pierwsze w Europie
potwierdzenie obecnosci reasortanta IBDV z elementami genomu pochodzacymi od wirusow

szczepionkowych (segment B) i wysoce zjadliwych (segment B) co potwierdza mozliwo$é
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powstania w warunkach terenowych ,,chimer” wirusowych o potencjalnie nowych
wlasciwos$ciach biologicznych. Pod sformulowaniem nowe wiasciwosci biologiczne nalezy
rozmie¢ bardzo praktyczne pytanie, jak zachowaja si¢ nowe reasortanty w warunkach
terenowych — czy beda patogenne, czy dostepne bedg skuteczne metody immunoprofilaktyki?
Jest niekwestionowalng wartoscig pracy doktorskiej Pani mgr Pikuly, ze probowala
odpowiedzie¢ na to pytanie w serii bardzo pracochtonnych i1 warsztatowo trudnych
doswiadczen in vivo. Wniosek podsumowujacy badania w tym zakresie (wniosek trzeci)
stwierdza, ze pomimo pochodzenia segmentow genomu od Szczepow o réznym patotypie
polski reasortant IBDV nie stracit swojej patogennosci. Istotne jest rowniez stwierdzenie, ze
szczepy atypowe vWIBDV mimo ich mniejszej zjadliwosci dla kurczat SPF w poréwnaniu do
szczepu wysoce zjadliwego wywotuja objawy choroby w stadach szczepionych przeciwko
chorobie Gumboro. Mimo zdobycia olbrzymiej wiedzy o budowie genetycznej krajowych
izolatow IBDV Doktorantka w ostatnim zdaniu dysertacji stwierdza, ze ,,badania in vivo
potwierdzaja ztozonos¢ mechanizmu warunkujacego zjadliwo$¢ IBDV i sklaniajg do dalszego
badania nad skuteczno$cig rutynowych programoéw immunoprofilaktyki choroby Gumboro
wobec zakazen wirusami IBD o nietypowej konfiguracji genetyczne”.

Mam nadzieje, Ze w czasie publicznej obrony pracy uzyskam od Doktorantki odpowiedZ
(oparta o zdobyta w ciaggu wielu lat badan wiedz¢) na pytanie o Jej zdaniem najbardziej
wlasciwy dobor szczepionek teoretycznie genetycznie najbardziej zblizonych do kragzacych w
kraju patogennych szczepow wirusa zakaznego zapalenia bursy Fabrycjusza.

W kraju dostepnych jest ponad 10 preparatow zawierajacych rézne genetyczne warianty
atenuowanych wirusow IBD, zatem postawione wczesniej pytanie jest jak najbardziej zasadne?
Bowiem choroba Gumboro jest realnie istniejgcym problem, w mojej ocenie jednym z
najwazniejszych w produkcji brojlerow kurzych i istotnym w odchowie kurek lekkich, dotyczy
to szczeg6lnie regiondow z intensywng produkcja drobiarska (Mazowieckie, Wielkopolskie,
Zachodnio-Pomorskie).

Po bardzo krytycznej analizie opracowania, z nadzieja, ze uwagi i sugestie pomoga
Autorce w poprawieniu dysertacji przy jej publikacji, stwierdzam, iz Pani mgr Anna Pikuta
wykazala w pracy doktorskiej bardzo dobre przygotowanie merytoryczne do samodzielnego
rozwigzywania postawionych celéw badawczych.

Recenzowana rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz w
pelni potwierdza ogdlng wiedze teoretyczng Doktorantki, a tym samym w pekni spelnia

wymagania stawiane tego typu opracowaniom okreslone w art.13 ust.1. Ustawy o stopniach
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naukowych i tytule naukowym z dnia 14 marca 2003 roku (Dz.U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595; z
2005 r. Nr 164, poz. 1365).

Po calosciowym rozwazeniu wartosci poznawczej recenzowanej dysertacji zwracam sie
z wnioskiem do Wysokiej Rady Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego —
Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach o dopuszczenie Pani mgr Anny Pikuly do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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