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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Anny Pikuty pt.: ,,Zastosowanie metod biologii molekularnej do
wykrywania i charakterystyki szczepow wirusa zakaznego zapalenia torby Fabrycjusza”
wykonanej pod kierunkiem naukowym prof. dr hab. Zenona Minty oraz dr hab. Krzysztofa

Smietanki, prof. nadzw.

1. Ogdlna charakterystyka rozprawy

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska jest oprawionym wydrukiem
komputerowym formatu A4 ztozonym z 142 stron. Uktad pracy jest typowy dla dysertacji
doktorskich i zawiera 10 uporzgdkowanych rozdziatow: wstep, cel pracy, materiat i metody,
wyniki, omowienie wynikdw i dyskusja, wnioski, streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
pismiennictwo oraz ryciny. Podkresli¢ nalezy bogaty materiat dokumentacyjny wynikow
badan, na ktdry sktadajg sie: tabele (22) i ryciny zamieszczone w tekscie odpowiednich
rozdziatow (ryc. 1-35) oraz na koncu pracy (ryc. 36-38). Przeglad pismiennictwa obejmuje
225 starannie dobranych pozycji literaturowych, autoréw krajowych i zagranicznych.
Ponadto, cenny jest zamieszczony na wstepie pracy wykaz skrotdow i oznaczen stosowanych

w pracy. Praca napisana jest bardzo starannie, zwieztym i zrozumiatym jezykiem.

2. Ocena merytorycznarozprawy

Wirus zakanego zapalenia torby Fabrycjusza (IBDV, rodzBianaviridae, rodzaj
Avibirnavirus) jest czynnikiem etiologicznym wywolgym u miodych kurcg chorole
wysoce zakana, 0 zr@nicowanym przebiegu klinicznym - zalkee zapalenie torby
Fabrycjusza (choroba Gumboro, IBD). Wymijace od lat 50. ubiegtego wieku zakaia
IBDV, gtownie w stadach kur kierunku gsinego s istotra przyczym strat ponoszonych w
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produkcji drobiarskiej. Zakanie w stadzie me skutkowdé wysoka smiertelngcia ptakow,
powoduje rownie silna i diugotrwah immunosupresjpo przechorowaniu kuretz

Bardzo staranny przegl pismiennictwa dokonany przez Doktoraatkv zakresie
wystepowania IBD naswiecie, wia&ciwosci antygenowych wirusa czy patogenezy, azéak
state monitorowanie wygbowania zakanego zapalenia torby Fabrycjusza w Polsce,
prowadzone przez zespol profesora Zenona Minty ipotiza,ze od pierwszych przypadkow
choroby Gumboro zanotowano co najmniej kilka epiderchoroby na swiecie,
powodowanych przez szczepy wirusa anej zjadliwgci, w tym wysoce zjadliwe -
vwIBDV. Ponadto, potwierdzone przypadki za&a wirusem zakanego zapalenia torby
Fabrycjusza u indykow czy obeciowirusa IBD w populacji ptakow dzikich pogarszaj
sytuacg epidemiologicza w tym zakresie. Réwniebudowa genomu wirusa IBD sprzyja
podatndci na zmiany genetyczne, ktére mowptywat na zjadliwgé i immunogennét
wirusa. Dwuniciowe RNA, zimone z dwodch segmentow (A i B) ww np. skutkowa
wystapieniem zjawiska reasortacji pogdezy r&nymi szczepami, prowadeego do
powstawania nowych wariantow wirusa, posiadggh nowe cechy, np. w zakresie
zjadliwaosci.

Uwzgledniajpc obecrm sytuacg epidemiologicza zaka&nego zapalenia torby
Fabrycjusza oraz stale zagemie pojawianiem gi nowych ognisk choroby, o ostrym
przebiegu, nawet w stadach kuicszczepionych, istnieje potrzeba nie tylko preqyzy
diagnostyki zakzen w celu wykrywania wirusa IBD ale réwriedokladnej charakterystyki
molekularnej pozwalagej na r@nicowanie szczepdéw terenowych. Wiedza ta jest rubzd
w aspekcie szeroko stosowanych profilaktycznyclzegzien przeciwko IBD. W tym aspekcie
doceniam podje przez Doktorantk badania mage na celu doskonalenie metod biologii
molekularnej do wykrywania i charakterystyki szoaepwirusa IBD. Doktorantka postawita
sobie 3 zasadnicze cele, pierwszy z nich to:

- opracowanie i optymalizagjmetody RT-PCR oraz real-time RT-PCR do wykrywania
materiatu genetycznego IBDV w tkankach kutczakaonych naturalnie i eksperymentalnie
oraz zarodkow kurzych SPF zakaych r@nymi szczepami wirusa,

- drugi to charakterystyka zmienitd genetycznej krajowych szczepdw wirusa
zak&nego zapalenia torby Fabrycjusza wyizolowanych zymadkéw terenowych na
przestrzeni ostatnich 35 lat na podstawie sekweogyania, ocena wygbowania
rekombinantéw oraz analiza filogenetyczna z pordwara sekwencji wiruséw IBDV

dostpnymi w bazie danych GenBank;
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- trzeci: okrélenie zjadliwgci in vivo potencjalnych rekombinantéw wirusa IBD. Cele te mgr
Anna Pikuta w petni zrealizowata.

W rozdziale materiat i metody Autorka precyzyjmopisuje wszystkie metody, tak
wirusologiczne (izolacja wirusa na zarodkach kuhzy®PF, izolacja wirusa w hodowli
komorek fibroblastow zarodka kurzego, cfamie zjadliwgci rekombinantow IBDV na 5
tyg. kurcztach SPF), jak i molekularne (metoda konwencjon&maPCR oraz real time RT-
PCR do wykrywania materialu genetycznego wirusa MDtkankach). Dla poprawsoi
przeprowadzanych reakcji opracowane metody zogt@yymalizowane oraz zwalidowane a
nastpnie wykorzystane do charakterystyki 52 szczepowuse IBD pochodgych z
przypadkow choroby Gumboro w Polsce w latach 190B52 To wana i bardzo poprawnie
wykonana cgs¢ bada, $cisle powhzana z drugim, istotnym zadaniem, jakim byta
charakterystyka zmiendo genetycznej krajowych izolatow wirusa IBD. To aivtie
zmiennd¢ genetyczna wiruséw, w konsekwencji pojawianie i srodowisku ludzi i
zwierzat nowych szczepdéw/wariantéw/rekombinatow budzi nepsze zainteresowanie
pracownikow nauki i epidemiologéw. Zawsze tam gddissowane ssszczepienia ochronne
oparte na szczepactywych, atentowanych zdol&é biologiczna wiruséw do mutacji jest
zdecydowanie wisza. W badaniach zmieniod genetycznej wirusa IBD Doktorantka
stosowala reakcje RT-PCR zygiem wielu starteréw specyficznych dla sekwenegiraentu
A oraz segmentu B genomu wirusa. Baza GenBank hti€enter for Biotechnology
Information (NCBI) z ayciem programu BLAST poshyta Doktorantce do poréwna
uzyskanych sekwencji i analizy filogenetycznef da analizy wysipowania rekombinacji w
badanej populacji szczepdéw IBDV Autorka zastosowaédody statystyczne.

Podkrdlam precyzyjne i przejrzyste przedstawienie wszghtkmetod badawczych, ktore
zostaly dobrze przemhane, wykonane rzetelnie iaswystarczajce do osigniccia
zamierzonych celow badawczych. Ponadto, dla caydeinopiséw czs$¢ informacji (np.
wykaz szczepoOw, szczepy z bazy danych GenBankuugyte primery) zamieszczono w

tabelach, co czyni pradardzo czytela

Na podkrélenie zastuguje uposdkowane i czytelne przedstawienie wynikow higda
wzbogacone starannie opracowanymi tabelami i rygind’e ostatnie to rowniecenne
zdjecia obrazu histopatologicznego tkanek kgtczakaonych szczepami wirusa IBD o
réznej patogennai oraz zmian anatomo-patologicznych u zakeych kurcat SPF.

Rozdziatl oméwienie wynikdéw i dyskusja jest napisapgprawnie. Doktorantka
konfrontuje wyniki swoich bada z wynikami uzyskanymi przez innych autorow. W
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umiegtny sposob interpretuje otrzymane wyniki i uzupatje wtasnymi komentarzami, co
nabiera wartéci ze wzgkédu na notowany w kraju w ostatnich dwoch latachoszrzakaen
kurczat szczepami wysoce zjadliwymi wirusa IBD a #ek przetamania odporsa
poszczepiennej. SzczegoOlnie intergsqj jest prowadzona dyskusja na temat zmi&cino
genetycznej w olebie krajowych izolatow IBDV oraz wykrytego i schiteryzowanegan
Vivo reasortanta wirusa IBD. Dyskusjaviadczy o daej znajoméci tematu i maliwosci
krytyczne] oceny oraz umigposci argumentowania i prawidiowego postugiwanig si
cytowaniami.

Na zakdczenie pracy Autorka formutuje 3 wnioski, ktorychrest jest
udokumentowana uzyskanymi wynikami. Wniosek 2 iddtaty mocno rozbudowane, co
jednak znajduje uzasadnienie w obliczu uzyskanyakagvych, wartych podkgéenia
wynikéw bedacych efektem badafilogenetycznych krajowych szczepdéw IBDV oraz hada
prowadzonych w warunkacm vivo polskiego resortanta IBDV i szczepow atypowych
wIBDV (rekombinantéw).

Do istotnych osignig¢c Doktorantki i wanych rezultatbw wynikagych z
wykonanych badazaliczam:

- efektywry adaptagi metody real-time RT-PCR, czutego i szybkiego edzi do
wykrywania genomu IBDV oraz potwierdzenia zadaia w stadach szczepionych
preparatami nowej generacji oraz opracowanie wjasreody RT-PCR, ktora w
pofaczeniu z sekwencjonowaniem pozwolita na identyfikgatotypu wirusa IBD. Te
metody molekularne, shce do rénicowania zidentyfikowanego szczepu IBD
powinny by szerzej wykorzystywane w diagnostyce choroby Guatbo

- wzbogacenie tworzonej przez lata w Zakladzie Choidrobiu PIWet-PIB w
Putawach kolekcji szczepow IBDV, izolowanych z gragkow terenowych zaken
kurczt, o nowe dane w zakresie ich molekularnej chargktgki, w tym szczegdlnie:

- wykazanie diej zmienndci genetycznej i przynataosé¢ do licznych podgrup

z tendengj do zmiennéci w obrbie podgrup;

- wykazanie znacznej oghncsci na poziomie genetycznym polskich
,wczesnych” szczepow IBDV (izolowanych na przetemat 70. i 80. XX
wieku) od klasycznych i wysoce zjadliwych;

- wykazanie stosunkowo #ej heterogenniei w obrbie grupy wiruséw wysoce
zjadliwych, potwierdzajcej dynamiczny charakter trvagej od 25 lat epidemii
wIBDV;
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- wykazanie obecrici rekombinacji, co w odniesieniu do genu VP1 poliw
na wyodebnienie nowej, nieznanej dotychczas grupy wirusoBDY
~-atypowych”, hczacych w sobie cechy wiruséw klasycznych i wysoce
zjadliwych;

- wykazanie obecroi 2 szczepéw wysoce zjadliwych posiaggch wstawk
w obrbie segmentu B wprowadzordo genomu w wyniku rekombinacji
homologicznej ze szczepem cIBDV;,

- pierwsze w Europie potwierdzenie obe@iageasortanta IBDV, z elementami
genomu pochodzymi od wirusow szczepionkowych (segment B) i wysoc
zjadliwych (segment A), co potwierdza aiwvos¢ powstawania w warunkach
terenowych ,chimer” wirusowych, o potencjalnie nmk wiaciwosciach
biologicznych

- okreslenie, w badaniachin vivo zjadliwosci wykrytego reasortanta oraz

atypowych rekombinantéw IBDV.

Istott kazdej recenzji stanowi uwagi krytyczne, dape Autorowi maliwosé
skorygowania niedoggni¢¢ przed publikagj rozprawy w czasopinie.

Uwag krytycznych nie wnogzdo recenzowanej pracy, natomiast gepwspomeg
tylko 3 z liczniejszych literowek czy ddnych zapisow dotyezrych publikacji, ktére
zauwaytam czytajc z niniejsa prag, np.:

- str. 7 (wsgp) jest: Chattle i wsp. — 2g0z. 26 pismiennictwa” Chettle i wsp.”;
-str. 10: jest Owoade i wsp.- a powinno¢byDwoade AA i Durojaiye OA (to tylko 2
autorow);

- str. 16 Kasanga i wsp. 2012 -$z. 96 pimiennictwa: Kasanga i wsp. 2013

3. Konkluzja
Dysertacja Doktorantki jest pierwgzw pelni samodzieln praa przedstawiajca

obszerne i dobrze udokumentowane badania dstgcepracowania i udoskonalenia, a
nastpnie zastosowania czutych i specyficznych metodlobio molekularnej do
wykrywania i charakterystyki szczepdéw wirusa zalego zapalenia torby Fabrycjusza.
Obserwacje mgr Anny Pikuty dgjnowe spojrzenie na mechanizmy zmieumo
genetycznej wirusa IBD i wptywu obecimd molekularnych determinantow na zjadli&o
IBDV.
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W mojej opinii praca zawiera elementy nowatorskie, zostata wykonana metodycznie
poprawnie, na duzym materiale szczepéw muzealnych IBDV oraz izolatach pozyskanych
w ostatnich latach, wszystkie metody badawcze wykonano w profesjonalnych
laboratoriach wyposazonych w nowoczesna aparature. Uzyskane wyniki maja duza
wartos¢ naukowg a takze znaczenie praktyczne w ochronie zdrowia ptakow. Opracowanie
1 analiza tak duzej liczby wynikow, ich czytelne przedstawienie $wiadczy o znajomosci

pracy laboratoryjnej i bardzo dobrym przygotowaniu Autorki do pracy naukowe;.

W podsumowaniu recenzji stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Anny Pikuly pt.:
»Zastosowanie metod biologii molekularnej do wykrywania i charakterystyki szczepéw
wirusa zakaZnego zapalenia torby Fabrycjusza” speinia warunki okreslone w art. 13 ust. 1
ustawy z dnia 14. 03. 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki wymagane dla rozpraw doktorskich. Wnosze do Rady Naukowej
Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego - Pafstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach
o dopuszczenie mgr Anny Pikuty do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Rownoczesnie, z uwagi na warto$ci naukowe i aplikacyjne pracy proponuje jej

wyroznienie.

A ~

Wroctaw, 20.10. 2016 1. 1 ro%f dr hab. Alina Wieliczko

¥
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