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Prof. zw. dr hab. Alina Wieliczko .
Katedra Epizootiologii z Klinikg Ptakow 1 Zwierzat Egzotycznych
Wydziat Medycyny Weterynaryjne;j

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Ocena rozprawy doktorskiej

mgr Anny Jacukowicz pt. ,,Ocena wystgpowania i charakterystyka molekularna astrowirusow w
populacji drobiu grzebigcego w Polsce” wykonanej pod kierunkiem naukowym prof. dr hab. Zenona
Minty oraz dr hab. Katarzyny Domanskiej—Blicharz, prof. nadzw.

Recenzje wykonano realizujgc uchwate Rady Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego-
Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach podjeta w dniu 30 listopada 2011 r., na podstawie
maszynopisu pracy przestanego przez przewodniczacego Komisji Doktorskiej, prof. dr hab. Dariusza

Bednarka.

Intensywna produkcja drobiu, szczegodlnie kurczat rzeznych i indykow niesie ze sobg
ryzyko  wystgpowania problemow zdrowotnych zwigzanych z nieprawidlowym
funkcjonowaniem wielu narzadéw, czesto skutkujacych pojawianiem si¢ zespotow
chorobowych. W ostatnich latach notujemy wzrost zaburzen funkcjonowania przewodu
pokarmowego u ptakoéw. Obserwujemy brak integralnosci jelit, mowimy 0 enteropatiach,
ktore sg obecnie uznane za jedng z istotniejszych przyczyn strat ekonomicznych w przemysle
drobiarskim. Moga one by¢ powodowane przez wiele czynnikow, zarowno tta niezakaznego
jak tez zakaznego. Poznanie tych ostatnich, szczegdlnie tta wirusowego, W tym zakazen
astrowirusowych byto mozliwe dzigki wdrozeniu do weterynaryjnej diagnostyki
laboratoryjnej metod biologii molekularnej. Duze zastugi w zakresie doskonalenia tych metod
I wprowadzaniu ich do weterynaryjnej diagnostyki posiada zespot Pana Profesora Zenona
Minty. Widze réwniez istotny wktad Doktorantki, mgr Anny Jacukowicz, ktérej badania nad
astrowirusami ptakow, wykonane w trakcie realizacji rozprawy doktorskiej sa nowatorskie i
wazne W nauce i praktyce weterynaryjnej.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska pos§wiecona wystepowaniu W populacji
drobiu grzebigcego astrowirusow oraz charakterystyce molekularnej krajowych izolatow to
pierwsze i jedyne tak obszerne, poparte rzetelnymi badaniami opracowanie. Gratuluje
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doktorantce i opiekunom naukowym podjecia tak waznego tematu, ktoéry pomimo
sygnalizowanych probleméw przez terenowych lekarzy weterynarii dlugo pozostawat poza
obszarem zainteresowan (Czy tez poza mozliwosciami diagnostycznymi) wiclu osrodkoéw
naukowych.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pod wzgledem redakcyjnym wykonana
jest starannie i obejmuje 100 stron. Praca ma budow¢ klasyczna, sktada si¢ z opracowania
wlasciwego obejmujacego: wstep, cel pracy, materiat i metody, wyniki, dyskusje 1 wnioski, a
nastepnie streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Bibliografia zawiera 129 pozycji
dobrze dobranego i wykorzystanego pismiennictwa angielsko — i polskojezycznego. Wyniki
zilustrowano 21 rycinami oraz 20 tabelami.

Wstep pracy zostat zredagowany rzetelnie i dowodzi o dobrym przygotowaniu
doktorantki do samodzielnej pracy naukowej oraz o Jej pelnym rozeznaniu w wybranym
temacie badawczym. W tym rozdziale Autorka przedstawita aktualne informacje zwigzane z
tematem pracy, w tym najnowszg taksonomi¢ astrowirusow. Wstep przybliza tez czytelnikowi
charakterystyke zakazen wywotanych przez astrowirusy a takze mozliwos$ci diagnostyczne,
zwalczanie 1 zapobieganie. Dotychczasowa wiedza dostgpna w krajowym piSmiennictwie na
temat astrowirusow jest niepelna i fragmentaryczna, stad rzetelnie opracowany wstep, oparty
na przegladzie piSmiennictwa i wynikach dotychczasowych badan prowadzonych na $wiecie
stanowi dobrg motywacje¢ i podstawe podjecia decyzji do realizacji wtasnych badan.
Zasadniczym celem badan, ktorych wyniki sg prezentowane w niniejszej rozprawie
doktorskiej byto:

1. Opracowanie metod wykrywania 1 rdznicowania szczepOw astrowirusOw oraz
charakterystyka molekularna krajowych izolatow astrowirusow;

2. Ocena sytuacji epidemiologicznej w zakresie wystepowania zakazen astrowirusami w
krajowej populacji drobiu grzebigcego oraz okreslenie roli tych zakazeh w
wywotywaniu standw patologicznych jelit u drobiu.

Autorka przemyslata i dobrze zaplanowala badania i do$§wiadczenia, ktore realizowata w

nastepujacych etapach:

- pierwszy dotyczyt wdrozenia molekularnych metod wykrywania 1 réznicowania
astrowirusOw na poszczegodlne typy: TAstV-1, TAstV-2, CAstV, ANV,

- w drugim realizowano badania zwigzane z o0ceng sytuacji epidemiologicznej w
zakresie wystepowania astrowiruséw u kur 1 indykow w kraju.

- kolejny etap to okreslenie taksonomii zidentyfikowanych krajowych izolatow AstV w
oparciu o fragmenty ORF1b (wczeéniejsza klasyfikacja Astroviridae) oraz ORF2
(obowiazujaca klasyfikacja Astroviridae);

prof. zw. dr hab. Alina Wieliczko- Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anny Jacukowicz pt.: ,,Ocena
wystepowania i charakterystyka molekularna astrowirusow w populacji drobiu grzebigcego w Polsce”



- ostatni etap dotyczyt analizy filogenetycznej polskich izolatow AstV w oparciu o
fragment genu wirusowej polimerazy (RdRp) fragmentu genu kapsydu.

Aby zrealizowa¢ cel Autorka wykorzystata materiat (probki pobierane w terenie/na fermach
drobiu w oparciu o przygotowany kwestionariusz/ oraz wiele metod badawczych, opisany
szczegblowo 1 przejrzyscie na 16 stronach maszynopisu w rozdziale ,,Materiat i metody”.
Zostaly one dobrze przemys$lane, byty adekwatne do zatozonego planu badan, wykonane
rzetelnie zgodnie z najlepszg sztuka laboratoryjng, z uzyciem dobrego sprzetu aparaturowego
1 s wystarczajace do osiagni¢cia zamierzonych celow badawczych. Nalezy podkresli¢ duza
starannos¢ wlozong w pozyskanie materialu terenowego do badan epidemiologicznych. Byt to
materiat bogaty rowniez liczbowo (na przestrzeni 6 lat przebadano 293 stada indykow oraz
114 stada kur w okresie 3 lat, stada kur i indykow zlokalizowane byly na terenie catego
kraju). Fakt podjecia si¢ przez doktorantke opracowania i wdrozenia molekularnych metod
stuzagcych do wykrywania i réznicowania na poszczegoélne typy astrowirusoOw, przy braku
mozliwosci skorzystania z ,.,komercyjnej” kontroli pozytywnej (przynajmniej na poczatku),
czy koniecznos$ci doktadnej optymalizacji i walidowania warunkow reakcji RT-PCR i RT-
PCR w czasie rzeczywistym (rRT-PCR) s$wiadcza, ze Autorka dobrze opanowata
zaawansowane techniki biologii molekularnej. Na podkres§lenie zastuguje réwniez
uporzadkowane 1 czytelne przedstawienie przebiegu realizowanych zadan badawczych.
Uznaje, ze metody badawcze zastosowane przy realizacji rozprawy doktorskiej zostaty dobrze
dobrane 1 postuzyty do precyzyjnego wykonania postawionych celow badawczych.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej stosujac m. innymi: test y2, test
istotnos$ci dla roznicy dwu frakceji oraz wspodtczynnik Cohena kappa (k). Metody statystyczne
wybrane przez autorke sg wlasciwe 1 wystarczajagce do opracowania i przedstawienia uzyskanych
wynikow.

Wryniki zostaty przedstawione w formie pisemnej oraz graficznej. Ten rozdzial
opracowany na 32 stronach maszynopisu, wzbogacony zostal 18 rycinami i 11 tabelami
wkomponowanymi w tekst, co poprawia czytelno$¢ i ulatwia interpretacj¢. Analiza
uzyskanych wynikow jest szczegdtowa i uwzglednia wszystkie etapy badan oraz realizowane
zadania.

Do istotnych osiggnig¢ Doktorantki przedstawionych w wynikach, majacych znaczenie

aplikacyjne i praktyczne a wynikajacych z wykonanych badan zaliczam:
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- wdrozenie czulej i specyficznej metody konwencjonalnej RT-PCR wg. Tang i wsp. do
wykrywania wszystkich astrowirusow, mimo ich duzego zrdéznicowania
genetycznego;

- dokonanie oceny sytuacji epidemiologicznej w zakresie zakazenia astrowirusami
krajowej populacji indykéw i kur. W tym zakresie wykazata znaczaco wigksze
wystepowanie zakazen w stadach indykow (48,8%) niz w stadach kur (8,8%). Ponadto
wykorzystujac metody RT-PCR (konwencjonalne i w czasie rzeczywistym) wykazata,
ze w stadach indykow dominowaty zakazenia astrowirusami indyczymi typu TAStV-2
(65%), rzadziej za$ typ TAstV-1 (18.8%). Wykazata tez zalezno$¢ wiekowa zakazen
diagnozowanych w stadach indykow;

- pierwsze w kraju wykrycie zakazenia indykow wirusem zapalenia nerek (ANV);

- wykazanie wystgpowania w Stadach kur poza astrowirusem kurzym (CAstV) i
wirusem zapalenia nerek (ANV) takze astrowirusa indyczego - typ TAstV-1. Jest to
drugi przypadek stwierdzony w $wiecie.

Kolejne osiagnigcia autorki dotycza charakterystyki molekularnej terenowych szczepow
astrowirusoOw dokonanej w oparciu o analiz¢ filogenetyczng fragmentu genu wirusowe;j
polimerazy (RdRp) oraz analizy filogenetycznej fragmentu genu kapsydu. W tym zakresie
mgr Anna Jacukowicz wykazata, ze:

- astrowirusy wykryte u indykow naleza do gatunku Avastrovirus 3, mimo ich duzego
zroznicowania genetycznego, szczegdlnie wsrod typu TAstV-2, z kolei izolaty od kur
znalazty si¢ w grupie wiruséw, ktore nie zostaly uwzglednione w dotychczasowe;j

klasyfikacji astrowirusow.

W rozdziale Dyskusja (13 stron) Autorka dokonata analizy uzyskanych wynikow w
konfrontacji z wynikami uzyskanymi przez innych autorow dowodzac zaréwno dobrej
znajomosci badanej problematyki, jak 1 umiejetnosci weryfikacji wynikéw wilasnych badan z
wynikami prezentowanymi w pismiennictwie §wiatowym. W mojej ocenie zadanie to nie byto
fatwe, bowiem zakazenia astrowirusami u drobiu to temat nowy, tak dla avipatologow jak tez
biotechnologéw czy mikrobiologow. W ostatnich latach zmieniata si¢ nie tylko klasyfikacja
astrowirusow ale tez epidemiologia zakazen. Obserwowane w stadach drobiu zakazenia miaty
(i majg) roézny przebieg kliniczny, astrowirusy stwierdzane byty nie tylko w stadach
problematycznych (np. z eteropatiami) ale tez w stadach ,klinicznie zdrowych”, za§ metody

molekularne wykorzystane do charakterystyki dopiero weryfikowano i doskonalono. Te
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wszystkie aspekty uwzglednione w dyskusji §wiadcza o znajomosci tematu i dojrzatosci
naukowej Autorki.

Na zakonczenie Autorka przedstawia 8 w pelni uprawnionych wnioskoéw
dowodzacych osiggnigcia zaplanowanego celu badan.

Z obowigzku recenzenta zwracam uwage na pewne niescistosci w pracy, ktore
wymagajg poprawy. I tak:

Spis tresci

— str. 4: watpliwo$¢ recenzenta budzi prawidlowos¢ zapisu poz. IX jako ,,Figury str. 917),
podczas gdy str. 91 to zatacznik 1 i jest to tabela przedstawiajgca szczepy referencyjne uzyte do
analizy filogenetycznej.

Wstep

- we wstepie sg dwie ryciny (nr 1 oraz nr 2) — nie ma informacji czyjego sg autorstwa;

- str. 16: akapit. 1.4.3 — patogeneza zakazen AstV jest: ,,wykazato obecno$¢ patogenu w gornym
odcinku jelita cienkiego™- jelito cienkie u ptakow to: dwunastnica, jelito czcze i biodrowe. Lepiej uzy¢
prawidlowej nazwy anatomicznej;

- str. 21: Tang i wsp. skonstruowali dwa testy — brak podanej pozycji pismiennictwa (a w wykazie
pi$miennictwa mamy Tang i wsp. — 2x, a wigc ktora z nich jest cytowana?);

str. 22 jest "Chicken heptocellular carcinoma cell line”, powinno by¢ “Chicken hepatocellular
carcinoma cell line”;

str. 22 oraz inne strony: jest ”Salmonella spp., Campylobacter spp.- ,,spp” nie piszemy kursywa

Cel pracy

Zdaniem recenzenta akapit pierwszy jest zbedny, stanowi powtdrzenie ze wstepu. Cel pracy powinien
rozpoczynac si¢ od zdania: ,,w celu poznania sytuacji.... [ dalej bez zmian” . Krétki, ale
merytoryczny.

Material i metody

Nie mam uwag merytorycznych.

WyniKki

Czasami brak doprecyzowania opisu wynikow (kryteria wyboru prob do kolejnych etapéw badan) ,
np. na stronie 42 autorka pisze ,,Sposroéd 293 stad indykow poddanych badaniu w okresie 6 lat (tj.
2008-2013), obecnos¢ materiatu genetycznego astrowirusa stwierdzono w 143 stadach, co stanowito
48,8% badanych probek”, za§ na stronie 47 czytamy:” probki z lat 2008-2012, w ktorych
zidentyfikowano AstV przebadano w kolejnych trzech reakcjach majacych na celu okreslenie
przynaleznosci do typu .....”. Autorka nie podata informacji, dlaczego nie wybrala do tej identyfikacji
izolatow z 2013 roku (jak wynika z tab. 1 byto ich az 26 z 44 stad), stad na str. 48 czytamy: ,,Sposrod
249 przebadanych stad indyczych z lat 2008-2012, w 117 (47,0%) stwierdzono obecno$¢ genomu
astrowirusa (tab. 14). Probki z tych stad poddano kolejnym badaniom majacym na celu okreslenie
przynaleznosci wykrytego wirusa do typu TAstV-1/TAstV-2/ANV. TAstV-1 zidentyfikowano w
.......... ”. Nie znalaztam informacji dlaczego do okreslenia typu zidentyfikowanego AstV metodami
PCR wybrano tylko probki z lat 2008-2012 (w tych wynikach nie uwzgledniono 44 ferm badanych w
2013 r. (tutaj tez byto 26 ferm pozytywnych). ???. Dla czytelno$ci omawianych wynikow warto taka
informacj¢ poda¢, tym bardziej, ze te wszystkie probki z 117 stad dodatnich poddano nastgpnie
typowaniu przez sekwencjonowanie (wyniki tab. 16);
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- na str. 55 Autorka podaje juz kryterium wyboru szczepdw do analizy filogenetycznej fragmentu genu
wirusowej polimerazy (RdRp),
Dyskusja:
- str. 74: jest ,poglowie drobiu kurzego” — to malo precyzyjne: kurczat rzeznych ?, kur niosek,
razem??;
- str. 77 jest ,grupowaly pod wzglgdem...”- grupowaly sie”
— str. 78 jest .,wsrdd polskich astrowirusach™; i dalej brak pi$miennictwa do cytowanej Chorwacji
(poz. 17 dotyczy tylko Sri Lanki);
- warto rowniez w dyskusji (str. 84) zacytowa¢ prace: Awe OO Kang K1, Ibrahim M, Ali A, Elaish M,
Saif YM, Lee CW. Age-Related Susceptibility of Turkeys to Enteric Viruses. Avian Dis. 2015
Jun;59(2):207-12.
Whnioski
Proponuj¢ wniosek nr 8 zapisaé jako nr 3: jest on zwiazany z wnioskiem nr 2, dotyczy epidemiologii
zakazen.
Przedstawione w recenzji powyzsze uwagi w niczym nie umniejszaja zasadniczej wartosci
pracy.

Podsumowujae, recenzowana dysertacja doktorska mgr Anny Jacukowicz stanowi

oryginalne opracowanie, bardzo wartosciowe pod wzgledem poznawczym jak i praktycznym.
Dysertacja jest pierwsza praca przedstawiajaca obszerne i dobrze udokumentowane badania
dotyczace epidemiologii i charakterystyki molekularnej krajowych astrowiruséw
wyizolowanych od indykéw i kur, przez co wpisuje sie w trend swiatowych badan
molekularnych nad zakazeniami wirusowymi u drobiu. Zawiera elementy nowatorskie,
zostata wykonana metodycznie poprawnie a uzyskane wyniki moga mie¢ duze znaczenie
praktyczne w ochronie zdrowia ptakéw. Na uwage zastuguje ogrom wiozonej pracy w
realizacje wszystkich badan oraz duza wiedza i umiejetnosci postugiwania si¢ nia.

Recenzowana praca spelnia wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim
okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych 1 tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, w zwigzku z tym przedkiadam Komisji
Doktorskiej Rady Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego-Panstwowego
Instytutu Badawczego w Putawach wniosek o dopuszczenie mgr Anny Jacukowicz do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto, z uwagi na wysoka warto$é merytoryczna pracy stawiam wniosek o je]

Prof. zw dr hab. Alina Wieliczko

wyrdznienie.
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