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

przewodniczacego Komisji Doktorskiej (Nr pisma BRN-410/7/16).

Wstep

W latach 2005-2016 branza drobiarska w Polsce bardzo dynamicznie si¢ rozwija, w tym
okresie wzrost produkcji ulegl podwojeniu. Obok wielu innych czynnikow temu wzrostowi
sprzyjaty szczegdlnie: sytuacja globalna ($wiatowa konsumpcja migsa drobiowego wzrosta w
tym czasie 0 ok. 35 %); wejscie Polski do Unii Europejskiej (dostep do europejskiego rynku);
rozwdj lokalnego rynku (wzrost konsumpcji o ok. 40%) . W efekcie Polska jest dzi§ 7
najwiekszym producentem 1 4 eksporterem migsa drobiowego na $wiecie. Bardziej obrazowo
wielko§¢ produkcji drobiu opisuja dane stwierdzajace, ze w naszym kraju, pod wzgledem
produkcji na 1 mieszkanca doréwnujemy $swiatowym liderom branzy. Dane za rok 2015
potwierdzaja, iz jesteSmy wiceliderem rankingdéw $wiatowych, produkujemy bowiem 63 kg
migsa drobiowego na glowe statystycznego obywatela (ten wskaznik w przypadku lidera
Brazylii wynosi 66 kg) . Polska jest juz od kilku lat liderem w produkcji migsa kurczat rzeznych
w EU, przewiduje si¢, ze w najblizszym czasie bedziemy rowniez produkowaé najwiecej migsa
indyczego wsrod krajow wspolnoty. Mamy takze mocng pozycje w produkeji gesiny 1 migsa
kaczego. W produkcji jaj mieScimy si¢ w pierwszej siodemce unijnych producentéw. Blisko
potowa produkcji migsa drobiowego jest eksportowana na najbardziej wymagajace rynki

europejskie. Bez watpienia krajowa branza drobiarska osiggnela swoj sukces poniewaz
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produkuje tanio, nasze produkty drobiowe sg dobrej jakosci i1 bezpieczne dla zdrowia
konsumenta.

Jest oczywiste, ze bez wlasciwe zorganizowane;j i efektywnej opieki weterynaryjnej nad
kazdym etapem produkcji, nie bytby mozliwy tak spektakularny sukces branzy. Krajowi
specjalisci —awiopatolodzy to skonsolidowana grupa, obecnie dziatajaca w zespotach liczacych
kilku- kilkudziesieciu lekarzy. Taka organizacja praktyk drobiarskich umozliwia kompleksowa
obstuge zwtaszcza duzych, integrujacych si¢ podmiotow produkcyjnych.

Jednym z tematow, ktory byt i ciagle jest aktualny w praktycznej profilaktyce i terapii
choréb stad drobiu jest problem choréb przewodu pokarmowego, ktore sg najistotniejsza
przyczyna strat ekonomicznych w intensywnej produkcji drobiarskiej (Szeleszczuk P., Dolka
B., Zbikowski A.: Stany biegunkowe u drobiu: diagnostyka, postepowanie terapeutyczne,
profilaktyka, metafilaktyka i prewencja. Mat. Kon. Nauk. ,, Enteropatie u drobiu”. 13-14. 09.
2013, Putawy, str. 86-119) . Straty spowodowane przez enteropatic wynikajg glownie z
obnizonej masy ciata ptakow rzeznych, wzrostu $§miertelnosci, ztego wykorzystania paszy
(podwyzszenie wspotczynnika konwersji) 1 czgsto wysokich kosztow leczenia. Choroby
przewodu pokarmowego zwiekszaja takze ryzyko zanieczyszczenia tuszek, obnizajac
bezpieczenstwo produktow drobiowych dla ludzi. Z punktu widzenia efektywnej produkcji
drobiarskiej nawet niewielkie zaburzenia w funkcjonowaniu przewodu pokarmowego sa
niepozadane, prowadzg bowiem do strat. Od sprawnej pracy, zwlaszcza jelit, zalezy tempo
przyrostow masy ciala. Stopien skomplikowania budowy i funkcji uktadu trawiennego oraz
presja wielu niekorzystnych, wynikajacych z technologii produkcji czynnikdw, sa przyczyna
jego czestych dysfunkcji. Jak si¢ szacuje enteropatie kliniczne stanowig od 30 do 50 %
patologii w odchowie kurczat brojleréw 1 indykow rzeznych. Patogeneza chordb jelit u drobiu
jest wynikiem wielu procesOw zmieniajacych strukturg tego narzadu i prowadzacych do
zmiany jego funkcji. Jak wynika z danych pismiennictwa zmiany patologiczne wystepuja w
roznym nasileniu w stadach klinicznie zdrowych z wiekiem stajac si¢ coraz bardziej
zaawansowane obejmujac cate stado. Najwigkszym zagrozeniem zdrowotnym wynikajacym z
biegunki jest utrata ptynow oraz zaburzenia gospodarki elektrolitowej. W szczegdlnosci u
pisklat biegunka szybko doprowadza do odwodnienia i upadkdw. Najczgstsza przyczyna
biegunki ostrej to zaburzenia funkcji przewodu pokarmowego na tle zakazefn wirusowych (np.
Coronaviridae, Reoviridae, Caliciviridae, Parvoviridae, Circoviridae, Picornaviridae
Astroviridae oraz Picobirnaviridae), bakteryjnych (Escherichia coli, Salmonella spp.,
Campylobacter spp., Clostridium spp., Staphylococcus spp. Klebsiella sp.,Yersinia sp.,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus sp) inwazji pasozytniczych (Eimeria tenella) i ostrych



zatru¢ (zwigzanych z dziataniem mykotoksyn oraz toksyn wytwarzanych przez niektore
gatunki bakterii — np. Escherichia coli, Clostridium perfringens).

Jest oczywiste, ze sprawnie funkcjonujacy przewod pokarmowy u drobiu to istotny warunek
osiggniecia dobrych wynikéw produkcyjnych i ekonomicznych chowu. W USA oszacowano
straty wynikajace z wystepowania roéznego rodzaju enteropatii na ok. 10 centow
amerykanskich/funt migsa drobiowego.

W Polsce do czasu rozpoczegcia przez Panig Profesor Domanska - Blicharz okoto 10 lat temu,
nie prowadzono poglebionych badan nad enteropatiami drobiu, nie prowadzono rowniez
obliczen szacujacych straty wynikajagce z wystepowaniem rdéznego rodzaju stanow
patologicznych przewodu pokarmowego w stadach kur i indykéw. Pani Profesor zrealizowata
dwa wazne granty [N308 033 32/2836- Doskonalenie metod diagnozowania oraz ocena
sytuacji epidemiologicznej zakazen koronawirusami u kur i indykow w Polsce (2007-2011) oraz
N N308 578 040- Rola zakazen wirusowych w enteropatiach u drobiu w Polsce (2011-2014)],
ktére wskazaty na znaczenie tego problemu w krajowym drobiarstwie. Wyniki tych prac zostaty
omowione w publikacjach: Domariska-Blicharz K., Seroka A., Minta Z.: One-year molecular
survey of astrovirus infection in turkeys in Poland Arch Virol 2011, 156, 1065-1072 i
Domanska-Blicharz K., Jacukowicz A., Lisowska A., Minta Z.: Genetic characterization of
parvoviruses circulating in turkey and chicken flocks in Poland, Archives of Virology, 2012;
157: 2425-2430). Warto podkresli¢, ze zakres badan zespotu Profesor Domanskiej — Blicharz
(do ktorego nalezata Doktorantka) objat 4 rozne wirusy: astrowirusy, rotawirusy, parwowirusy
i koronawirusy. Lacznie Autorzy przebadali ponad 260 stad indykow (styczen 2008-grudzien
2012) oraz 86 stad kur 1 kurczat (czerwiec 2011 — grudzien 2012). Ptaki w stadach, w ktorych
pobierano probki byly w dobrej kondycji zdrowotnej lub wykazywaly objawy chorobowe
charakterystyczne dla enteropatii. Sposrdd przebadanych 264 stad indykéw, astrowirusowe
RNA wykrywano w 114 (43,8%) stadach, natomiast sekwencje nukleotydowe
charakterystyczne dla koronawirusow w 23 (8,7%) stadach. Z kolei obecnos¢ genomu
rotawirusow i parwowirusow zidentyfikowano odpowiednio w 63 (23,8%) i 74 (28%) stadach.
Na przebadanych Iacznie 86 stad kurczat i kur w 38 (44,1%) stadach zidentyfikowano obecnos¢
parwowiruséw. W 11 stadach (12,7%) stwierdzono obecno$¢ rotawiruséOw a zaledwie w 2
stadach (2,3%) obecnos$¢ astrowirusow. Najwiecej, bo 64 stad (74,4%) byto zakazonych CoV
odpowiedzialnych za IB. Uzyskane wyniki sugeruja, ze u indykow najpowszechniejszymi
sposrod wiruséw odpowiedzialnych za enteropatie sg zakazenia astrowirusami (43,8%), w
mniejszym stopniu parwowirusami (28%) oraz rotawirusami (23,8%), natomiast zakazenia

koronawirusami sg sporadyczne (8,7%). Z kolei u kurczat i kur najcze¢$ciej identyfikowane byty
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parwowirusy (44,1%) oraz rotawirusy (12,7%), natomiast zakazenia astrowirusami byly
wykrywane incydentalnie. Ponadto, niektore z w/w wiruso6w zostaly poddane doktadniejszej
charakterystyce molekularnej. W przypadku astrowirusow indyczych badacze dokonali ich
zroznicowania na poszczegélne typy (astrowirus indyczy typu 1 czyli TAstV-1, typu 2 czyli
TAstV-2 1 wirus zakaznego zapalenia nerek czyli ANV). Wykorzystano do tego cztery rozne
metody molekularne wykrywajace ten sam gen polimerazy (ORF1b) lecz r6zne jego fragmenty.
Obecnos¢ TAstV-2 stwierdzono w 30 stadach (38,9%), natomiast typ TAstV-1w 9 stadach (11,
6%), przy czym niektore stada zakazone byty kilkoma typami TAstV. Obecnos¢ genomu ANV
wykryto tylko w jednym stadzie (1,29%) i byt to pierwszy przypadek identyfikacji ANV u
indykow poza Stanami Zjednoczonymi. Analiza filogenetyczna w oparciu o fragment ORF1
wykazata duze zroznicowanie genetyczne w sekwencjach wybranych polskich TAstV.
Niektore ze szczepow wykazywaty podobienstwo do péinocnoamerykanskich TAstV-2, jednak
wiekszos¢ tworzyta odrebng podgrupe szczepow europejskich, co moze sugerowac ich odrgbne
pochodzenie. Stwierdzona duza zmienno$¢ sekwencji astrowirusow indykow sprawia, ze
metody RT-PCR ukierunkowane na okreslanie poszczegélnych typoéw okazaly si¢ mato
przydatne, natomiast najlepsza wydaje si¢ by¢ sekwencjonowanie produktu z RT-PCR
ukierunkowane na wykrywanie wszystkich typow astrowirusow.

Jak mozna sadzi¢ ze wzglgdu na rozprzestrzenienie zakazen astrowirusowych Pani mgr
Jacukowicz podjeta si¢ poglebienia prowadzonych w Zaktadzie Chorob Ptakow PIWet-PIB
badan w ramach ocenianej rozprawy doktorskiej.

Od czasu pierwszego odkrycia astrowirusow (AstV) w 1975 r. u dzieci, sa one
wykrywane u wielu gatunkéw zwierzat, w tym takze u ptakoéw i1 zwigzane gtoéwnie ze stanami
patologicznymi jelit. Enteropatie te opisywane sa pod réznymi nazwami, u kurczat: syndrom
zahamowania wzrostu (RSS-runting stunting syndrom) lub syndrom ztego wchtaniania (MAS-
malabsorption syndrom), natomiast u indykéw: zespot zapalenia jelit indyczat (PEC - poult
enteritis complex) oraz syndrom $miertelnosci na tle zapalenia jelit indyczat (PEMS - poult
enteritis mortality syndrome).

Generalna, pozytywna uwaga, jaka nasuwa si¢ po lekturze recenzowanej pracy
doktorskiej Pani mgr Anny Jacukowicz jest taka, iz doktorantka wykazata si¢ niezwykla
determinacjg w gromadzeniu prob do badan epidemiologicznych trwajacych, w przypadku stad
indykow przez 6 kolejnych lat. 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
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material wskazujacy na ksztaltowanie si¢ dynamiki zakazen na przestrzeni lat, ktora jak
wskazuja to dane zgromadzone w tabeli 11 ulegata zmianom. Czgsto w pracy pojawia si¢
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sformutowanie ,,nie uzyskano informacji odnosnie...”, ,nie otrzymano informacji..”, ,nie
uzyskano informacji...”. Jakie trudnos$ci napotkata Doktorantka przy gromadzeniu danych o
materiale moze $wiadczy¢ fakt, ze jedynie dla 134 stad indyczych uzyskano informacje
odnosnie liczebnosci stad i plci badanych ptakow co stanowi 45,7 % badanych ferm!

Osobiscie, wybdr tematu pracy doktorskiej uwazam, za cenny i potrzebny zwlaszcza w
aspekcie aktualnej sytuacji epidemiologicznej w =zakresie zakaznych chordéb przewodu
pokarmowego drobiu rzeznego. Niewatpliwie podjecie tak szeroko zakrojonych badan nad
enteropatiami ptakoéw gospodarskich, byto mozliwe dzigki wieloletnim pracom, ktoérych wyniki
cytowalem wczesnie, realizowanym przez Zaktad Chorob Drobiu, Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego przez wspomniang juz Panig Profesor
Domanska — Blicharz.

Ocena pracy doktorskiej

Przedstawiona do oceny praca doktorska ,,Ocena wystepowania i charakterystyka
molekularna astrowirusow w populacji drobiu grzebigcego w Polsce” zostata wykonana
w Zaktadzie Chorob Drobiu Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego
Instytutu Badawczego w Putawach pod kierunkiem prof. dr hab. Zenona Minty. Odnotowa¢
nalezy, ze o wysoki poziom merytoryczny rozprawy dbata takze dr hab. Katarzyna
Domanska-Blicharz, prof. nadzw. PIWet-PIB — promotor pomocniczy.

Dysertacja posiada uktad typowy dla opracowan na stopien naukowy i zawarta jest na
100 stronach uwzgledniajgcych 20 tabel, 21 rycin oraz podzielona jest na nast¢pujace rozdziaty:
wstep, cel, material i metody, wyniki, dyskusja, wnioski, streszczenie, summary, figury oraz
pismiennictwo.

Szata edytorska ocenianej rozprawy jest staranna i estetyczna. Ogélne wrazenie z
lektury dysertacji jest pozytywne i mozna stwierdzié¢, ze recenzowana praca doktorska Pani
mgr Anny Jacukowicz napisana jest poprawnym jezykiem, spetnia wymogi merytoryczne i
formalne stawiane opracowaniom na stopien naukowy doktora. Bardzo bogate i prawidtowo
uzywane w teks$cie opracowania nazewnictwo fachowe §wiadczy o dobrym przygotowaniu
merytorycznym Doktorantki. Dotyczy to szczegodlnie czesci poswigconej badaniom
molekularnym. Na korzy$¢ Doktorantki przemawia i to, ze stara si¢ przyblizy¢ zrozumienie
wykonywanych badan opisujgc krotko i przystepnie zasady stosowanych metodyk.
Oczywiscie w tak obszernym i obejmujacym wiele bardzo specjalistycznych obszarow

opracowaniu trudno nie popetni¢ drobnych niescistosci i niezrecznosci jezykowych, ktore



zaznaczono w tekscie. Jako przyktad mozna poda¢ niewlasciwe okreslenie ,,Jednodniowych
kurczgt SPF”. Jednodniowe moga by¢ tylko piskleta kurze SPF. Ponadto nieliczne literowki
zaznaczono w tekscie pracy. Cytowane w pracy doktorskiej, piSmiennictwo zamykajace si¢
liczba 129 publikacji jest wyborem wyselekcjonowanych pozycji literaturowych
poswieconych astrowirusom. Dobor pi$miennictwa wskazuje na dojrzato$¢ naukowsq i
umiejetnos$¢é wyboru dostgpnej w tym zakresie literatury zrodtowej. Podkresli¢ nalezy, ze
Autorka uwzglednita rowniez pozycje pismiennictwa krajowego wybierajac 7 najbardziej
reprezentatywnych prac. W tej liczbie prac¢ Minty i Bartnickiej, w ktorej Autorzy opisali
przeprowadzone po raz pierwszy w kraju badania seroepidemiologiczne (1996-99) w
kierunku wirusowego zapalenia nerek (ANV) i ktore wykazaty czgste wystepowanie zakazen
tym wirusem zaréwno w stadach towarowych kurczat brojleréw jak tez w stadach
reprodukcyjnych kur typu migsnego. Badania te potwierdzaty wczesniejsze obserwacje
kliniczne o pojawieniu si¢ klinicznych przypadkow ANV w Polsce (Szeleszczuk P.: Wirusowe
zapalenie nerek ptakow. Medycyna Wet. 51, 568-571, 1995). W zestawie znalazty si¢ rOwniez
cytowane wczesniej prace z tego zakresu wykonane pod kierunkiem Profesor Katarzyny
Domanskiej - Blicharz w latach 2007 -2014.

Opiniowana pracg doktorska rozpoczyna obszerny wstep, obejmujacy 17 stron,
wprowadzajacy czytelnika w problematyke zwigzang z przebiegiem zakazen astrowirusami u
drobiu. Doktorantka w 7 podrozdziatach omawia w syntetycznej formie cato$¢ tej problematyki
poczynajac od obszernego wprowadzenia, poprzez podzial taksonomiczny, charakterystyke
budowy molekularnej oraz epidemiologi¢, diagnostyke¢ i zwalczanie. W szerokim
wprowadzeniu Pani Magister przedstawia histori¢ wystepowania zakazen astrowirusowych u
ludzi, zwierzat i ptakOw na Swiecie oraz w Polsce. Zawarty w tej czesci dysertacji emocjonalny
opis ,,zmuszania drobiu do wigkszego wysitku i wyciskania z nich wigkszej ilosci produktow”
proponuje usungé z tekstu pracy jako mato profesjonalny. Podane przez Doktorantke kryteria
réznicowania PEC/PES; LTS; PEMS; RSS; MAS, sa dos¢ lakoniczne, zasadniczo arbitralne i
wskazuja na potrzebe uzgodnien terminologicznych w krajowym nazewnictwie
awiopatologicznym. Moim zdaniem sytuacje, w ktorej tempo prowadzonych badan i lawinowy
przyrost nowych wynikow zmienia diametralnie dotychczas panujace poglady na taksonomi¢
jest podrozdzial 1.2 opisujacy klasyfikacje astrowirusow. Zebrana liczba danych
jednostkowych na temat tych zarazkow jest tak duza i réznorodna, ze Grupa Badan
Astrowirusow ICTV wprowadzita interesujaca pozycje taksonomiczng: ,,wirus spokrewniony,
ktory moze by¢ sklasyfikowany do rodzaju Astrowirus lecz nie zatwierdzony do Zadnego

gatunku”. W obszernym podrozdziale 1.3. Autorka podaje charakterystyke molekularng
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astrowirusow. Jest to bardzo gleboko specjalistyczne zagadnienie niezbedne jednak dla
zrozumienia wykonanych przez Doktorantke badan. Szczegdlnie przydatne sg fragmenty
opisujace organizacje genomu Wwirusa. Ciekawym mechanizmem wykorzystanym w
klasyfikacji nowych astrowiruséw jest obecno$¢ lub brak przesunigcia ramki odczytu
,.retrovirus like” zlokalizowanej pomi¢dzy ORF la i ORF 1b.

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

Cel pracy (rozdziat 2) jest ukryty w dos¢ obszernym wprowadzeniu majgcym przekonaé
czytelnika o zasadnosci podjetych badan. Autorka stwierdza, iz ,,w celu poznania sytuacji
epidemiologicznej w zakresie wystepowania astrowirusow w populacji drobiu grzebigcego w
Polsce podjeto badania nad wykrywaniem i charakterystykq molekularng aktualnie
wystepujgcych szczepow astrowirusow”. By zrealizowaé to zamierzenie Wykonywane w
pierwszym etapie prace badawcze mialy na celu opracowanie metod wykrywania i
réznicowania szczepdw astrowiruséw oraz analiz¢ molekularng genéw wirusowej polimerazy
i kapsydu. Przygotowane protokoty badawcze zostaly wykorzystane do oceny sytuacji
epidemiologicznej w zakresie wystepowania zakazen astrowirusami w krajowej populacji
drobiu grzebigcego oraz okreslenie roli tych zakazen w wywotywaniu stanow patologicznych
jelit u drobiu. Doktorantka sformutowata cztery szczegélowe zadania, ktorych wykonanie
winno speti¢ wezeséniejsza deklaracje czyli okreslenie roli astrowirusow w wywolywaniu
enteropatii u kur i indykow rzeznych. Zadania te to:

Wdrozenie molekularnych metod wykrywania i réZznicowania astrowirusOw na poszczeg6lne
typy: TAstV-1, TAstV-2, CAstV, ANV,

Ocena sytuacji epidemiologicznej w zakresie wystgpowania astrowiruséw u kur i indykow w
kraju,

Okreslenie taksonomii zidentyfikowanych krajowych izolatow AstV w oparciu o fragmenty
ORF1b (wczesniejsza klasyfikacja Astroviridae) oraz ORF2 (obowigzujaca klasyfikacja
Astroviridae),

Analiza filogenetyczna polskich szczepow AstV w oparciu o fragment genow RdRp oraz
kapsydu.

Trzeba podkreslic, ze Kkluczowe =znaczeniec w ocenie wystgpowania zakazen
astrowirusowych w krajowej populacji drobiu grzebigcego oraz oszacowaniu czy odgrywaja
one istotng role w wywolywaniu enteropatii stanowi posiadanie nowoczesnego warsztatu

diagnostycznego opartego na metodach biologii molekularnej, ktory w kraju jest najpetniej



dostgpny w Zaktadzie Chorob Drobiu Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego —
Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach.

W rozdziale 3 dysertacji, opisujacym materiat i metody zastosowane przez Doktorantke, W
czterech odr¢bnych podrozdziatach przedstawita ona kolejno szczepy wirusowe, zastosowane
metody molekularne, analize sekwencyjng szczepow AstV oraz w podrozdziale czwartym
uzyte metody statystyczne. Procedur¢ oraz stopien jej skomplikowania, zastosowang przy
gromadzenia materiatu do badan Autorka przedstawita w podrozdziale 3.1. Materiat pozyskano
dzigki bardzo szerokiej wspolpracy z lekarzami weterynarii praktykami opiekujacymi si¢
stadami indykéw rzeznych i kurczat brojlerow. Dla potrzeb badan opracowano bardzo proste
kwestionariusze dotyczace badanych stad. W okresie 6 lat przebadano tacznie blisko 300 stad
indykow rzeznych pochodzacych z catej Polski oraz w ciggu 3 lat trwania badan 114 stad
kurczat brojleréw. W porownaniu do liczby stad produkcyjnych w kraju jest to stosunkowo
niewielka liczba, wynikajaca w gtdéwnej mierze z kosztochtonnosci wykonywanych badan.
Nastegpnie przedstawiony jest szczegdtowy protokot przygotowania probek do badan. Po
wstepnej identyfikacji wybrano 49 terenowych izolatow AV od kur i1 indykéw pochodzacych z
roznych regionow Polski, cho¢ blisko potowa z nich pochodzita z wojewddztwa warminsko-
mazurskiego. Zdecydowania wigkszo$¢ badanych izolatow pochodzita od indykéw rzeznych
(okoto 86 %).

W podrozdziale 3.2. Autorka podaje zasady przeprowadzania badan molekularnych. W
celu wykrycia genomu AstV oraz réznicowania wykrytych astrowirusow na poszczegolne typy
AstV zastosowano cztery réozne metody molekularne wykrywajace rozne fragmenty genu
polimerazy wirusowej znajdujacy si¢ w obrebie ORF1b. W celu wykrycia wszystkich typow
astrowirusow wdrozono jednoetapowg reakcj¢ RT-PCR wedtug Tanga i wsp. (2005). Obecnosé
RNA astrowirusow nalezacych do typu TAstV-2 wykrywano stosujac reakcje odwrotnej
transkrypcji — amplifikacje cONA w czasie rzeczywistym - real time RT-PCR.

Podanie opisu metod badan genetycznych w formie tabel ulatwia zapoznanie si¢ ze
szczegotami prowadzonych reakcji. Z zadowoleniem nalezy odnotowaé duzg troske Autorki o
poprawno$¢ metodologiczng uzytych metod, byly one nie tylko optymalizowane, ale i
walidowane w celu okreslenia ich czuto$ci i specyficznosci. Nalezy podkresli¢, ze Doktorantka
nie majagc mozliwosci pozyskania komercyjnie dostepnych szczepéw wzorcowych
przygotowata witasne kontrole dodatnie (Tab.5.).

Podrozdzial 3.4. opisuje bardzo szczegdétowo analize statystyczng uzyskanych
wynikow, dostosowang do charakteru zgromadzonych danych. Zastosowano migdzy innymi

test %, postuzono si¢ réwniez testem istotnosci dla réznicy dwoch frakeji oraz wyliczono
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wspotezynnik Cohena kappa.

Rozdziat ,,Wyniki” jest najobszerniejszym fragmentem ocenianej pracy (31 stron) i
bardzo zréznicowanym pod wzglgdem formy, ale poprawnie prezentujacym dokonania
Doktorantki. Zgrupowanie wynikéw w czterech podrozdziatach utatwia §ledzenie uzyskanych
danych. Z klinicznego punktu widzenia najbardziej intersujgce sg pierwsze dwa podrozdziaty
przedstawiajace informacje o rozprzestrzenieniu AstV w badanych stadach indykow i kur. W
odniesieniu do wybranych 49 szczepoéw terenowych (39 indyczych i 10 kurzych) Doktorantka
przeprowadzita szczegdtowq analize filogenetyczng fragmentu genu wirusowej polimerazy za
pomocg starterow TAPG-LL/TAPB-R-1. Jednym z najbardziej intersujacych osiagniec
Doktorantki jest sporzadzenie drzew filogenetycznego polskich szczepow AstV. Oprécz
poréwnania sekwencji nukleotydowych mgr Jacukowicz zestawila ze sobg przewidywane
sekwencje aminokwasowe polskich szczepow oraz szczepoéw referencyjnych AstV. Analizie
filogenetycznej genu kapsydu wirusowego poddano 40 polskich szczepéw AstV
zidentyfikowanych w stadach indykow oraz szczepy ze stad kur. Sekwencjonowanie
prowadzita Doktorantka z uzyciem starterow MKCap8/MKCap19. Do tej analizy wybrano 39
szczepow indyczych i 8 szczepow wykrytych w stadach kur. Jest rowniez oryginalnym
osiaggnieciem Autorki opracowanie drzewa filogenetycznego zaréwno dla szczepow indyczych
jak i izolowanych od kur. Podobnie jak w przypadku sekwencji genu polimerazy wirusowej
oprocz porownania sekwencji nukleotydowych zestawita ze sobg przewidywane sekwencje
aminokwasowe szczepow AstV polskich i zagranicznych.

Podrozdziat 4.4. wynikow jest stosunkowo obszerny, ale bardzo dydaktycznie
przedstawiony w formie 3 tabel i 4 wykreséw obrazujacych istotno$¢ statystyczng uzyskanych
wynikow.

Sposrdod 293 badanych stad indykow migsnych, w wieku od 1 dnia do 19 tygodnia Zycia,
obecno$¢ astrowirusow wykazano w 143 (48,8%) stadach. Materiat wirusowy ze 117 stad
AstV-dodatnich Doktorantka poddata dalszej analizie majacej na celu identyfikacje typu AstV
(TAstV-l, TAstV-2, ANV i CAstY), stosujac szereg reakcji RT-PCR (konwencjonalne i w
czasie rzeczywistym) oraz sekwencjonowanie. Uzyskane wyniki wskazaty, ze w krajowych
stadach indykow dominuje zakazenie typem TAstV-2, ktdrego prewalencja w zaleznosci od
stosowanego sposobu detekcji wynosita 61,5% - 82,9%. Astrowirus indyczy typu |
zidentyfikowano w zaleznosci od sposobu dochodzenia w 22 (18,8%) lub 33 (28,2%) stadach.
Stosujac tylko metody PCR do wykrywania/identyfikacji AstV, w zadnym indyczym stadzie
nie wykryto wirusa zakaznego zapalenia nerek (ANV). Jednak zastosowany drugi sposob

detekcji, PCR i sekwencjonowanie jego produktu, umozliwit identyfikacje ANV w jednym
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stadzie indyczym, co stanowito 0,9% wszystkich stad astro-dodatnich.

Ocen¢ wystepowania astrowirusow w populacji kur Autorka dokonata w oparciu 0 badania
molekularne 113 stad. Obecnos¢ astrowirusow wykazano w 10 (8,8%) stadach, sposrod ktorych
w probkach z o$miu stad okreslono typ AstV stosujac metode sekwencjonowania produktu
PCR. Pig¢ z nich nalezalo do CAstV, dwa do TAStV-l, natomiast jeden AstV okazal si¢
wirusem zapalenia nerek. Przeprowadzona przez Doktorantke analiza filogenetyczna w oparciu
o znajdujacy si¢ w obrebie ORF2 gen wirusowego kapsydu wykazata, ze wszystkie badane
polskie astrowirusy zidentyfikowane u indykéw, przynalezg do gatunku Avastrovirus 3. Z kolei
astrowirusy wykryte w stadach kur przynaleza do grupy B, ktora najprawdopodobniej begdzie
kanwg utworzenia nowego gatunku w obrebie rodzaju Avastrovirus. U indykow
zidentyfikowano takze infekcje mieszane typow TAstV-l i TAstV-2. Wsrod polskich
astrowirusOw wykazano duzg zmienno$¢ genetyczng, zaréwno pod wzgledem budowy RdRp
jak 1 biatka kapsydu, co potwierdza wczesniejsze spostrzezenia wielu autorow z roznych krajow
Swiata. Poréwnanie sekwencji nukleotydowej fragmentu genu polimerazy wirusa pomiedzy
polskimi szczepami TAstV-1 wykazalo homologi¢ na poziomie 86,6% - 97,9%, za§ wsrod
polskich szczepow TAstV-2 homologi¢ rzedu 88,5% - 100%. Zidentyfikowane dwa krajowe
szczepy ANV w poréwnaniu nukleotydow fragmentu genu RdRp wykazaty niska homologie
(73,3%). Z kolei homologia polskich astrowirusow kurzych w analizie nukleotydowej
fragmentu genu polimerazy byta w zakresie 82,5% -96,2%.

W celu oszacowania wplywu zakazenia astrowirusami na status zdrowotny ptakow,

analizie statystycznej poddano 293 stada indykow, sposrod ktorych w 206 (70,3%) notowano
zaburzenia ze strony uktadu pokarmowego (PEC/PEMS), a w 66 (22,5%) nie stwierdzano
objawow chorobowych. Zakazenia astrowirusami stwierdzono w 105 (51%) stadach
wykazujacych symptomy PEC/PEMS i w 30 (45,5%) stadach zdrowych, co wskazuje na brak
korelacji pomigdzy wystepowaniem astrowirusow a kondycja zdrowotng w zakazonych
stadach indykow. Z pozostatych 21 (7,2%) stad poddanych analizie, o nieznanym statusie
zdrowotnym, w 8 (38,1%) stadach wykryto obecno$¢ AstV.
Wykazano natomiast duza zalezno$¢ pomigdzy wystgpowaniem zakazen astrowirusami a
wiekiem indykow. Najwigkszy odsetek (68,4%) ptakéw zakazonych AstV obejmowal ptaki w
poczatkowym okresie tuczu (grupa wiekowa od 1 dnia do 4 tygodnia zycia), natomiast w
pozostatych grupach wiekowych, w przedziatach: 5-12 tydzien zycia 1 powyzej 12 tygodnia
zycia odsetek ten byl wyraznie nizszy, odpowiednio: 28,6% 1 33,3%. Najstarsze indyki, u
ktérych stwierdzono zakazenie TAstV byly w wieku 18 tygodni.

Rozdzial piaty ,,Omoéwienie wynikéw i dyskusja” to proba oceny wiasnych badan
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Autorki na tle literatury $wiatowej. Cytujgc dane piSmiennictwa Autorka stara si¢ odnie$¢
uzyskane wyniki badan wiasnych do rezultatow innych autorow. W kilku punktach podkresla
oryginalnos¢ podjetych przez siebie tematow. Generalnie mozna stwierdzi¢, ze poza drobnymi
usterkami Doktorantka sprawnie konfrontuje wlasne wyniki badan, wykazujac si¢ spora wiedza
na temat dotychczas wykonanych prac innych badaczy.

Rozdziat ,,Wnioski” — ten bardzo istotny element pracy doktorskiej, jest bardzo czgsto
krytykowany przez recenzentéw, w tym przypadku jest podobnie bowiem moim zdaniem liczba
wnioskow jest zbyt duza (8) co nie wydaje si¢ by¢ uzasadnione. Jak sadze wnioski 1 i 3 winny
zosta¢ potaczone podobnie wnioski 2, 4 1 5. Wniosek 6 a powinien by¢ potaczony z wnioskiem
siocdmym. Wniosek 8 winien by¢ uzupelniony o opis korelacji miedzy wystgpowaniem
astrowirusow a statusem zdrowotnym zakazonych Kur.

Uzyskane wyniki badan oraz ich analiza upowaznily Autorke do wyciagnigcia, 8
wnioskow powigzanych z celami, jakie doktorantka postawila sobie do rozwigzania
rozpoczynajac badania. Wniosek pierwszy informuje czytelnika, ze ,,Wdrozona metoda
konwencjonalna RT-PCR wg. Tang i wsp. pozwalala wykrywaé wszystkie astrowirusy, mimo
ich duzego zréznicowania genetycznego [116].”. Wniosek ten potwierdza dane wielu innych
autoréw, bowiem juz ponad 12 lat ten protokot diagnostyczny jest z sukcesami stosowany.
Whiosek drugi stwierdza, ze ,,Wystepowanie zakazen astrowirusami byto znaczgco wigksze w
stadach indykow (48,8%) niz w stadach kur (8,8%). Jak podkresla Autorka podobng
prawidtowo$¢ stwierdzili rowniez i inni badacze (W tym Domanska-Blicharz i wsp.), bowiem
dane literaturowe podaja, ze odsetek astrowiruséw indyczych waha si¢ od 40 do 80 % w stadach
chorych ptakow, natomiast w stadach ptakow zdrowych rozprzestrzenienie TAstV jest
mniejsze niz 50 %. Dalej we wniosku trzecim Autorka podsumowuje, ze ,,Metody RT-PCR
(konwencjonalne i w czasie rzeczywistym) do réznicowania na typy astrowirusow (TAStV-I,
TAStV-2, ANV i CAstV) nie wykrywaty wszystkich typow polskich TAstV, jednak z drugiej strony
umozliwialy wykrycie zakazen mieszanych”. Jest istotng wartos$cig pracy doktorskiej Pani mgr
Anny Jacukowicz, iz wykazala, ze w stadach indykéw dominowaty zakazenia astrowirusami
indyczymi typu TAstV-2, rzadziej stwierdzano typ TAstV-l i po raz pierwszy w kraju wykryto
zakazenie wirusem zapalenia nerek (ANV). W stadach kur poza astrowirusem kurzym (CAstV)
I wirusem zapalenia nerek zidentyfikowano typ TAstV-l, co jest drugim przypadkiem
stwierdzonym w $wiecie (wniosek 4 i 5). Wyniki wykonanych analiz filogenetycznych nad
krajowymi AstV podsumowuje wniosek 6. Autorka konstatuje, ze wykryte u indykow wirusy
nalezg do gatunku Avastrovirus 3, mimo ich duzego zréznicowania genetycznego, szczegolnie

wsrdd typu TAstV-2, za$ zarazki wykryte u kur znalazty si¢ w grupie wiruséw, ktore nie zostaty
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do konca udowodniong hipoteza, ze wykazane u czesci stad indykow astro-dodatnich infekcje
mieszane (TAstV-1i TAstV-2) moga by¢ przyczyna rekombinacji pomig¢dzy szczepami/typami
AstV. Wyniki zaprezentowane przez Doktorantke stanowia bardzo ciekawy punkt wyjscia do
dalszych badan w tym zakresie. Dla klinicysty sformutowany przez Doktorantke wniosek 8, iz
nie wykazano korelacji pomigdzy wystgpowaniem astrowiruséw a statusem zdrowotnym
zakazonych indykéw potwierdza powszechnie przyjmowane stanowisko, ze udziat tych
patogenow w wywolywaniu enteropatii zakaznych o kur i indykow jest malo istotny, a
stwierdzane zespoly chorobowe wigzane z tymi patogenami sa konsekwencja innych zakazen
lub innych czynnikow w tym niezakaznych. Wykazane przez Doktorantke wystepowanie duzej
zaleznosci migdzy wiekiem indyczat a problemami klinicznymi Jest potwierdzeniem danych
pismiennictwa. W badaniach Autorki wykazano bowiem najwyzszy odsetek zakazen u ptakow
do 4 tygodnia zycia. Poniewaz celem pracy nie byla ocena skutkow zakazen AstV w badanych
stadach indykow i kur, a takie badania bytyby bardzo potrzebne i interesujace, obserwacje Pani
Magister nie odpowiadajg na pytanie, jakie straty przynosza zakazenia astrowirusowe.

Po krytycznej analizie opracowania, z nadzieja, ze uwagi i sugestie pomoga Autorce w
poprawieniu dysertacji przy jej publikacji, stwierdzam, iz Pani mgr Anna Jacukowicz wykazata
w pracy doktorskiej dobre przygotowanie merytoryczne do rozwiazywania postawionych
celow badawczych.

Recenzowana rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz w
pelni potwierdza ogolng wiedz¢ teoretyczng Doktorantki, a tym samym w pelni spetnia
wymagania stawiane tego typu opracowaniom okreslone w art.13 ust.1. Ustawy o stopniach
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 warto§ci poznawczej recenzowanej dysertacji
zwracam si¢ z wnioskiem do Wysokiej Rady Naukowej Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach o dopuszczenie

Pani mgr Anny Jacukowicz do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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