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OCENA rozprawy doktorskiej
mgr Olimpii Kursy pt.: ,,Charakterystyka terenowych szczepow Mycoplsama synoviae w
zaKresie ich genotypu oraz patogennosci w przebiegu klinicznych przypadkow
syndromu anomalii wierzcholka skorupy jaj u kur” wykonanej pod kierunkiem

naukowym dr hab. Grzegorza Tomczyka, prof. nadzw. oraz dr Katarzyny Dudek

Recenzje wykonano realizujagc uchwale Rady Naukowej Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego-Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach podjeta w dniu 15. 04.
2015 r., na podstawie maszynopisu pracy, przestanego przez przewodniczacego Komisji
Doktorskiej, prof. dr hab. Dariusza Bednarka (pismo BRN-410/11/17 z dnia 24.10.2017 r.).

Przedstawiona do recenzji praca dotyczy bardzo interesujacego zagadnienia jakim bez
watpienia sg zakazenia drobiu drobnoustrojami z rodzaju Mycoplsama. Zakazenia te stanowig
istotny ogolnoswiatowy problem epidemiologiczny i ekonomiczny w produkcji drobiarskiej.
Wielkotowarowa produkcja, czesto z nadmiernym zaggszczeniem drobiu oraz
nieodpowiednimi warunkami srodowiskowymi w obiektach produkcyjnych, jak tez hodowle
wielopokoleniowe sprzyjaja rozprzestrzenianiu si¢ zakazen mykoplazmami. Dodatkowo,
szczegblne wihasciwosci mykoplazm, jak tropizm do komorek btony S$luzowej uktadu
oddechowego, predylekcja do kolonizacji narzadu rozrodczego (jajnika i jajowodu) i uktadu
lokomotorycznego, destabilizacja funkcji uktadu immunologicznego (immunosupresja) oraz
pionowa transmisja drobnoustrojow sprawiaja, ze zapobieganie zakazeniom nie jest procesem
tatwym.

Sposrod wielu gatunkéw mykoplazm  jakie wystgpuja u ptakow, Mycoplasma
synoviae (MS) obok Mycoplasma gallisepticum (MG) i M. meleagridis (MM) stanowi
najwazniejszy czynnik etiologiczny mykoplazmozy drobiu. Do tej pory zakazenia
powodowane przez MS awiopatolodzy wigzali najczesciej z zapaleniem stawow i pochewek

sciggnowych nog ptakow (szczegolnie kurczat brojleréw). W ostatnich latach obserwacje
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kliniczne i prowadzone badania potwierdzity istotng role M. synoviae w dysfunkcji uktadu
oddechowego oraz wystepowaniu anomalii w budowie skorupy jaja, okreslane jako syndrom
anomalii wierzchotka skorupy jaj (ang. Eggshell Apex Abnormalities — EAA). Do tej pory
jednak nie wyjasniono doktadnie patogenezy syndromu EAA, wiadomo natomiast, ze straty
powodowane wysokim odsetkiem wadliwych jaj w stadzie niosek mogg siega¢ nawet 25%.

W dostgpnej literaturze, réwniez polskiej, stwierdza si¢ doniesienia 0
rozprzestrzeniania si¢ zakazen M. synoviae u drobiu, lecz do tej pory w kraju nie prowadzono
badan w zakresie charakterystyki molekularnej terenowych szczepdéw. Nie okre§lano rowniez
pokrewienstwa genetycznego czy patogennosci izolatéw pozyskanych z uktadu rozrodczego
niosek, tym z przypadkow zaburzen w budowie skorupy jaj wskazujacych na syndrom EAA.
Biorac powyzsze pod uwage szczegdlnie wysoko nalezy oceni¢ wybdr tematyki badawczej
dysertacji. Dotyczy ona problemu deficytowego, o duzym znaczeniu praktycznym, jak
rowniez niezwykle interesujagcego z naukowego punktu widzenia. Pragng przy tym
podkresli¢, ze zaplanowane badania byty prowadzone w renomowanym osrodku naukowym
pod kierunkiem profesora Grzegorza Tomczyka, ktory jest nieckwestionowanym specjalista W
obszarze zakazen drobiu mykoplazmami.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska jest oprawionym wydrukiem
komputerowym formatu A4 ztozonym z 131 stron. Uklad pracy jest typowy dla dysertacji
doktorskich w dziedzinie eksperymentalnych nauk z zakresu medycyny weterynaryjnej i
zawiera 10 uporzadkowanych, objetosciowo zrownowazonych rozdziatoéw. Podkresli¢ nalezy
obszerny material dokumentacyjny wynikow sktadajacy si¢ z 18 tabel i 52 kolorowych rycin,
ktore zostaly zamieszczone w tekscie odpowiednich rozdziatow oraz starannie dobrane
cytowane piSmiennictwo. Dokumentacje uzupetnia rozdziat 10, ktory jest zestawieniem 9
zatgcznikow w formie tabelarycznej stanowigcych uzupetnienie danych wykorzystanych do
analizy filogenetycznej szczepéw Oraz zamieszczony na wstepie pracy wykaz skrotow i
oznaczen stosowanych w pracy. Praca napisana jest bardzo starannie, zwigztym i
zrozumialym jezykiem.

We wstgpie do pracy Autorka w oparciu o aktualny przeglad piSmiennictwa,
poprawnie i czytelnie przedstawia problem naukowy powigzany z podj¢tymi badaniami.
Wykazata, ze dotychczasowa wiedza na temat roli Mycoplasma synoviae w patologii Kkur,
szczegblnie uktadu rozrodczego niosek jest niepelna i1 fragmentaryczna a coraz szersze
spektrum patogennego oddziatywania u kur niosek skutkuje nie znanym do tej pory
przebiegiem klinicznym choroby (jak syndrom EAA) oraz duzymi stratami ekonomicznymi w

sektorze produkcji jaj. Obserwacje te stanowity dobrg motywacje i podstawe podjecia decyzji
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do realizacji wtasnych badan. W mojej ocenie wstep jest zwieztg i poprawnie skomponowang
czgscig pracy, dobrze wprowadzajaca czytajacego w catos¢ zagadnien bedacych przedmiotem
badan.

Zgodnie z wilasng, dobrze przemyslang koncepcjg Doktorantka jasno sprecyzowata cel
pracy obejmujacy trzy obszerne zadania, ktorych procedur¢ wykonania przedstawita w
rozdziale materiat i metody. Doktorantka przeprowadzita:

- zakres badan terenowych celem okreSlenia wystepowania zakazen M. synoviae w
stadach kur niosek 0 rdéznym statusie zdrowotnym (lgcznie przebadata 906 stad) a takze
utworzenia kolekcji szczepow M. synoviae stuzagcych do dalszych badan;

- szeroki zakres badan laboratoryjnych obejmujacy badania mikrobiologiczne
(hodowlane), badania molekularne potwierdzajace obecno$¢ materialu genetycznego M.
synoviae a takze charakterystyke genotypowa izolatow- czyli charakterystyke molekularng
terenowych izolatow, a takze

- badania eksperymentalne na zarodkach kurzych SPF oraz kurach nioskach celem
okreslenia patogenno$ci wybranych szczepéw M. synoviae, pozyskanych z przypadkow
zaburzen w budowie skorupy jaj wskazujacych na syndrom EAA.

Uwage zwraca nowoczesna 1 roznorodna metodyka, poczawszy od badah
mikrobiologicznych (tj. hodowli mykoplazm) poprzez PCR konwencjonalny i LAMP PCR
(wykrywanie genu vlhA) i real-time PCR (wykrywanie regionu mi¢dzygenowego 16S-23S
rRNA) az do analizy filogenetycznej fragmentu genu VIhA (okre$lenie pokrewienstwa
genetycznego szczepow M. synoviae). Metody prowadzonych badan, w opinii recenzenta, nie
budzg zastrzezen 1 sa w pelni wystarczajace do realizacji postawionych celow a zakres
wykonanych badan $§wiadczy o dobrym opanowaniu przez Doktorantke nowoczesnego
warsztatu badawczego. Podkresle jeszcze uporzadkowane i czytelne przedstawienie przebiegu
realizowanych kolejno zadan badawczych.

Rozdziat ,,Wyniki” jest najobszerniejszym fragmentem ocenianej pracy, stanowi 38
stron maszynopisu tacznie z 34 rycinami i 18 tabelami. Z klinicznego punktu widzenia
interesujace sg wyniki przedstawiajace informacje o rozprzestrzenieniu zakazen M. synoviae
w stadach kur Polsce. W oparciu o badania molekularne (real-time PCR) Doktorantka
wykazala obecno$¢ materiatu genetycznego M. synoviae w 265 (29%) badanych stadach, przy
czym materiat genetyczny pochodzit najczesciej z uktadu oddechowego. W badaniach metoda
PCR potwierdzita obecno$¢ specyficznego dla M. synoviae genu viIhA w 202 stadach (22%),
za$ w metodzie LAMP wykazata 227 stad dodatnich (25%). Najwiecej stad kur zakazonych

M. synoviae Autorka stwierdzita na terenie wojewodztwa mazowieckiego (100 stad),
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kujawsko-pomorskiego (27 stad) i wielkopolskiego (21 stad), czyli tam gdzie koncentracja
ferm drobiu jest najwyzsza.

W odniesieniu do wybranych 60 szczepow sposrod 129 zidentyfikowanych jako M.
synoviae w latach 2010-2016 Doktorantka okreslita pokrewienistwo genetyczne w oparciu o
analiz¢ filogenetyczng fragmentu genu vIhA. Oryginalnym osiggnieciem Autorki jest
opracowanie drzewa filogenetycznego dla szczepéw wilasnych M. synoviae jak tez
pokrewienstwo genetyczne migdzy polskimi szczepami I zamieszczonymi uprzednio w bazie
danych GenBank. Autorka wykazala, ze szczepy wilasne M. synoviae nalezaty do 9 typow
genetycznych oznaczonych od A-I, wedlug klasyfikacji opisanej przez Dijkmana i wsp.
(2014), przy czym najliczniejszymi byty typ F (20 szczepow) i typ C (11 szczepow). W
obrebie najliczniejszego genotypu F znalazto si¢ oprocz 20 szczepow wiasnych Doktorantki
takze 8 zdeponowanych w bazie danych GenBank. Szczepy te wykazywaty 91-100%
podobienstwa wzgledem siebie. Byly to izolaty uzyskane z wymazéw z jamy nosowo-
gardtowej, z tkanek uktadu rozrodczego jak réwniez z przypadkéow klinicznych syndromu
EAA odnotowanego w Holandii, we Wloszech czy Korei Poludniowe;.

Charakteryzujac patogenno$¢ wybranych szczepéw M. synoviae Doktorantka
wykazala, ze byly one patogenne dla zarodkéw kurzych SPF - wywotywaty u nich spadek
masy ciala i zmiany anatomopatologiczne charakterystyczne dla zakazen mykolazmami.
Natomiast w doswiadczeniu przeprowadzonym na 24 tyg. kurach nioskach, eksperymentalnie
zakazonych Doktorantka wykazata istotny wptyw M. synoviae na uktad rozrodczy kur niosek
(na ten eksperyment uzyskata zgod¢ Lokalnej Komisji Etycznej). Oba szczepy uzyte do
zakazen powodowaly objawy ze strony uktadu oddechowego z obecnos$cig ropnej wydzieliny
w szparze podniebiennej oraz zmetnienie workow powietrznych. W badaniu sekcyjnym
zmiany patologiczne notowano u wszystkich ptakow glownie w uktadzie rozrodczym w
postaci: rozszerzenia grzbietow fald magnum jajowodu, obecnosci pecherzy z ptynem
surowiczym w btonie $luzowej kielicha jajowodu, drobnych ognisk zapalnych wraz z
pergaminowoscig blony §luzowej macicy oraz u 1 kury obecno$¢ jaja ze zdeformowanym
wierzchotkiem. Cennym uzupelnieniem do obserwowanych objawdéw klinicznych i zmian
patologicznych, zaréwno z naukowego jak tez klinicznego znaczenia, sa wyniki badan
mikrobiologicznych  (reizolacja mykoplazm) serologicznych (okreslenie obecnos$ci
specyficznych przeciwcial dla M. synoviae), oraz histopatologicznych  jajowodow
zakazonych kur niosek. Bogata dokumentacja fotograficzna z tego zakresu badan wiaczona
do tego rozdzialu wraz z pelnym opisem wynikow $wiadczy o przemyslanym i
profesjonalnym podejsciu Doktorantki do przedstawienia swoich osiagni¢¢. Bardzo duza
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warto$¢ posiadajg réwniez przedstawione wyniki oceny zmian makroskopowych jaj
znoszonych przez zakazone nioski. Pierwsze jaja ze zmianami typowymi dla syndromu EAA
pojawily sie¢ migdzy 14 a 21 dniu po zakazeniu, a ich odsetek byt stosunkowo wysoki — na
poziomie 24,5% (dla szczepu 146-3J/15PL) i 26,5% (dla szczepu GK1/15PL). | w tym
przypadku opis zmian skorupy jaj Autorka wzbogacita zdjeciami, ktore w sposéb czytelny
obrazuja anomalie w budowie skorupy jaj w nastgpstwie zakazenia kur niosek M. synoviae.
Ponadto, do oceny zmian w gestosci skorupy jaj z anomaliami wskazujacymi na EAA
wykorzystata metode optycznej tomografii koherentnej (OTC). Sg to badania nowatorskie i
unikatowe na skale §wiatowg. Dopelnieniem cato$ci obserwacji przebiegu eksperymentalnego
zakazenia kur niosek M. synoviae jest przeprowadzona przez Doktorantke analiza
statystyczna wybranych parametrow produkcyjnych, w tym poziomu nie$no$ci, masy jaj i
oceny makroskopowej jaj, wykonana z zastosowaniem testu chi-kwadrat (inaczej test
Pearsona).

Chce podkresli¢, ze wszystkie wyniki uzyskane przez Doktorantke posiadaja duza wartosé
naukowg 1 praktyczng dlatego powinny zosta¢ jak najszybciej opublikowane, bo tylko w ten
sposob wzbogaca wiedzg szerokiego grona awiopatologdw, ktorzy na co dzien borykajg si¢ z
problemami mykoplazmozy w stadach drobiu. Nie do przecenienia jest tutaj wspominana
dokumentacja fotograficzna.

Poprawnie napisana dyskusja dowodzi znajomo$ci zagadnienia i piSmiennictwa. W
tym rozdziale Autorka cytujac dane pismiennictwa stara si¢ odnies¢ uzyskane wyniki badan
wiasnych do rezultatéw innych autoréw. W kilku punktach podkresla oryginalno$¢ podjetych
przez siebie tematdéw i uzyskane wyniki wykazujac si¢ sporg wiedza na temat dotychczas
wykonanych prac innych badaczy. Szczegolnie interesujaca i aktualna jest dyskusja w
zakresie charakterystyki molekularnej szczepéw M. synoviae wystepujacych w stadach kur
réznych regionéw $wiata, takze polemika na temat korelacji pomigedzy zréznicowaniem
genetycznym izolatow a ich patogennoscig dla kur niosek, w tym szczegélnie tropizm do
uktadu rozrodczego niosek, skutkujacy wieloma waznymi aspektami w produkcji drobiarskiej
(w tym réwniez na rozw6j embrionalny i postembrionalny zarodkow). Doktorantka sprawnie
konfrontuje tez wyniki najcenniejszych badan wilasnych z zakresu zmian patologicznych
(makro-i mikroskopowych) w obrebie jajowodu zakazonych niosek, w tym nowatorskie na
skale $wiatowg badania skorupy jaj zmienionych przebiegiem syndromu EAA
przeprowadzone metoda optycznej tomografii koherentnej wykazujac si¢ przy tym sporg

wiedza.

Prof. dr hab. Alina Wieliczko: Ocena rozprawy doktorskiej lek. wet. Olimpii Kursy: ,,Charakterystyka terenowych szczepdw
Mycoplasma synoviae w zakresie ich genotypu oraz patogennosci w przebiegu klinicznych przypadkéw syndromu anomalii
wierzchotka skorupy jaj u kur”



Na zakonczenie pracy Doktorantka formutuje 6 wnioskéw, ktorych tres¢ jest dobrze
udokumentowana uzyskanymi rezultatami.

Obowiazki recenzenta w zakresie uwag krytycznych recenzowanej rozprawy
doktorskie sa generalnie znikome. Uwazam np. ze pod rycinami zamieszczonymi we wstepie
brakuje podpisu czyjego autorstwa sa zamieszczone zdjecia (ryciny 1-5) czy tez bledny jest
zapis w jezyku angielskim slowa "streszczenie" w naglowku na str. 108 1 109 (jest:
"Summery" powinno by¢ "Summary"). Ponadto drobne bledy literowe zaznaczono w
maszynopisie pracy.

Podsumowujac stwierdzam, ze oceniana praca doktorska mgr Olimpii Kursy dotyczy
interesujacego, zarowno z naukowego (poznawczego) jak i praktycznego punktu widzenia,
problemu jakim jest zakazenie kur Mycoplasma synoviae, w szczegolnosci tropizm do ukladu
rozrodczego kur niosek 1 zdolnos¢ wywolywania syndromu anomalii wierzchotka skorupy jaj.
Dysertacja ta stanowi nowatorskie rozwiagzanie problemu naukowego i w pelni potwierdza
wiedze teoretyczng Doktorantki. Zostata wykonana metodycznie poprawnie, z zastosowaniem
nowoczesnych metod badawczych, a uzyskane wyniki moga mie¢ duze znaczenie praktyczne
w ochronie zdrowia ptakow. Na uwage zastuguje nie tylko ogrom wlozonej pracy w realizacje
wszystkich zadan, ale tez umiejetnos¢ planowania oraz wlasciwej analizy 1 dyskusji nad
uzyskanymi wynikami. Na tej podstawie stwierdzam, ze praca doktorska Pani mgr Olimpii
Kursy pt.: ,Charakterystyka terenowych szczepow Mycoplsama synoviae w zakresie ich
genotypu oraz patogenno$ci w przebiegu klinicznych przypadkéow syndromu anomalii
wierzcholka skorupy jaj u Kkur” spelnia wymogi stawiane dysertacjom doktorskim
okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (DZ. U. z 2014 r., poz. 1852 ze zm. W
Dz. U. z 2015 r. poz. 249) i przedktadam Komisji Doktorskiej Rady Naukowej Panstwowego
Instytutu  Weterynaryjnego-Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach wniosek o
dopuszczenie Doktorantki do dalszych' etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie,

uwzgledniajac osiagniete wyniki i ich przydatnosé¢ w celach poznawczych i praktycznych

ity
rof. céh/gg'ab. Alfn‘%ielicz 0

WNosz¢ 0 wyrdznienie pracy stosowng nagroda.
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