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Recenzja
pracy doktorskiej Pani mgr Olimpii Kursa
pt.:”Charakterystyka terenowych szczepow Mycoplasma synoviae w zakresie ich
genotypu oraz patogennosci w przebiegu Kklinicznych przypadkéw syndromu anomalii
wierzcholka skorupy jaj u kur”

Zakazenia wywotywane przez szczepy M. synoviae dotycza roznych gatunkéw drobiu,
w tym indykow oraz kur. Rezerwuarem tego patogenu jest ptactwo wolnozyjace, gtownie
bazanty, kuropatwy, perliczki oraz wréble. Infekcje, wystepuja w wiekszosci krajow w stadach
komercyjnych w, produkcji drobiarskiej, Rozprzestrzenianie si¢ zakazen jest na ogot bardzo
szybkie w obrebie jednej fermy oraz pomig¢dzy fermami. Najczesciej patogeny przenoszone sg
przez jaja i / lub rozprzestrzenione horyzontalnie przez drogi oddechowe, zwykle dotyczac
100% ptakéw, przy $miertelnosci ksztaltujacej si¢ na poziomie 10%.

Infekcje wywotane przez Mycoplasma synoviae u kurczat i indykéw w zwiagzku z
zapaleniem btony maziowej i / lub zapaleniem pgcherzykow ptucnych czgsto w polaczeniu z
infekcjami wirusowymi, takimi jak paramyksowirus 1 (APMV-1) czy zakazne oskrzeli.
Wywotywanego przez wirus IBV. Najrzadziej zakazenia wywotywane przez M. synoviae moga
mie¢ charakter ukladowy, powodujac wysickowe zapalenie btony maziowej; w stawach i
$ciegnach oraz zapalenie kaletki.

Anomalie dotycza rowniez wierzchotka skorupy jaj tzw. Egg Apical Abnormality
(EAA), powodujac znaczne straty ekonomiczne w stadach niosek jaj konsumpcyjnych. W
przebiegu syndromu nastgpuje zmniejszenie grubosci i1 gestosci skorupy na jej koncach.
Przypadki EAA byly czgsto potwierdzane w krajach europejskich glownie w Niemczech 1
Holandii, ale takze w Australii oraz Korei. Wielko$¢ produkcji jaj gdzie obserwowano EAA,
spadata z 86% do 79% w okresie 3 tygodni.

U ptakow czesto nie wystepuja jakiekolwiek objawy kliniczne, natomiast moze

nastapi¢ ogdlne obnizenie wielkosci produkcji i pogorszenie wskaznika wykorzystania paszy.



Patogenne szczepy M. synoviae roznig si¢ bardzo pod wzgledem zjadliwosci,
zmienno$ci antygenowe;j, oraz supresji odpornosci, a czynniki wirulencji obejmuja adhezyny,
sialidaze, tlenek azotu.

W  przedstawionej do oceny pracy doktorskiej podjeto badania obejmujace
kompleksowg charakterystyke wystepowania zakazen M. synoviae w stadach drobiu na terenie
calej Polski. W badaniach wykorzystano standardowe oraz molekularne techniki identyfikacji
drobnoustrojow. Nalezy podkresli¢, ze badania byly prowadzone w oparciu o aktualnie
obowigzujace metody diagnostyczne.

W $wietle obserwowanych istotnych strat ekonomicznych oraz wystepujacego
zagrozenia zwigzanego z tatwoscia transmisji czynnika zakaznego, podj¢cie przez Doktorantke
tematyki dotyczacej kompleksowej charakterystyki terenowych szczepow M. synoviae w
zakresie ich genotypowania oraz patogenno$ci u drobiu nalezy uzna¢ za trafne i w pelni
uzasadnione zardwno z poznawczego jak i1 aplikacyjnego punktu widzenia.

Przedstawiona do oceny praca doktorska liczy 131 stron tekstu, 27 tabel w tym 9
zawartych w zalgczniku pracy, 52 ryciny oraz streszczenie w jezyku polskim i angielskim.
Prac¢ konczy 6 wnioskow oraz wykaz 243 pozycji w wigkszosci anglojezycznego
pismiennictwa. Uklad pracy jest zgodny z wymogami Stawianymi pracom naukowym
wykonywanym na stopien doktora nauk weterynaryjnych. Obejmuje on przeglad
pismiennictwa, w ktorym Doktorantka przedstawia aktualny stan wiedzy dotyczacej
wystepowania zakazen wywolywanych przez M. synoviae u drobiu. W mojej ocenie jest to
poprawna analiza piSmiennictwa bgdacego inspiracja do podjecia badan bedacych tematem
zrealizowanej pracy doktorskiej, swiadczaca o0 dobrym przygotowaniu merytorycznym
Doktorantki.

Wstep pracy przedstawiony na 15 stronach, zawiera szczegoétowa charakterystyke
zakazen u drobiu wywolywanych przez mykoplazmy ze szczegdlnym uwzglednieniem
Mycoplasma synoviae. W tej czesci pracy Autorka skupita si¢ na ogélnej charakterystyce
mykoplazm, patogenezie zakazen z bardzo doktadnym omoéwieniem objawoéw zakazenia wraz
z prezentacja w postaci fotografii charakterystycznych zmian wywotywanych u ptakow w
stawach, ukt. rozrodczym, a takze w skorupie. W dalszej czg$ci wstepu Doktorantka prezentuje
kompleksowg charakterystyke metod diagnostyki zakazen wywolywanych przez szczepy M.
synoviae z wykorzystaniem klasycznych testow serologicznych (aglutynacji ptytowej, test
ELISA) oraz nowoczesnych metod molekularnych PCR w réznych modyfikacjach. W
koncowym podrozdziale wstgpu Autorka skupia si¢ na szczegdétowym omowieniu aktualnie
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dostepnych metod zwalczania infekcji M. synoviae u kur z wykorzystaniem réznych
chemioterapeutykdw w oparciu o aktualnie obowigzujace regulacje prawne, co nalezy ocenic¢
bardzo pozytywnie.

Doktorantka we wstepie pomiedzy podrozdzialem, w ktorym prezentuje klasyczne i
nowoczesne metody diagnostyki zakazen M. synoviae, a koncowym podrozdzialem
obejmujagcym metody zwalczania infekcji wywolywanych przez mikoplazmy umiescita
podrozdziat dotyczacy wykorzystania technik genotypowania w oparciu o okreslone geny w
tym gen vlhAw diagnostyce M. synoviae. W mojej ocenie bardziej profesjonalnie bytoby
umieszczenie zawartych informacji w podrozdziale 1.4. obejmujacych charakterystyke metod
diagnostyki mykoplazm, co niewatpliwie zwigzane jest bezposrednio z czes$cig dotyczaca
metod molekularnych. W obecnej formie ten podrozdziat 1.5. nie pasuje do ogdlnie przyjetego
schematu tematycznego wstepu.

Rozdziat ,,Cel pracy” przedstawiono bardzo syntetycznie, w ktérym zawarto trzy
glowne cele, dotyczace zakresu wystepowania zakazen M. synoviae u kur niosek na terenie
kraju, kompleksowa charakterystyke molekularng oraz okreslenie cech patogennos$ci
uzyskanych izolatow.

Oceniajac rozdziat ,,Materiat i metody” przedstawiony na 16 stronach wydruku
komputerowego, nalezy podkresli¢ precyzyjne przedstawiony zakres zaplanowanych do
realizacji badan uzupelniony rycinami oraz tabelami prezentujacymi poszczegélne etapy
prowadzonych przez Doktorantke badan. W pierwszej czgséci opisowej Autorka zaprezentowata
w sposob czytelny schemat pozyskiwania materiatu wraz z zalaczong w postaci ryciny mapa
Polski, na ktorej przedstawila ilosciowy rozktad liczebnosci ferm drobiu zlokalizowanych w
poszczegbdlnych wojewodztwach w kraju. W czesci eksperymentalnej Doktorantka bardzo
precyzyjnie przedstawia opis badan molekularnych z podzialem na izolacj¢ genomowego DNA
oraz technik PCR i RT-PCR z wyszczegolnieniem wybranych sekwencji starterow z
uwzglednieniem charakterystycznego dla M. synoviae genu vIhA. W dalszej czeSci prezentuje
schematy oraz metodyke kompleksowej analizy pokrewienstwa genetycznego uzyskanych
izolatow w oparciu 0 wybrane geny. W kolejnych podrozdziatach dysertacji zostat
przedstawiony schemat badan in vivo polegajacych na kontrolowanym zakazeniu zarodkéw
kurzych SPF oraz kur niosek. W tej czg$ci poza bardzo precyzyjnym opisem doswiadczenia
Autorka przedstawita rowniez metody potwierdzajace infekcje w ktorych uwzglednita badania
serologiczne (test aglutynacji ptytowej, test ELISA), badania histopatologiczne oraz
makroskopowe. Jestem przekonana, ze Doktorantka dobrze opanowata wykorzystywany w
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pracy warsztat badawczy, na co wskazuje szczegdtowy opis zastosowanych technik
pozyskiwania materiatu genetycznego oraz reakcji amplifikacji z wykorzystaniem starterow
swoistych dla badanych genoéw. Autorka w czgsci metodycznej dysertacji przedstawita
informacje dotyczace wykonywania autorskich testow ELISA, wykorzystanych w detekcji
zakazen M. synviae u drobiu. Opis zastosowanych technik nie budzi zastrzezen, a forma
przedstawienia umozliwia ich powtdrzenie oraz konfrontacj¢ z wynikami uzyskanymi przez
innych autoréw.

W celu wprowadzenia pewnych przejrzysto$ci sugeruj¢ uzupetlienie zawartych w
metodyce informacji o nastepujgce dane:
-Warto byloby wskaza¢ jakie parametry badz cechy uzyskanych od kur izolatow M. synoviae
brano pod uwage dokonujac wyboru sposrdd 129 zidentyfikowanych mykoplazm tylko 60,
jezeli w tabeli 5 str. 34 wykazano, ze pod wzgledem jako$ci sekwencji do dalszej analizy
kwalifikuje si¢ 56 szczepow.
-Podobnie w przypadku 9 szczepéw uzytych do zakazenia zarodkoéw kurzych rowniez warto
bytoby zaznaczy¢ jakie czynniki decydowaty o wybraniu wlasnie tych 9 szczepow, ktore
zaprezentowano w tab. 8 str. 38
- Takze przy zakazeniu kur niosek jak podaje Doktorantka uzyto dwa wybrane szczepy- jednak
nie podano informacji co zdecydowato, ze wtasnie te dwa zostaty wybrane do zakazenia.

Uzyskane przez Doktorantk¢ wyniki, przedstawiono na 38 stronach wydruku
komputerowego zarowno w formie opisowej jak i graficznej (9 tabel i 43 ryciny).
Uzupehieniem tej cze$ci pracy jest rowniez zalacznik zawierajacy dodatkowych 9 tabel
zamieszczonych na koncu dysertacji. Autorka potwierdzita wystepowanie zakazen
wywotywanych przez M. synoviae w stadach kur niosek na terenie catego kraju. Prewalencja
w latach 2010-2016, potwierdzona w konwencjonalnym PCR ksztattowata si¢ na poziomie od
11 do 45% i byta uwarunkowana okresem pobierania materiatu oraz zalezna od regionu Polski.
Autorka wykazata, ze w badanym okresie tylko w dwoch wojewodztwach (dolnoslaskim oraz
lubelskim) nie potwierdzono wystepowania M. synoviae w stadach kur niosek. Warto
zaznaczy¢, ze uzyskane w molekularnej diagnostyce rezultaty byty rowniez konfrontowane z
wynikami uzyskanymi w badaniach mikrobiologicznych. Z kolei analiza poroéwnawcza
zastosowanych przez Doktorantk¢ konwencjonalnych technik molekularnych PCR i RT-PCR
W odniesieniu do LAMP PCR potwierdzita zdecydowanie wyzszg efektywnos¢ technik
konwencjonalnych PCR, szczegblnie dotyczytlo to metody PCR w czasie rzeczywistym. W
mojej ocenie stanowi to warto§ciowy element ocenianej dysertacji 1 jednoczes$nie wskazuje na
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bardzo szeroki warsztat metodyczny Doktorantki. W dalszej czeSci Doktorantka przedstawia
kompleksowa analize filogenetyczna badanych izolatdow na podstawie genu VIhA, w ktorej
potwierdza wysokie podobienstwo (92-100%) szczepéw w typie genetycznym. Ponadto
wykazata Ona, ze najcz¢sciej wystepujacymi typami genetycznymi wsrod badanych izolatow
byty typy CiF.

W dalszej cze$ci rozdziatu Autorka prezentuje rezultaty badan nad patogennos$cia
wybranych szczepéw M. synoviae w odniesieniu do zarodkow kurzych Specific Free Pathogen,
oraz kur niosek. W obu eksperymentach potwierdzita Ona wyst¢gpowanie charakterystycznych
objawéw zakazenia na podstawie obrazu klinicznego zmian zarodkow kurzych oraz zmian
anatomo- i histopatologicznych obserwowanych w workach powietrznych i jajowodach.
Dodatkowym elementem potwierdzajacym kontrolg zakazenia byta ocena makroskopowa jaj
kur niosek z uwzglednieniem ich masy oraz wlasciwosci skorupy wykonanej metodg wzrokowa
oraz przy pomocy optycznej tomografii koherentne;j.

Zastosowanie przez Doktorantke tak wielu metod umozliwito precyzyjna diagnostyke
zakazen na tle M. synoviae, potwierdza réwniez Jej duze do$wiadczenie w realizowanych
badaniach, co oceniam bardzo pozytywnie.

Rozdziat ,,Dyskusja” stanowi poprawng analize¢ wynikow, w konfrontacji z danymi
aktualnego pismiennictwa. Na tej podstawie jestem przekonana o dobrej znajomosci przez
Doktorantke badanych zagadnien 1 prawidtowej konfrontacji wynikow uzyskanych w
badaniach wtasnych z wynikami uzyskanymi przez innych autoréw. Autorka, ustosunkowuje
si¢ do analizowanych wynikow i W sposob czytelny komentuje wlasne osiagnigcia,
przeprowadzajac podsumowania i sugestie dotyczgce znaczenia uzyskanych wynikow badan.

Uzyskane w dysertacji wyniki pozwolity Autorce na sformulowanie 6 wnioskow
zawierajacych cato$¢ zagadnien ujetych w przedstawionej do recenzji pracy. We wnioskach,
Doktorantka wskazuje na subkliniczny charakter zakazen M. synoviae u drobiu na terenie
Polski o prewalencji na poziomie ok. 30%. Doktorantka potwierdzita ponadto wystepowanie 9
typow genetycznych tego drobnoustroju na terenie naszego kraju, w ktoérych wystepuje
zroznicowanie w obrebie genu VIhA, co jak sugeruje Autorka moze by¢ efektem ewolucji
patogenu. We wniosku trzecim Doktorantka wysuwa hipotez¢ w zakresie wystgpowania
korelacji powtarzajacego si¢ motywu aminokwasow w regionie PRR bialkka MSPB, a
wystepowaniem tropizmu niektorych szczepéow M. synoviae do innych ukladow niz
lokomotoryczny wiaczajac w to ukt. rozrodczy czy zmiany w skorupie jaj u kur niosek. We
wniosku nr 4 Autorka potwierdza patogenno$¢ wykorzystanych szczepéw M. synoviae w
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stosunku do SPF zarodkow kurzych z wystegpowaniem charakterystycznych objawow
zakazenia. Natomiast wniosek nr 5 zawiera informacje o zrdznicowaniu w patogennosci
szczepOw wykorzystanych do zakazenia kur niosek w zakresie objawéw klinicznych, zmian
anatomo-patologicznych oraz wplywu na wybrane parametry nie$nosci oraz zmiany w budowie
skorupy jaj.

W ostatnim, szostym wniosku Autorka wskazuje, ze zmiany w budowie skorupy jaj z
objawami syndromu Anomalii wierzcholka skorupy (Egg Apical Abnormality— EAA) mogg
prowadzi¢ do obnizenia wskaznika wylggowosci lub strat jaj o cienkich skorupach. Z uwagi na
fakt, ze badania te byly tematem wczedniejszych licznych publikacji, wniosek szdsty nalezy
poming¢.

Rozdzial ,Literatura”, w ktérym Doktorantka przedstawita wykaz aktualnego
pismiennictwa zostal zaprezentowany w formie bardzo rozbudowanej na 14 stronach wydruku
komputerowego 1 zawiera ponad 240 pozycji aktualnego piSmiennictwa. Z uwagi na tak liczne
pozycje literatury warto byloby rozwazy¢ przedstawienie ich w formie przyporzadkowanych
im poszczegolnych numeréw, co znacznie ulatwi wyszukiwanie poszczegolnych pozycji
literaturowych z odpowiadajgcymi im cytowanymi w tekscie pracy.

Reasumujgc stwierdzam, ze przedtozona do recenzji dysertacja doktorska Pani mgr
Olimpii Kursa odpowiada warunkom okreslonym w art.13 ustawy o stopniach naukowych 1
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz. U.
nr 65, poz. 595, z pdzn. zm.), co upowaznia mnie do przedlozenia wniosku Wysokiej Radzie
Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego- Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach, o

dopuszczenie Pani mgr Olimpii Kursa do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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