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Ocena pracy doktorskiej mgranEweliny Szacawy
pt.. ,Wystepowanie zakzen Mycoplasma bovis w populacji bydta w Polsce oraz analiza
poréwnawcza metod badawczych” — wykonanej pod kidem prof. dr hab. Dariusza
Bednarka (promotora) i dr hab. Krzysztofa Niemczuykaf. nadzwyczajnego (promotora
pomochiczego) w Zaktadzie Chordb Bydta i Owieaftevowego Instytutu Weterynaryjnego
— Pastwowego Instytutu Badawczego w Putawach.
Recenz wykonano przyjmujc zlecenie, ktérym jest pismo Komisji DoktorskiepdR/
Naukowej z dnia 24.02.2016 r. (BRN-410/1/16), zgpdn Uchwad Rady Naukowej PIWet-PIB
podjeta w dniu 30.01.2013 r.

Zakaenia Mycoplasma bovis s waznym problemem epidemiologicznym i
czynnikiem ekonomicznym decycdigym o optacalngci produkcji w hodowli bydta. $
odpowiedzialne za ponad Y% zapalptuc cieht i miodego bydla. Straty ekonomiczne
wynikaja rowniez z trudnych do oszacowania skutkow zaakrow mlecznych. Izolacja
mykoplasm z przypadkdéw zapaletuc i stawow, take spojowek i przypadkowetritis oraz
mastitis potwierdza udziat patogenu w stratach ekonomidarwgnikagcych z zachorowa
rowniez u starszych kréw. Te okoliczém czyna waznym i bezwzgtdnie koniecznym
ustalenie stopnia udziatu zaled mykoplazmami w hodowli bydta w kraju.

W tematylk szacowania skali zagrenia stad bydta skutkami zaled mykoplazmami
wpisuje s¢ przedi@ona do oceny praca doktorska mgrz.inEweliny Szacawy pt.:
~Wystepowanie zakzen Mycoplasma bovis w populacji bydla w Polsce oraz analiza
poréwnawcza metod badawczych” — wykonana w Zak&dZhorob Bydia i Owiec
Parstwowego Instytutu Weterynaryjnego —nBavowego Instytutu Badawczego w Putawach
pod kierunkiem prof. dr hab. Dariusza Bednarkarfmtora) i dr hab. Krzysztofa Niemczuka,
prof. nadzw. (promotora pomocniczego).

Prag stanowi 96-stronicowe opracowanie wynikow hadeealizowanych w ramach
projektu Narodowego Centrum Nauki pt. ,\Wysbwanie oraz charakterystyka molekularna
zakaen Mycoplasma bovis u bydta w Polsce” nr 2013/09/N/NZ7/02158 (2014-@01

Opracowanie zostato przygotowane wedtug klasyczreggsobu opisu baflaobejmujcego

podziat tréci na 10 rozdziatdw, ktore stanawiwskp, cel pracy, materiat i metody, omdwienie
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wynikéw, dyskusja, wnioski, streszczenia (azyku polskim i angielskim), pmiennictwo (124
pozycje) oraz aneks z trzema tabelami zawdeyani informacje o liczbie pobranych probek, pol$kic
izolatachM. bovis zarejestrowanych w bazie GenBank oraz ziméci antygenowej polskich izolatéw
terenowych ze szczepem wzorcowym. Dokumentagjnikdw analiz stanowi 28 rycin oraz 21 tabel
zamieszczonych w pracy.

W rozdziale ,Ws¢p” znajduje s¢ ogllna charakterystykilycoplazma bovis, krotki
opis jej znaczenia epidemiologicznego, mechanizm@awoju zakaenia, predylekcji
narzdowej i objawow klinicznych, metod i technik diagyki zakaen oraz ich leczenia.

Kluczowymi uwagami uzasadnigymi cel podgtych bada jest wskazanie na brak
szerszych danych nad wggbwaniem patogenu w kraju oraz molekularnegarmabwaniem
szczepow terenowych. Wobec znaczenia ekonomicznegjezen dla hodowli oraz
perspektywy wykorzystania wynikbw w programach oggaania ich skutkow, okgeenie
skali problemu, wskazanie skuteczoio metod monitoringu i stopnia ich pazania z
klinicznymi zachorowaniami bydta mpa uzné za ambitny i istotny problem badawczy.

W rozdziale ,Materiat i metody” opisano sposéb avigacji bada z podziatem na
etapy, zasady typowania stad i zwigrzod ktérych pobierano prébki, rodzaje materiatu
badawczego oraz podano szczegétowy opis zastosatvangtod badadiagnostycznych. W
ich charakterystyce zwraca uweagie tylko precyzja opisu procedur, ale réwnieo wane -
kryteria rozstrzygania o wyniku. Caty rozdziat (s20-34) wraz ze szczegoétowym opisem
metod bad& molekularnych i metod statystycznego opracowanjmikéw wskazuje na
bardzo dobre opanowanie umeigjosci ,warsztatowych” doktorantki, tak niezttnych w
realizacji bada epidemiologicznych.

W rozdziale ,Wyniki” (str. 35-62) znajdujemy szczdgwy opis wynikOw pierwszego
etapu bada serologicznych i oceny prewalencji uwadhiajacy zr@nicowanie regionalne
oraz opis rezultatbw drugiego etapu hadarowadzonych w stadach podejrzanych o
zak&enie. Uwzgédniono w nim informacje z badanetod, ELISA na obecngci przeciwciat
i przypadkach wykrycia antygenu oraz poroéwnawczateskznych izolacji patogenu. W
dalszej cgsci rozdziatu przedstawiono wyniki batlanolekularnych nad zédicowaniem
gatunkowym izolowanych mykoplazm i wgpbwaniem spokrewnionej z ninireaplasma
diversum, czstaicia koinfekcji, analizy filogenetycznej szczepdycoplasma bovis oraz ich
spokrewnienia ze szczepami izolowanymi w innychdata Ostatnim elementem opisu jest
analiza statystyczna stopnia zgofiriomiedzy wynikami uzyskanymi z zastosowaniem

wykorzystanych w badaniach metod diagnostycznyde ar zarejestrowanymi objawami
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klinicznymi. Catg¢ rozdziatu prezentuje konsekwentnie realizowanyepseiusz” analiz
zmierzajcych do ustalenia odpowiedzi na pytania wynikajz celu bada

W  podgtej dyskusji (str. 63-73) doktorantka podiee unikatowd¢
przeprowadzonych baflav skali kraju i naéwiecie, zwracajc uwag na fakt,ze dotychczas
nie przeprowadzono baflanad ocen przydatnéci oraz zbienosci wynikow uzyskanych w
badaniach serologicznych, mikrobiologicznych, malaknych i klinicznych. Zwraca uwag
na dokonujce sk zmiany w kryteriach interpretacji wynikow uzyskimgah w técie ELISA,
a w konsekwencji rinice w ocenie prewalencji. Podkl®, ze mimo obecnéi przeciwciat,
wykazanie obecrigi patogenu nie zawsze ikary st powodzeniem. Uzasadnia okolicZob
powstania takich niepowodizeWskazuje na estas¢ przypadkow koinfekcji w zakaniach
mykoplazmowych uktadu oddechowego, fakt wspotob&tnov wymazach zaréwno
szczepoOw saprofitycznych i warunkowo chorobotwoctzpraz podobigstwa i r@nice w
odsetku chorobotworczych gatunkéw mykoplazm izoloyeh w badaniach wiasnych i na
swiecie. Uwzgtdniajac w dyskusji rozbignosci w niektérych wynikach badawtasnych i
opisanych w gimiennictwie, wskazuje na ich move przyczyny. Wymienia rinice w
rodzaju materiatu pobieranego do badakrobiologicznych, wieku, ogélnym stanie zdrowia
i regionalnym zréanicowaniu sytua@j epizootyca, jako potencjalnych czynnikach
odmienndci w obserwacjach, co przemawia za ,dojrdalg’ naukows doktorantki i
swiadomdaci istnienia duej zmiennéci w badaniach biologicznych. Istotnym elementem
dyskusji @ teoretyczne rozwania nad prawdopodobnym mechanizmem mutacji
wykazanych w olatbie genuuvrC oraz ich skutkami dla interpretacji wynikow uzgskch z
zastosowaniem metod PCR tego fragmentu genomu. #&eazwake specyfik
.Koegzystencji” patogenu w zamnym organizmie z mechanizmami obrony
immunologicznej oraz nuiwy wptyw stadiéw rozwoju zakeenia i okresowego siewstwa na
wyniki bada diagnostycznych. Podejnagj dyskusg nad wynikami uzyskanymi géymi
metodami hierarchizuje skuteczdometod mikrobiologicznych i molekularnych wzdém
wynikow testu ELISA dla przeciwciat i badania obedi antygenu. Doktorantka stwierdza
rowniez, ze pozytywny wynik badania metoda PCR/DGGE Iub ELISA okrélania
obecndci przeciwciat antyMycoplasma bovis w powiazaniu z objawampneumonii, arthritis
lub mastitis zwigksza poprawn diagnozy wskazggpej na aktywne zakanie. W
podsumowaniu ostémie wskazuje na konieczéiowykonywania kompleksowej diagnostyki
z wykorzystaniem bada molekularnych i serologicznych, co wynika z

niepatognomonicznego charakteru za#a i ich specyfiki. Rzeczow& i aktualndé
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przeprowadzonych baflapotwierdzag publikacje, na ktore powotuje ¢sidoktorantka w
dyskusji, wéréd ktorych znajduj sie pozycje kluczowe i bardzo aktualne.

Opisane efekty badadoktorantka podsumowatagpioma rozgdnie sformutowanymi,
rzeczowymi i wywaonymi wnioskami.

Wystepujac w roli recenzenta przedionego opracowania clicpodkréli¢ jasno
sprecyzowane cele, mima iprzedstawiono je w formie kilku akapitbw poprzedych
wprowadzeniem. Kolejne etapy analizy wynikow i iopis odzwierciedlaj konsekwentne
poszukiwanie odpowiedzi na pytania zmane z narzuconym sobie kierunkiem kadao
poznawczych i praktycznych agnie¢ wynikajacych z przeprowadzonych badaalery
zaliczyt:

- ocere prewalencji Mycoplasma bovis w stadach bydla na terenie kraju z
uwzgkdnieniem specyfiki regionalnej;

- rzeczywisty odsetek przypadkéw zakaonych skuteczn izolach patogenu z
wykorzystaniem rénych metod diagnostycznych i stopiéch zwiazku z podejrzeniem
zakaenia na podstawie objawdw klinicznych;

- poszerzenie rejestru izolatow terenowydlycoplasma bovis w bazie GenBank o
warianty pochodee z przypadkéw odnotowanych w kraju;

- zwrécenie uwagi na istnienie mutacji nawet w kardtonserwatywnych rejonach
genomuMycoplazma bovis, mogicych ograniczaskuteczné¢ diagnostycza metod PCR,;

- wskazanie najeZgciej izolowanych szczepdw patogenu, adaj Szans na
uaktualnienie szczepow szczepionkowych i pograkutecznéci profilaktyki swoistej.

Z obowizku recenzenta musavskazaé na dwa aspekty, ktére bylty przedmiotem
uwagi doktorantki, lecz nie znalazty odzwierciedéem analizach. Pierwszym z nich jest
wskazanie na konieczfopowtarzania badapopulacyjnych seroprewalencji wynikej ze
zmian kryteriow interpretacji wynikdw (przez produnta zestawoOw diagnostycznych)
uzyskiwanych w tecie ELISA. Sledzic zakres przeprowadzonych badadze, ze byt on
wystarczajcy, aby rOwnie na podstawie wlasnej bazy danych ustosunkowsia do
obowigzujacych kryteribw oceniag czuta¢ i specyficzné¢ metody. Druga uwaga dotyczy
mozliwosci wykorzystania zarejestrowanych objawéw klinicenycelem wskazania lub
zanegowania interakcji mdzy nimi a wykryciem patogenu i poziomem przeciwcia
(przyrostem gstasci optycznej prébki wzgdem wzorca). Jako kryterium statystyczne
rozstrzygajce w sugerowanych analizach propenyjregresj logistyczra. Obie uwagi w
niczym nie umniejszajjednak, jakéci przygotowanego opracowania, lecz wskazygko

mozliwe do wykorzystania przy przygotowywaniu publikac



Przedstawione opracowanie wykonanych badan oceniam bardzo wysoko, a kierujac
si¢ niezaprzeczalng warto$cig merytoryczna i aplikacyjna badan wnioskuje we wiasciwym
etapie przewodu doktorskiego o wyrdznienie pracy stosowng nagroda.

Podsumowujac ocen¢ pracy doktorskiej, doceniajgc zakres i wnikliwosé badan,
stopien trudnosci nakre§lonych celow badan, a takze wkiad pracy w przygotowanie
opracowania stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Eweliny Szacawy pt.
. Wystepowanie zakazen Mycoplasma bovis w populacji bydta w Polsce oraz analiza
porownawcza metod badawczych” spelnia warunki okreslone w ustawie o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65 poz.
595 z 2003 r., ze Zmianami w Dz.U. z 2005 r.) oraz § 6 Rozporzadzenia Ministra Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego z dnia 22 wrze$nia 2011 r. w sprawie szczegolowego trybu i
warunkéw przeprowadzania czynnoSci w przewodach doktorskich, w postgpowaniu
habilitacyjnym oraz w postegpowaniu o nadaniu tytutu profesora (Dz. U. Nr 204, poz. 1200).

W zwigzku z powyzszym przedktadam Wysokiej Radzie Naukowej Panstwowego
Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach wniosek o

dopuszczenie mgr inz. Eweliny Szacawy do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Dr hab. n. wet. ek Gehrke
prof. nadzw. UP w Poznaniu




