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Podstawe formalng recenzji stanowi pismo z dnia 17 pazdziernika 2024 r. zgodne z
uchwatg Rady Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego-Panstwowego Instytutu
Badawczego w Putawach, podjeta w dniu 26. 10. 2018 r oraz Ustawa z dnia 14 marca 2003 r.
o0 stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (tj. Dz. U. z 2017 r.,
poz. 1789).

Gesi stanowia wazny element przemystu drobiarskiego, sa one bowiem zrodtem bardzo
cenionego przez konsumentéw migsa charakteryzujacego si¢ duza kalorycznos$cia i wysoka
zawartos$cig biatka. Z kolei tluszcz gesi zawiera liczne nienasycone kwasy thuszczowe. Chow
gesi dostarcza ponadto innych produktoéw, takich jak puch czy pierze, ktorego Polska jest
eksporterem. Polska przy poglowiu gesi wynoszacym okoto 10 mln sztuk jest waznym graczem

na swiatowym rynku gesiny, o czym $wiadczg dane eksportowe — wraz z Wegrami jesteSmy



europejskim liderem oraz zajmujemy trzecie miejsce w $wiecie pod wzgledem produkcji migsa
tego gatunku ptakow. Znakiem rozpoznawczym krajowej produkcji gesiny, jest odchowywana
w specjalnych warunkach tuczu tzw. polska ge$ owsiana. Z powyzszych wzgledéw wazne jest
nie tylko zapewnienie ptakom wysokiego dobrostanu gwarantujacego dobre wyniki
produkcyjne, ale rowniez poznanie etiopatogenezy chorob dotyczacych tego gatunku ptakow,
a w szczegolnosci choréb zakaznych prowadzacych do duzych strat ekonomicznych.
Uwzgledniajac powyzsze oraz wazng role jaka w patologii drobiu odgrywaja zakazenia
wirusowe, w tym immunosupresyjne, wysoko oceniam tematyke podjetych przez Doktorantke
badan.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska przygotowana zostala w formie
obszernej monografii i ma uktad typowy dla tego rodzaju opracowan. Zawarta zostata na 248
stronach (wliczajac wykaz skrotow, ryciny, tabele i ich opisy oraz streszczenia). Pracg
wzbogaca tacznie 36 rycin oraz 49 tabel, ktore zdecydowanie poprawiaja jej odbior. Dotyczy
to w szczegdlnosci tabel 20-49, w ktorych znajduje si¢ klarowne zestawienie mutacji
stwierdzonych w analizowanych fragmentach gendéw oraz substytucji aminokwasowych w

kodowanych przez nie biatkach.

Ewaluowane opracowanie rozpoczyna wykaz skrotow stosowanych w pracy, co
oceniam pozytywnie. W wykazie tym znajduja si¢ wyjasnienia wigkszosci stosowanych w
dysertacji skrotow. Zwracam uwagg jednak, ze nie wszystkie z nich zostaty prawidlowo
rozwini¢te. Dla przyktadu znajdujace si¢ na stronie dziewiatej rozwinigcie skrotu ,,SPF”
wyjasnione jest jako ,,wolne od patogendéw”, gdzie w rzeczywistosci skrot ten oznacza ,,wolne

od specyficznych (konkretnych)” patogenow (Specific Pathogen Free).

Bardzo obszerny, poniewaz zawarty na 41 stronach, rozdzial ,,Wstgp” stanowi dobre
wprowadzenie czytelnika w problematyke pracy i podzielony zostat na podrozdziaty, z ktorych
pierwszy charakteryzuje ge§ domowa jako gatunek drobiu, jej znaczenie kulturowe i
historyczne oraz obecne znaczenie dla rynku drobiarskiego w kraju. Nastepnie Doktorantka
przechodzi do charakterystyki opisu gtownego celu badan jakim sg dwa gatunki wiruséw —
polyomawirus ggsi oraz cirkowirus ggsi. W podrozdziatach tych Doktorantka bardzo
szczegotowo opisuje klasyfikacje taksonomiczng wiruséw, budowe ich genomu oraz role
poszczegdlnych gendéw, a takze wystepowanie badanych przez siebie patogendw U
poszczegbdlnych gatunkéw zywicieli. Doktorantka nie zapomniata w tym miejscu o opisie roli
w/w wirusow w patologii gesi, patogenezy zakazen oraz obrazu klinicznego. Rozdziat konczy
wzmianka 0 mozliwosciach diagnostycznych oraz potencjalnej immunoprofilaktyce tychze
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zakazen. Podsumowujac, rozdziatl ,,Wstep” nie tylko stanowi wprowadzenie w tematyke pracy
ale stanowi tez swego rodzaju kompendium aktualnej wiedzy dotyczacej badanych wirusow.
Uwazam, ze dobrym wzbogaceniem rozdziatow 1.13 oraz 1.2.3 opisujacych struktur¢ genomu
bytyby ryciny schematycznie ilustrujace genom kazdego z wirusoéw. Sledzenie ryciny w oparciu
o tekst zdecydowanie utatwitoby odbidr tej czgsci pracy. W tym miejscu musze wspomniec, 12
pomimo prawidlowo zaplanowanego ,,Wstepu” Doktorantka zredagowata go w sposob
chaotyczny, a w tekécie znajduje si¢ sporo niepotrzebnych powtorzen. Dla przyktadu
praktycznie identyczne informacje dotyczace produktow uzyskiwanych z gesi (puch) i ich
eksportu znajduja si¢ zaré6wno na stronach 10 jak i 12. Podobne powtorzenia znajduja si¢
dwukrotnie na stronie 26 i dotycza informacji dotyczacych roli kaczek jako bezobjawowych
nosicieli GHPV (podrozdziaty 1.1.6 i 1.1.7). We ,,Wstepie” Doktorantka niepotrzebnie tez
wielokrotnie uzywa obok siebie petnych nazw oraz ich skrétow. Dla przyktadu na stronie 39 w
przypadku bialek Rep i Cap GoCV skroty ich nazw powtarzajg si¢ kilkakrotnie, gdzie
zwyczajowo skrot oraz jego rozwinigcie stosuje sie tylko podczas pierwszego uzycia. W
dalszych partiach tekstu nalezy stosowaé jedna, wybrang forme¢, zazwyczaj jest to skrot.
Powyzsze nie umniejsza wprawdzie merytoryce tej czes$ci pracy jednak znacznie zaburza jej
odbiér. Doktorantka nie unikngta jednak w omawianym rozdziale drobnych btedoéw
merytorycznych. Dla przyktadu, na stronie 17, w dwu ostatnich akapitach opisujac taksonomie
polyomawiruséw i powotujac si¢ na ICTV wskazuje, ze rodzina Polyomaviridae zostata
podzielona na szes¢ rodzajéow (cho¢ wedlug najnowszej wiedzy jest ich 8), z czego wirusy
infekujace ptaki nalezg do rodzaju Gammapolyomavirus, co jest prawdg. Jednakze juz w
kolejnym akapicie, wymieniajac polyomawirusy wystepujace u poszczegdlnych ptasich
zywicieli Doktorantka podaje, iz zaklasyfikowano je ,,do rodzaju Polyomavirus” tym samym
wprowadzajac niepotrzebny chaos w tej czesci ,, Wstepu”, gdyz zgodnie z ICTV taki rodzaj nie
istnieje. Podobny (cho¢ blahy) btad mozna znalezé w rzedzie pierwszym tabeli 1
charakteryzujacej polyomawirusy ptakow, w ktorym to jedna z kolumn zatytulowana zostata
,Zmiany kliniczne”. Doktorantka jako lekarz weterynarii powinna wiedzie¢, ze w odniesieniu
do obrazu klinicznego choroby méwimy o ,,objawach klinicznych” oraz 0 ,,zmianach
anatomopatologicznych”, natomiast zhybrydyzowanie tych 2 poje¢ w jeden neologizm
zdecydowanie nie jest fortunnym rozwigzaniem. Ponadto omawiana kolumna tabeli 1
wymienia roéwniez zmiany mikroskopowe (histopatologiczne), ktorych nie mozna
sklasyfikowa¢ zarowno do objawow jak i zmian anatomopatologicznych. Kolejne
merytorycznie niefortunne okreslenie znajduje si¢ na stronie 47, gdzie Doktorantka wymienia

m.in. ,krwotoczne wybroczyny”. W tym miejscu przypominam, ze Wybroczyny to wilasnie
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zmiany krwotoczne, wigc nie mogg by¢ innego rodzaju zmianami, za t0 mogg mie¢ rézny

charakter (punkcikowe, rozlegle wylewy krwawe itp.).

Pragn¢ rowniez dodac¢, ze znajdujacy si¢ na stronie 35 ostatni akapit rozdziatu 1.1.14
dotyczacego diagnostyki GHPV uwazam za catkowicie zbedny, bowiem znajduje si¢ W nim
wiele niejasnych sformutowan, wprowadzajacych chaos i znacznie zaburzajacych odbior pracy.
Kolejnym tego przyktadem jest ostatni akapit ze strony 40 moéwiacy, ze ,,W przypadku
bezobjawowego zakazenia u swin wywolywanego przez niepatogenny cirkowirus swin typu 1
... (nazwa tac.)... mogq by¢ przyczyng wielu powaznych objawow, jak w przypadku zakazenia
cirkowirusem u Swin typu 2 ... (lac.) ... czynnikiem etiologicznym poodsadzeniowego
wieloukladowego wyniszczajgcego zespotu chorobowego (lac.) czy w przypadku ptakow

chorobq dzioba i pior u papug (ang.)...”.

Moje duze zastrzezenie budzi takze informacja ze strony 44 wskazujaca, ze CAV to
cirkowirus, bowiem juz w 2015 roku ICTV przeklasyfikowal rodzaj Gyrovirus, ktorego
reprezentantem jest CAV do innej rodziny — Annelloviridae reprezentujacej rzad Lefavirles,
podczas gdy rodzina Circoviridae nalezy do rzedu Baphyvirales. Przyczyna takiej klasyfikacji
jest odmienna od cirkowiruséw budowa genomu CAV. W roku 2022 komitet zaktualizowat

nazwe gatunkowa tego wirusa, ktora aktualnie brzmi Gyrovirus chickenanemia.

Podobnych przyktadow w pierwszym rozdziale ocenianej pracy jest wigcej, i pomimo
dobrego ogdlnie planu na zredagowanie wstepu sposob w jaki zostato to zrobione pozostawia
sporo do zyczenia. Rozdziat ten jest napisany chaotycznie i sprawia wrazenie Uutworzonego w

pospiechu i1 bez stosownych korekt.

Rozdziat ,,Cel pracy” moim zdaniem moglby by¢ bardziej spojny i1 precyzyjniej
zredagowany. Niepotrzebny jest catostronicowy wstep do tego rozdzialu, bowiem wszystkie w
nim zawarte informacje zostaly wymienione w rozdziale wcze$niejszym. Same cele pracy sa
dosy¢ jasno sprecyzowane a byly nimi: opracowanie metod molekularnych do wykrywania
GHPV 1 GoCV, zastosowanie tychze metod do wykrywania materialu genetycznego
wspomnianych wyzej wirusow, izolacja i charakterystyka szczepéw klasycznymi metodami
wirusologicznymi, charakterystyka molekularna szczepow oraz ocena sytuacji epizootycznej
zakazen GoCV i GHPV w Polsce. Ogoélnie cele pracy wydaja si¢ zasadne a ich skuteczna
realizacja moze zwigkszy¢ wiedzg (gtdwnie) z zakresu zréznicowania genetycznego tych
wirusow oraz okre$lenia ich znaczenia dla krajowej populacji gesi. W tym miejscu moje

watpliwosci budzi jednak cel nr 1 — opracowanie metod molekularnych stuzacych do



wykrywania i identyfikacji zakazen GHPV 1 GoCV. Sugeruje bowiem, ze takich metod brak.
Jednakze w literaturze sg liczne dane wskazujace, ze metody takie opracowano juz dawno (doi:
10.1637/10513-021013-ResNote.1; 10.1016/j.mcp.2018.04.003; 10.1637/7435-090705R1.1),
o0 czym zresztg wspomina sama Doktorantka na stronach 32 oraz 48-50. Tym samym uwazam,
Ze potrzeba tutaj wyjasnienia co byto powodem postawienia za pierwszy cel pracy opracowania
metod molekularnych do badan przesiewowych probek. Czy Kkrajowe szczepy wirusow
charakteryzujg si¢ az tak wysoka zmiennoscia genetyczna, ze dostepne w literaturze metody sa
niewystarczajace i trzeba modyfikowac je do sekwencji polskich szczepéw? Czy byt inny tego
powod? Jesli tak to jaki? Ponadto cel nr 3 (,izolacja i charakterystyka szczepow ... z
wykorzystaniem klasycznych metod wirusologicznych”) nie do konca koresponduje z tytutlem
pracy (,,Charakterystyka molekularna ...”), lub tytul pracy zostat niewtasciwie dobrany do jej

zalozen.

W dziale ,Materiat i Metody” Doktorantka szczegdtowo opisuje metodyke
prowadzonych przez siebie badan. Materialem do badan byly wycinki narzadéw wewnetrznych
pochodzacych z tacznie 185 stad gesi o réznym profilu hodowlanym nadestanych do Zaktadu
Chorob Drobiu PIWet-PIB w Putawach w latach 2007-2024. Moim zdaniem pomocne bytyby
informacje dotyczace procentowego udzialu w tej puli probek pochodzacych z konkretnych
rejonow kraju. Takie zestawienie przygotowane np. w formie ryciny przedstawiajacej mape
kraju z naniesionymi danymi dotyczacymi liczby probek uczynitoby ta czes¢ pracy bardziej
transparentng. Rozumiem jednak, Ze stosunkowo dlugi czas ich kolekcjonowania (17 lat) mogt

sprawi¢ problemy techniczne w graficznym przedstawieniu materialu badanego.

Zastosowane klasyczne metody wirusologiczne nie budza zadnych watpliwosci 1 uznaé
je trzeba za standardowe. Badania wirusologiczne przeprowadzono zaréwno na zarodkach
gesich oraz na hodowlach fibroblastow zarodka gesiego, a takze komorek nerki zarodka gesiego
uzyskanych z inkubowanych zarodkéw standardowymi metodami. W podrozdziale 3.1.3 (str.
55) podano, iz zaptodnione jaja gesie wykorzystywane w badaniach wirusologicznych
pozyskano ze stad wolnych od zakazenia parwowirusem gesim i ,,innych chorob zakaznych”.
Nie sprecyzowano tu jednak, czy stada te wolne byty od zakazen polyomawiruesm i zakazen
cirkowirusowych, co moze mieé przeciez wplyw na efekt prowadzonych badan
wirusologicznych. Chyba, ze wspomniane zakazenia wirusowe mieszcza si¢ w (jakze

asekuracyjnej) ogolnej definicji ,,innych chordob zakaznych”.

Jako metody molekularne przeznaczone do badan przesiewowych GHPV Doktorantka
wybrala klasyczny PCR amplifikujacy fragment genu kodujacego biatko VP1, a w koncowym
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podrozdziale czesci opisujgcej metodyke jest jeszcze wzmianka o opracowaniu qPCR. W tym
miejscu nie do konca zrozumiale jest dla mnie w jakim celu wstgpnie amplifikowano fragment
genu kodujacego biatko kapsydu klasycznym PCR, by w koncowym etapie przeprowadzi¢
gPCR. Real-time PCR, jako metoda bardziej czuta i szybsza w wykonaniu (pomini¢cie etapu
elektroforezy) powinna by¢ metodg uzytg do badan przesiewowych probek. Nie zrozumiate jest
wigc dla mnie réwniez dlaczego metode qPCR zastosowano tylko w odniesieniu do GHPV, a
nie zastosowano jej do wykrywania materiatu genetycznego GoCV. Proszg zatem Doktorantke

0 wyjasnienie.

W czesci metodologicznej Doktorantka opisuje takze sposob walidacji (optymalizacja
stezen reagentdw i warunkow reakcji, okreslenie czutosci i specyficzno$ci) zastosowanych
metod molekularnych, co zdecydowanie przemawia na Jej korzy$¢ i §wiadczy 0 powaznym
podejsciu do prowadzonych przez siebie badan. W podrozdziale 3.6 Doktorantka opisuje
metody shuzace do analizy sekwencji fragmentow genomu badanych przez siebie wirusow. Do
analizy sekwencji GHPV wybrano amplikony odpowiadajace calej dlugosci genu kodujacego
biatko kapsydu — VP1. Pomimo, ze do demarkacji gatunkéw polyomawiruséw uzywa si¢
sekwencji kodujacej LTAg, to wybdr genu kodujacego biatko kapsydowe do oceny zmienno$ci
genetycznej wirusa nalezy w tym wypadku uzna¢ za prawidtowy. Powyzsze wynika z faktu, ze
to wlasnie gen kodujacy biatko antygenowe poddawany jest gtownej presji selekcyjnej i w nim
mozliwe jest wykrycie mutacji zwigzanych z mechanizmami ewolucji wirusow. Doktorantka
postanowita podda¢ analizie kompletng sekwencje¢ tego genu amplifikujac produkt o wielkosci
1232 nt. Polyomawirusy posiadajg stosunkowo maty genom (okoto 5 tys. nt), wobec czego
idealng metoda pozwalajaca na rzeczywiste okreslenie ich zmienno$ci genetycznej byloby
sekwencjonowanie kompletnego genomu. Zastosowane przez Doktorantke sekwencjonowanie
kompletnego genu kodujacego gltéwny antygen wirusa moge jednak uzna¢ za metode
alternatywng. W tym miejscu jednak dziwi mnie, ze Doktorantka nie mogla postapi¢ w
analogiczny sposob w przypadku GoCV. Cirkowirus gesi jest wirusem o jeszcze mniejszym
genomie (ok. 2 tys. nt). W tym jednak przypadku Doktorantka nie amplifikowala ani calego
genomu, ani kompletnych sekwencji gltownych genéw, a jedynie ich fragmenty. W przypadku
genu replikazy badany fragment byt stosunkowo duzy (976 nt), ale juz w przypadku genu biatka
kapsydu (cap z ORFC1) bylo to okoto 300 i 440 nt, a to zdecydowanie zbyt krotki fragment
by scharakteryzowa¢ molekularnie GOCV. W tym miejscu chce podkresli¢, ze cirkowirusy
charakteryzuja si¢ bardzo duza zmienno$cig genetyczng, wystgpowaniem licznych mutacji

punktowych w calym genomie oraz zdarzen rekombinacyjnych w réznych czesciach genomu,



zatem w ich przypadku tylko analiza pelnego genomu pozwala na okreslenie zmiennosSci
genetycznej! W obecnych czasach nie jest to ani technicznie trudne, ani kosztowne, a mozliwe
do wykonania nawet przy zastosowaniu sekwencjonowania metodg Sangera (konieczno$¢ w
tym przypadku uzycia kilku par starterow). Uwazam, ze zarowno W przypadku GoCV jak i w
przypadku GHPV cho¢ kilka wybranych szczepéw powinno zosta¢ poddanych
sekwencjonowaniu pelnogenomowemu. Oczywiscie jako alternatywg¢ mozna zastosowac
analiz¢ pelnych sekwencji poszczegdlnych ORF, jednak Doktorantka tego nie zrobita. Tym
samym nasuwa si¢ pytanie, dlaczego w przypadku GHPV peha sekwencja kodujacg biatko
kapsydu zostata zaimplifikowana, a w przypadku GoCV nie? To kolejny brak spdjnosci w

zastosowanej metodyce badan!

Do amplifikacji fragmentow genomu GoCV wykorzystano zaréwno startery
zaprojektowane przez Chen i wsp. (2006) jak réwniez zaprojektowane w ramach badan
Doktorantki startery wiasne. Moim zdaniem w tabeli 4 (str. 64) powinno by¢ wyraznie
zaznaczone, ktore ze starterdw zaczerpnigto z literatury, a ktdre opracowan0 W ramach badan

wiasnych.

Analizy bioinformatyczne przeprowadzono za pomocg znanych oprogramowan i mozna
uzna¢ je za podstawowe, jednak w przypadku badan w dyscyplinie weterynaria sg one
wystarczajace. Analize filogenetyczng przeprowadzono metodg NJ, w tym miejscu brak mi
informacji dlaczego taki model substytucji wybrano. Ponadto opracowanie matryc
podobienstwa nukleotydowego (CO mozliwe jest po zastosowaniu dedykowanego temu
oprogramowania jakim jest np. SDT2) znacznie uatrakcyjnitoby prace i utatwito interpretacje

oraz wizualizacj¢ wynikow.

Najbardziej obszernym rozdzialem ewaluowanej dysertacji jest rozdzial ,,Wyniki”,
bowiem zawarto go na az 134 stronach! Przeprowadzone przez Doktorantke badania wskazuja
na wystepowanic GHPV w 54,1 % przebadanych stadach gesi, a obecno$¢ materiatu
genetycznego tego wirusa najczesciej wykrywano w probkach nerek, jelit, watroby oraz serca.
Doktorantka wykazata, ze badane szczepy polyomwirusa gesiego sg patogenne dla zarodkow
gesich, a narzady bogato unaczynione zarodkéw sg miejscem predylekcyjnym dla GHPV, co
Kandydatka do stopnia naukowego doktora ttumaczy powinowactwem wirusa do endothelium
matych naczyn krwiono$nych. Z informacji zawartych na stronie 72 oraz z tabeli nr 6 wynika,
ze do badan wirusologicznych prowadzonych na zarodkach wybrano 10 szczepow, a do badan
na hodowlach komérkowych 6 szczepow. W tym miejscu mam Kkolejne pytanie - co bylo

kryterium wyboru szczepoéw uzytych do inokulacji zarodkéw?



Badania molekularne przeprowadzone przez Doktorantke wykazaty obecnos¢ licznych
mutacji punktowych w genie VP1 GHPV oraz w badanych fragmentach genéw GoCV w
poréwnaniu z Uzytymi do analiz bioinformatycznych szczepami referencyjnymi. Czg$¢ z tych
mutacji nie zostala do tej pory opisana u badanych wirusow, co nalezy odbiera¢ jako jedyny
warto$ciowy element ocenianej dysertacji. Wazne jest rowniez to, ze wiekszo$¢ wykrytych
mutacji przetozyta si¢ na zmiang sekwencji aminokwasow w kodowanym biatku, czyli maja
one potencjalne znaczenie dla ewolucji GHPV. Doktorantka podaje, ze analiza VP1 GHPV
pozwolita na zidentyfikowanie szesciu podgrup/ genotypow. Niestety brak mi tutaj informacji

jakie kryteria demarkacji genotypow byly podstawg takiego podziatu!

Badaniami molekularnymi Doktorantka wykazata odpowiednio 42 i 15 stad dodatnich
dla cap i rep GoCV. Moim zdaniem dobrym wzbogaceniem pracy byloby zestawienie
tabelaryczne przedstawiajace odsetki probek dodatnich odpowiednio dla GHPV, GoCV oraz
obu tych wiruséw, bowiem Doktorantka nie podaje ile z badanych probek byto podwojnie
pozytywnych. Analizy bioinformatyczne wykonane na uzyskanych sekwencjach GoCV
wykazaty olbrzymig liczb¢ mutacji punktowych, co jest bardzo charakterystyczng cecha
cirkowirusow. Doktorantka sugeruje, ze w krajowej populacji gesi krazy wiele odmiennych
genetycznie szczepow tych wirusow, co bez watpienia jest prawda, jednak jak wspomniatem
wczesniej analizowane fragmenty genomu sg zbyt mate by to okresli¢. Tym samym ponownie
podkreslam, Ze zastosowana metoda badawcza jest nieprawidtowa i niewystarczajaca do

wysnucia rzetelnych wnioskow.

Mam kilka dodatkowych pytan oraz uwag do tego bardzo obszernego rozdziatu. Duza
jego czes¢ zajmuje lista wymieniajgca poszczegdlne szczepy wirusow, u ktorych stwierdzano
wybrane mutacje. Taki sposob zredagowania dziatu wyniki czyni go mato czytelnym i trudnym
do $ledzenia. Nie mniej jednak te same dane przedstawione sa w formie tabelarycznej, ktora
jest zdecydowanie bardziej klarowna w odczycie (np. tab. 7 i 9 oraz 13-15 oraz informacje na
str. 73-74 i 82-83). Tym samym uwazam, ze przedstawienie tych akurat wynikow w formie
samych tabel byloby zupelnie wystarczajace. Ponadto w opisie wynikow walidacji metody
gPCR brakuje informacji dotyczacych wydajnosci reakcji. Dodatkowo na stronie 98, rozdziat
4.3.1 Doktorantka podaje, ze po amplifikacji fragmentu genu VVP1 (produkt 397 pz, klasyczny
PCR) stwierdzono produkty ,,swiadczace o duzej koncentracji wirusa”. Jak Doktorantka mogta
to stwierdzi¢, skoro badanie klasycznym PCR jest analiza jakosciowa a nie ilosciowa? Na
stronie 121 (wyniki qPCR) Doktorantka z kolei podaje, ze niskie cq (14,3-28,5) $wiadczyto o

duzej koncentracji wirusa (tylko czesciowo jest to prawda, poniewaz sam odczyt cq nie jest
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pelng analizg ilosciowa) 1 pozwolito zaklasyfikowa¢ probki do sekwencjonowania. Powyzsza
niespdjnos¢ sprawia, ze czytajac ta prace ostatecznie nie wiem na jakiej podstawie badane
szczepy kwalifikowano do sekwencjonowania. Z kolei na stronie 100 Doktorantka podaje, ze
szczepy, w ktorych stwierdzono nowe mutacje zostang umieszczone w bazie GenBank NCBI.
Uwazam, ze Szczepy te powinny zosta¢ umieszczone w bazie danych i mie¢ nadane numery

dostepowe przed napisaniem pracy! Umozliwitoby to weryfikacj¢ przeprowadzanych analiz.

Na stronie 105 Doktorantka opisuje wyniki analizy sekwencji aminokwasowej VP1.
Nasuwa si¢ wiec tu kolejne pytanie — czy odnotowano korelacje pomiedzy mutacjami w genie
kodujacym VPI i sekwencja aminokwasowa kodowanego biatka a patogennoscig wirusa dla
zarodkow? Dane uzyskane z wywiadu nie sugerowatly klinicznej postaci choroby. Z kolei na
stronie 127 Doktorantka podaje, ze po wirtualnej translacji produktu 308 pz uzyskano
sekwencj¢ aminokwasowa 0 dlugosci 105 aminokwasow. Powyzsze wskazuje na bledy
obliczeniowe lub edycyjne, poniewaz z definicji kodu genetycznego wynika, ze jeden
aminokwas jest kodowany przez trojk¢ nukleotydowa, wigc z produktu 308 nt mozna uzyskaé
maksymalnie 102 aminokwasowy fragment, aby otrzyma¢ fragment dlugosci 105
aminokwasow nalezatoby zsekwencjonowac produkt dlugosci 315 nukleotydéw! Rozumiem,
ze to tylko mate niedopatrzenie redakcyjne ze strony Doktorantki, jednak przykuwa moja

uwagg jako wnikliwego recenzenta.

Mam tez szereg uwag w odniesieniu do samego zredagowania rozdziatu ,,Wyniki”.
Mianowicie znajdujg si¢ w nim, fragmenty dyskusji wynikow, jak np. na stronie 133. Rozdziat
wyniki powinien w sposob zwigzly opisywac rezultaty przeprowadzonych badan i o ile nie jest
potaczony z rozdziatem ,,Dyskusja” nie powinno by¢ w nim prob interpretacji wynikow.
Prowadzi to do niepotrzebnego zwigkszania objgtosci pracy, utrudnia jej czytanie i oceng oraz
jest powodem wystepowania powtorzen. Powtorzen nie unikngta Doktorantka i w tym
rozdziale, czego przyktadem sg np. strony 98 i 99 oraz 124 i 125, w ktorych znajdujg si¢

powtorzone opisy metodyki.

Rozdziatem, ktory Doktorantom zazwyczaj przysparza sporo problemdéw jest
,Dyskusja”. Rozdzial ten w ocenianej dysertacji jest stosunkowo obszerny, poniewaz zawarty
na 19 stronach. ,,Dyskusj¢” napisata Doktorantka dosy¢ swobodnym jezykiem i w sposob
ptynny, co sprawia ze nie przyczynia si¢ ona do trudnosci w odbiorze. Sama dyskusja jest
niestety stosunkowo ptytka i1 zawiera liczne powtorzenia uzyskanych wynikow, jak
wylistowanie konkretnych szczepdéw lub mutacji bez wglebiania si¢ jaki mogg mie¢ one wplyw
na samego wirusa i jego ewolucje. Rozumiem, ze dane dostepne w literaturze mogg by¢
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limitowane i nie zawsze mozliwe jest odniesienie si¢ do wynikow innych badaczy w celu
poréwnania wlasnych rezultatow. Oczywiscie Doktorantka probuje dokonywac pordéwnan
uzyskanych przez siebie wynikow z danymi z literatury jednak to nieco zbyt mato na peina
dyskusje swiadczaca o dojrzatosci naukowej, bowiem poza analizg porownawczg z literaturg

powinno si¢ dotozy¢ wszelkich staran by wyniki odpowiednio zinterpretowac.

Na stronie 226 Doktorantka formutuje 6 wnioskéw ptynacych z przeprowadzonych
przez nig badan. Wnioski sg zredagowane w formie krotkich, informacyjnych zdan, co oceniam
dobrze. Jednakze nie wszystkie z nich mozna nazwac¢ rzeczywistymi wnioskami ptynagcymi z
przeprowadzonych badan. Przykladem powyzszego jest wniosek 1, ktory raczej jest
stwierdzeniem faktu (opracowanie testow i ich czutos¢ oraz specyficznos¢) niz ptynacym z
badan wnioskiem. Ostatnie zdanie wniosku 1 po delikatnym przeredagowaniu moze stanowic
konkluzje. Po przeredagowaniu réwniez wnioski 2-4 moga stanowi¢ konkluzje ptynace z
badan. Przy czym wniosek 4 nalezy przeredagowac gruntownie, poniewaz wspomniane W nim
,hiska zmienno$¢ .... sekwencji ..., jak rowniez wysoka homologia” oznaczajg w zasadzie to
samo. Wniosek 5 powinien by¢ zdecydowanie przeredagowany z obecnej formy na np.
,Preferowanym do namnazania GHPV materiatem sa hodowle GEK”. Takie zredagowanie
konkluzji bedzie moim zdaniem o wiele bardziej klarowne niz deskryptywne ich ujgcie jak w

ocenianej dysertacji.
Prace wienczg streszczenia odpowiednio w jezyku polskim oraz angielskim.

Wykaz pismiennictwa wskazuje, ze prace napisano w oparciu o 141 pozycji literatury,
z ktorych 16 (ok. 11%) zostato opublikowanych w ciagu 3 ostatnich lat, co sugeruje waznos¢ i

aktualno$¢ podjetego przez Doktorantke tematu.

Niestety w trakcie oceny monografii rowniez i w tym rozdziale znalaztem liczne
niescistosci. W tekscie brakuje cytowan ponad 6 pozycji piSmiennictwa ujetych w wykazie.
Mianowicie nie sg zacytowane nastepujace pozycje: 15 — Breitbart i wsp. (2017); 40 —
Hailemariam i wsp. (2008); 48 — Hu i wsp. (2012); 76 i 77 — Mazanowski (2003 i 2012); 125 —
Todd i wsp. (2007).

Z kolei czes$¢ pozycji cytowanych w tekscie nie znajduje si¢ w wykazie piSmiennictwa.
Sg to publikacje cytowane jako: Jijang i wsp. 2009 (str. 14); Johne R. i wsp. 2001 (str. 15);
Chen i wsp. 2018 (str. 17); Rodgers i Consigli 1996 (str. 22); Farsan i wsp. 2011 (str. 27); Allan
i Ellis, 2020 (str. 41); Crowther i wsp. 2003 (str. 44); Yao i wsp. 2019 (str. 44); Hills i Bull,

1993 (str. 69); Xu i wsp. 2012 (str. 50, w wykazie pismiennictwa sa 2 nowsze prace autora o
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takim nazwisku ale dotyczg innej tematyki); Harkins i wsp. 2014 (str. 223); Julian i wsp. 2003
(str. 223).

Ponadto nast¢pujgce publikacje zacytowano w sposob niewtasciwy: Wang i wsp. 2022
zacytowano jako Wang 2022 (str. 17); Wozniakowski i wsp. 2012 zacytowano jako
Wozniakowski i wsp. 2015 (str. 32); Shah, 1996 zacytowano jako Sha 1996 (str. 34); Kaszab
i wsp. 2018 zacytowano jako Kaszab i wsp. 2020 (str. 39); w cytowanej pracy Johne i wsp.
(2006) na stronie 41 nie dopisano, ze chodzi o pozycj¢ ,,a” z listy referencji; Smyth i wsp. 2005
(str. 46) podano w wykazie piSmiennictwa jako Smythe i wsp. 2005 (poz. 108); Ball, 2004
zacytowano jako Bell 2004 (str. 47); Chen, 2003 zacytowano jako Chan 2006 (str. 48); Stoll i
wsp. 1994 zacytowano jako Stall i wsp. 1994 (str. 213); Ritchie i wsp. 1993 zacytowano jako
Ritchie 1995 (str. 29). Na stronie 37, publikacja Johne i wsp. z 2006 — nie sprecyzowano czy to
pozycja ,,a” czy ,,b” (w wykazie sg 2 prace tego zespotu opublikowane w 2006 roku). Podobnie
jest w przypadku pracy Todda z 2004 roku oraz Todda i wsp. z 2001 roku - w wykazie literatury
sg 2 prace opublikowane w tym samym roku przez tego samego autora, wigc powinny miec¢
odpowiednie dopiski zarowno we wspomnianej liscie jak i w tekscie. Z kolei na stronie 43
zacytowano prace Xu i wsp. 2024, a powinno by¢ Xu S. i wsp. 2024, bowiem w wykazie
pismiennictwa znajduja si¢ 2 prace opublikowane w tym samym roku przez 2 réznych autorow,
ale o tym samym nazwisku (poz. 136 i 137 wykazu pismiennictwa)! Jako ostatnig uwage
krytyczng wymieniam bardzo niestaranne przygotowanie samego wykazu pismiennictwa - lista

nie jest ustawiona doktadnie w systemie alfabetycznym i chronologicznym, co utrudnia oceng
pracy.

Poza wymienionymi wyzej licznymi powaznymi niedociggnigciami merytorycznymi
oraz redakcyjnymi Doktorantka popeltnila réwniez sporo mniejszych bledéw edycyjnych i
merytorycznych, co podczas redagowania manuskryptow zdarza si¢ czesto. Jednak z racji roli
wnikliwego recenzenta zobligowany jestem je ponizej wymienic¢: str. 33 — zdanie zaczynajace
si¢ od matej litery; str. 36 ,.czasteczki VLP”; gdzie ,,P” tego skrotu oznacza czasteczki
(particles)!; str. 42 ,,czasteczki” wirusa, zamiast ,,czastki wirusa”; str. 56 ,,wirus GHPV”, gdzie
.,V oznacza wilasnie wirusa; str. 59 — niewltasciwa nazwa markera wielko$ci mas; str. 70 i1 123
— ,,reakcja PCR”, gdzie ,,R” oznacza wlasnie reakcje; str. 60 - ,,Sekwencje zsyntetyzowano w
firmie ..” zamiast ,startery zsyntetyzowano...”. Ponadto na tej samej stronie podane jest, ze
,»...Korzystano ze starterow wiasnych zaprojektowanych w oparciu o sekwencje calego
biatka...”, gdzie startery projektuje si¢ na podstawie sekwencji nukleotydowej genu biatko

kodujacego, jak zapewne byto w tym przypadku! Podobny btad znajduje si¢ na str. 63, gdzie
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Doktorantka pisze o ,,...metodzie PCR do wstepnej identyfikacji biatka kapsydu GoCV™.
Przeciez metoda ta shuzyta do wykrywania fragmentu genu kodujacego biatko kapsydu tego
wirusa a nie samego biatka! Moim zdaniem Doktorantka powinna ujednolici¢ skroty odnoszace
si¢ do par zasad. W wigkszosci tekstu uzywa polskiego skrotu — pz, jednak na str. 124 i 126 w
opisach rycin 21 i 22 znajduje si¢ skrot bp od angielskiego ,,base pairs”. Inne, mniejsze bledy
jakie wychwycitem oceniajac tg prace widoczne sg np. na str. 128, gdzie jest wzmianka o ,,...
sekwencji nukleotydowej dla biatka ORFCI1 oraz biatka Rep”. Pomijajac nie do konca fortunne
sformutowanie dotyczace sekwencji 1 biatek, Doktorantka powinna tutaj ujednolicié
nazewnictwo 1 odnies¢ si¢ albo do sekwencji ORF (w tym wypadku bedzie to C1 1 V1) lub do
genow (bedzie to rep i cap). W tym miejscu przypominam, ze nazwy genéw W genomach
wirus6w piszemy z matej litery i kursywa, a biatek wielka litera bez kursywy, co rowniez nie
jest konsekwentnie przestrzegane przez Doktorantke. Ponadto na str. 130 w tytutach obu tabel
wspomniano o ,,...zestawieniu ... mutacji punktowych w biatku...”, gdzie wiadomo, zZe
mutacje wystepuja w genach biatka kodujacych. Sporo jest tez zdan niefortunnie
zredagowanych pod wzgledem stylistycznym, jak np. na str. 21 poczatek podrozdziatu 1.1.2
oraz na str. 74 — caly ostatni akapit, jak rOwniez na stronie 100 — pierwsze zdanie rozdzialu
4.3.3. Dodatkowo na stronie 101 podane jest, Ze mutacje petniag w ewolucji wirusoOw ,,wazna,
znaczaca funkcje”, a na str. 119 Doktorantka pisze o drzewie filogenetycznym
przedstawiajacym ,,...zaleznosci pomiedzy badanymi sekwencjami szczepéw” oraz wspomina
o szczepach pochodzacych z wymazow z Kloaki z 202 roku (tu chyba brakuje wzmianki jak
Doktorantce udato si¢ dotrze¢ do tak archiwalnych probek!). Kiepskie pod wzgledem
stylistycznym zdanie opisujace homologie sekwencji genu kodujacego VP1 GHPV znajduje si¢
roOwniez na str. 114 (ostatnie zdanie). Z kolei na str. 133 Doktorantka wspomina o ,,najbardziej
zmiennej mutacji”, ktora byla tranzycja typu A>G. Skoro jest to okreslona tranzycja to jak
mogta by¢ zmienna? Trudno mi analizujgc cate zdanie (trzeci akapit od dotu strony) zrozumieé
co Doktorantka miata na mysli je piszac. To tylko wybrane btedy. W pracy ponadto znajduje
si¢ duzo btedow literowych, podwdjnych spacji itp.

Powyzsze moze $wiadczy¢ o pospiechu w redakcji tego manuskryptu lub swego rodzaju
niedbalstwie edycyjnym i jednoczesnie daje pewna konkluzje. Mianowicie skoro Art. 13, ust.
2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w
zakresie sztuki (tj. Dz. U. z 2017 r., poz. 1789) zezwala na redagowanie prac doktorskich w
formie monografii lub kompilacji publikacji, to moim zdaniem ta druga wersja jest o wiele

lepszym rozwigzaniem. Podpieram to faktem, ze publikacje musza przejs$¢ sito recenzenckie,
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tym samym wigkszo$¢ (jesli nie wszystkie) wieksze 1 mniejsze bledy popetnione przez
Doktorantke wychwycone zostatyby przez recenzentdw i poprawione w ramach recenzji.

Pozwolitoby to unikna¢ licznych uwag krytycznych, jak w przypadku niniejszej pracy.

Podsumowujac stwierdzam, ze oceniana praca posiada liczne niedociagnigcia zar6wno
na etapie planowania i przeprowadzenia badan, zastosowanej metodyki oraz redakcji
monografii. Ponadto tytut pracy nie w petni koresponduje z charakterem przeprowadzonych
badan. Moje najwigksze zastrzezenia budzi sposob  przeprowadzenia analiz
bioinformatycznych, ktére w przypadku omawianych wirusow powinny zosta¢ wykonane na
sekwencjach petnego genomu. Doktorantka powinna nie tylko ujednolici¢ metode uzyskania
sekwencji do analiz dla obu badanych wirusoéw, ale sprobowaé uzyskaé¢ sekwencj¢ pelnego
genomu cho¢ z wybranych probek. Takie dane pozwolityby na przeprowadzenie bardziej
obszernych analiz bioinformatycznych, pozwalajacych w petni scharakteryzowac¢ molekularnie
badane wirusy. Co wigcej uzyskane w ten sposob dane z pewno$cig miatyby wyzszy potencjat

publikacyjny.

W tym miejscu zauwazam jednak, ze cel nr 4 pracy dotyczacy charakterystyki
molekularnej badanych wiruso6w nie precyzuje jasno czy Doktorantka zamierzata analizowac
pelnogenomowe sekwencje wirusa (jest jedynie wzmianka o petnej analizie geograficznej), czy
jedynie jego fragmenty. Tym samym mozna uznaé, ze zaktadany przez Doktorantke cel zostat
W pewnym stopniu osiagniety. W zwiazku z powyzszym wydaj¢ pozytywna opini¢ rozprawie
doktorskiej lek. wet. mgr inz. Karoliny Piekarskiej, bowiem podjecie tego waznego z punktu
widzenia epizootiologii tematu przyczynia si¢ do poszerzenia wiedzy z zakresu wystgpowania
wybranych wiruséw w krajowej populacji gesi jak rowniez wskazuje na istnienie nieopisanych
do tej pory mutacji w genomach tychze wirusow, co zdecydowanie uwazam za najbardziej

wartosciowg czes¢ ewaluowanej dysertacji.

Tym samym stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska w
minimalnym stopniu spetnia warunki ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule
naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (tj. Dz. U. z 2017 r., poz. 1789), wiec
przedktadam Wysokiej Radzie Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego-
Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach wniosek o dopuszczenie lek. wet. mgr inz.
Karoliny Piekarskiej do publicznej obrony pracy doktorskiej. Jednoczesnie podtrzymuje
wszystkie swoje uwagi krytyczne, a w trakcie obrony prosz¢ o wyjasnienie spraw
dyskusyjnych.
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