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Ocena pracy doktorskiej mgranAleksandry Kuty
pt.. ,Wystepowanie oraz charakterystyka molekularna szczepipusa biegunki bydta w
Polsce” — wykonanej pod kierunkiem dr hab. Mirosdaawta Polaka (promotora) i dr hab.
Magdaleny Larskiej (promotora pomochiczego) w Zdkta Wirusologii Pastwowego
Instytutu Weterynaryjnego — Rstwowego Instytutu Badawczego w Putawach.
Recenz wykonano przyjmujc zlecenie, ktérym jest pismo Komisji DoktorskiepdR/
Naukowej z dnia 13.08.2015 r. (BRN-410/7/15), zgodn Uchwad nr 40/2013 Rady Naukowej
PIWet-PIB podgta w dniu 24.04.2013 r.

Izolacja wirusa BVDV z przypadkéw zachorofwvaprzeeuwaczy w ranych
geograficznie regionackwiata wskazuje na jego de rozpowszechnienie. Wiavos$¢ na
zaka&enie gatunkow przsiwaczy dzikozyjacych i hodowlanych, w tym bydta, ogniskuje
uwag: ha epizootycznym zagteniu hodowli kréw ras mlecznych i @sinych. Straty
ekonomiczne zaka&n w przeliczeniu na milion wyciefeszacuje i na dziesitki milionéw
dolaréw. Wynikaj one z zachorowao przebiegu ostrym, w tym cechogj st wysolka
smiertelngcia skazy krwotocznej, smiertelnego przebiegu nadiea szczepem
cytopatycznym BVDV trwatych nosicieli, towarzyge] zakaeniom immunosupresji i
niekorzystnego oddziatywania zalea na funkcje rozrodcze. Szerokie rozprzestrzenienie
wirusa, tfatwd¢ przenoszenia sizakaen miedzy zwierztami, wysokie prawdopodohistwo
powstawania nowych genotypéw w wyniku reatas)i genomu to tylko niektore fakty, ktére
zadecydowaly o umieszczeniu wirusowej biegunki ayidthoroby btorsluzowych (BVD-
MD) w wykazie chorob podlegaych obowazkowi rejestracji. Wprowadzone z dniem 19
listopada 2012 roku rozpamzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi nadato jejinostce
chorobowej status problemu aktualnego i pavesyo.

W tematyk wystpowania i uwalniania od wirusa BVDV pogtowia bydiaPolsce
wpisuje s¢ przedi@ona do oceny praca doktorska mgrz.inAleksandry Kuty pt.:
~Wystepowanie oraz charakterystyka molekularna szczepibuse biegunki bydta w Polsce”
— wykonanej w Zaktadzie Wirusologii Rstwowego Instytutu Weterynaryjnego -
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Paistwowego Instytutu Badawczego w Putawach pod kigeim dr hab. Mirostawa Pawia
Polaka (promotora) i dr hab. Magdaleny Larskiep(potora pomocniczego).

Prae stanowi 35 stronicowe opracowanieazaionych 6 publikacji, ktorymias

- jedna praca przeglowa

Kuta A., Larska M., Polak M.PZmudziiski J.F.: ,Atypical pestiviruses — risk for
cattle breeding and importance for control of bewral diarrhea virus (BVDV). Medycyna
Weterynaryjna 2012, 68, 84-87 oraz

- pie¢ prac oryginalnych

Larska M., Kuta A., Polak M.P.: Evaluation of diagtic methods to distinguish
between calves persistently and transiently inteetgh bovine viral diarrhea virus in respect
to the presence of maternal antibodies. BulletithefVeterinary Institute in Pulawy 2013, 57,
311-317;

Kuta A., Polak M.P., Larska MZmudziiski J.F.: Predominance of bovine viral
diarrhea virus 1b and 1d subtypes during eight syesr survey in Poland. Veterinary
Microbiology 2013, 166, 639-644;

Polak M.P., Kuta A., Rybaltowski W., Rola J., Laask., Zmudziski J.F.: First
report of Bovine Viral Diarrhea Virus-2 infection tattle in Poland. The Veterinary Journal,
2014, 202, 643-645;

Kuta A., Polak M.P., Larska MZmudzhski J.F.: Genetic typing of bovine viral
diarrhea virus (BVDV) by restriction fragment lehgtpolymorphism (RFLP) and
identification of new subtype in Poland. Bulletihtbe Veterinary Institute in Pulawy 2015,
59, 19-22;

Kuta A., Wazniakowski G., Polak M.P.: Cross-priming amplificatifor detection of
bovine viral diarrhea virus species 1 and 2. Jdush@pplied Microbiology 2015, 06/2015;
DOI: 10.1111/jam.12859.

Zalaczony cykl publikacji stanowi prace wspotautorskie, w ktorych udziat
doktorantki zostat ok&ony i pagswiadczony w pierwszych trzech na poziomie 50% awvaz
kolejnych 60%, 70% i 75%. W czterech pracach daekitka jest pierwszautorky, w dwoch
druga, a hczny IF wynosi 8,203 (wg. Journal Citation Repa@t2013 roku), co odpowiada
160 pkt. wg. listy czasopism punktowanych z 201uro

Zwarty opis 4czacych s¢ tematycznie publikacji przygotowano wedtug klasyego
dla tego typu opracowiauktadu, obejmujcego podziat na 8 rozdziatéw, ktére stanowi:epst
zasadniczy cel i zakres badarezentowanych w publikacjach, metody hgdamdwienie

najwaniejszych wynikdéw, wnioski, streszczenie (wzyku polskim i angielskim) oraz
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cytowana w publikacjach bibliografia. Opracowarliezace wraz z zakzonymi kopiami
publikacji 72 strony, poprzedzapswiadczenia promotora i autora rozprawy doktorskiej
oryginalnym i autorskim jej charakterze.

W rozdziale ,Ws¢p” znajduje st opis historii zarejestrowanych przypadkéw zaga
BVDV, klinicznych skutkow zakzen, budowy i genomu wirusa, €ztasci zakaen pogtowia
w swiecie i w Polsce, ich diagnostyki i metod genotypaia.

Kluczowymi uwagami we wspie, ktére wyznaczyty kierunek badauzasadniajich
celowa¢ jest wskazanie na day zmiennd¢é BVDV oraz maliwos¢ powstawania nowych
jego wariantow. Doktorantka podkte, ze wskazane okoliczdoi s powodem konieczrigi
korzystania z zaawansowanych, zzoych i kosztownych technik molekularnych w
diagnostyce zak&n. Wskazuje,ze jest to powodem doskonalenia istmogch metod
identyfikacji i opracowywania nowych. Samo stwiegdie obecngci materiatlu genetycznego
wirusa nie potwierdza aktywnego zakaia. Chac je potwierdzt trzeba korzystaz metod
ilosciowych, wymagajcych czasami dwukrotnego ich wykonania w wyznacromgstpie
czasu.

Z tych powoddéw konieczne jest stale monitorowag@tv i podtypdw wirusa oraz
mozliwych nowych jego wariantébw. Daje to movos¢ modyfikowania metod
diagnostycznych, dostosowanych do potrzeb badaonitoringowych i programéw
zwalczania zaksen BVDV, obnizajac ich pracochtonni@d i1 koszty. Narzuca jednak
koniecznd¢ biezacego kontrolowania ich skuteczon

Koncowe uwagi we wsgpie uzasadnigjzakres badai ich kierunek, ktérych celem
byto:

- opanowanie zawansowanych i uznanych metod biologiolekularnej
wykorzystywanych w identyfikacji gitbwnych genotypamrusa (RT-PCR oraz qRT-PCR) i
odr&nianie zwierat przetrwale zakanych (Pl) od tych, ktéreasw ostrej fazie zakaenia
(TD;

- okreslenie zmiennéci genetycznej wirusa kzacego w krajowej populacji bydta;

- zashpienie sekwencjonowania w genotypowaniu izolatowrusa analiz
fragmentow restrykcyjnych;

- opracowanie metody krzgwe] amplifikacji w celu szybkiego wykrywania
obecndci materiatu genetycznego BVDV w probkach terendwijej optymalizacja.

W rozdziale ,Metodyka badd doktorantka wskazuje narédta pochodzenia

materialu do bada monitoringowych oraz szczepéw referencyjnychywanych, jako
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kontrole dodatnie. W dalszej @i opisuje sekwengjbada i cel kazdego zamierzenia
badawczego. Byty nimi:

- W umownie oznaczonej pracy Il.1 — o#lenie wplywu przeciwciat siarowych na
czutcs¢ trzech metod diagnostycznych (ELISA Ag, RT-PCRRTgPCR) i poprawna
odr&niania zwierat przetrwale zakanych (PI) od tych, ktére znajdupic w ostrej fazie
zakaenia (TI);

- w pracy 1.2 - identyfikacja genotypow BVDV wystujacych na terenie Polski z
wykorzystaniem analizy sekwencji nukleotydowychgfreentow genomu wirusa;

- w pracy 1.3 — weryfikacja zwiku zachorow&a w stadzie bydta mlecznego
szczepionego przeciwko BVDV z podejrzeniem aktyvwinegkaenia wirusem BVDV;

- w pracy Il.4 — przedstawienie wynikdw genotypoveanvirusa metoa analizy
diugcsci fragmentow restrykcyjnych (RFLP), zaprojektowadla izolowanych w kraju
genotypow;

- w pracy I.5 — opracowanie szybkiej metody dejekdrusa BVDV techniky
amplifikacji krzyzowej (CPA) w celu szybkiej diagnostyki zalea BVDV-1 i BVDV-2.

W koncowej czsci rozdziatu znajduje siopis zastosowanych w analizie wynikow
metod statystycznych.

W rozdziale ,Omowienie gtéwnych wynikow prac @dadczalnych” doktorantka
szczegOtowo opisuje wyniki bafigpodejmujc nad nimi dyskugj w swietle istniejcych
danych pdimiennictwa krajowego i zagranicznego. Wskazige,

- nie stwierdza si geograficznej zafaosci miedzy wystpowaniem wirusa BVDV
zarO6wno u zwiergt w kraju i poréwnywalnych badaniach w krajach Ubiiropejskiej;

- podkréla unikatowd¢ bada nad zmienngcia genetycza krajowych, terenowych
izolatéw wirusa z przypadkéw zachorawvaa BVD-MD;

- wskazuje na mdiwos¢ nizsze] skuteczrimi szczepié w Polsce limitowan
obecndcia na krajowym rynku biopreparatow opartych na szazbppodtypu BVDV-1a,
ktorych jak dodd nie wykryto w izolatach krajowych;

- zZwraca uwag ha maliwos¢ pojawiania s§ nowych genotypéw BVDV, dotychczas
nie wystpujacych w Polsce, ktére mimo szczepienoga powodow@& znacace straty
ekonomiczne nawet w stadach gipch programem szczepie

- podkréla konieczné¢ prowadzenia badazaawansowanymi metodami diagnostyki
molekularnej, umdiwiajacymi wykrywanie wszystkich genotypow wirusa,
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- zwraca uwag ze metody wykorzystype technik PCR charakteryzuje vigza
czutcé¢ niz technilke ELISA przy braku negatywnego wptywu przeciwciaarswych na
wynik badania;

- zaproponowata warfoi progowe dla testu gRT-PCR, ustioviajace odra@nienie
osobnikéw PI1 i Tl w pojedynczym badaniu, rownagcde wskazujc obszar wynikow dla
probek watpliwych, ograniczajc ilos¢ koniecznych badapowtornych;

- opracowata metadanalizy dtugéci fragmentow restrykcyjnych (RFLP) w analizie
genomu wirusa, ktorej zastosowanie uiiveia identyfikack siedmiu najczsciej
spotykanych podtypow i typowanie do dalszych basaczegétowych izolatow z nowymi,
niesklasyfikowanymi podtypami wirusa;

- opracowata réwnie warunki dla metody wykrywania materiatlu genetygme
BVDV w reakcji krzyzowej amplifikacji (CPA), umsliwiajacej szybly identyfikacg
osobnikéw Pl zakaonych aktualnie zidentyfikowanymi na terenie krggnotypami wirusa.

Opisane efekty badadoktorantka podsumowatagpioma rozgdnie sformutowanymi,
rzeczowymi i wywaonymi wnioskami. Ich rzeczow6é i aktualnd¢ odzwierciedla
odnoszenie s8i do kluczowych i najnowszych publikacji w tej dzmmie, co mana
wywnioskowa z bardzo aktualnego i obszernegénpennictwa cytowanego w publikacjach.

Utatwieniem w zaopiniowaniu przedionej do recenzji pracy doktorskiej jest fakt
pozytywnej weryfikacji wynikow badadoktorantki, jakiej dokonali recenzenci jej artydu
naukowych, ktore ukazaly esiw dobrych, recenzowanych i uznanych czasopismach
naukowych. Akcentuje ta¢zny IF — 8,203, co odpowiada liczbie 160 pkt. éwajch.

Wystepujac w roli recenzenta przedionego opracowania chastosunkowa sig do
zwartcgci bada i ich znaczenia dla programu zwalczania zakaBVDV. Niewatpliwie
kluczowym elementami programu zwalczania wirusa BV stadach jest ograniczanie
zrodet kontaminacjgrodowiska hodowlanego. W przypadku choroby BVD-M8&bbnikow
Pl i Tl. Badania realizowane przez doktorangkisle wiaza sic z mazliwoscia identyfikaciji
osobnikbw Pl podlegagych eliminacji oraz ograniczania aktywnych zada poprzez
szczepienia biopreparatami zawiecgmi aktualne podtypy wirusa (zmniejszeniesdio
przypadkow osobnikow TI). Rozpoznanie krajowychdwpwirusa BVDV, jakie jest efektem
bada doktorantki, umeliwito uproszczenie procedur molekularnych, a nawet
zaproponowanie szybkiej i skutecznej metody typowamsobnikéw Pl, co do ktérych
decyzja o eliminacji nie wymaga genotypowania. Bstawione w badaniach wyniki analiz
genotypow wirusa to rowniewskazowki dla wyboru efektywnych biopreparatow. rdea

uwag; duzy materiat, ktory stanowito 5.410 probek poddanyadaniom przesiewowym.



Strona B

Skrupulatné¢ monitoringu i jakéci opracowywanych metod podkte ich kontrola z
wykorzystaniem zidentyfikowanych terenowych izolatéraz szczepdw referencyjnych. Na
uwag: zastuguje fakt podania kryteribw diagnostycznyeyarfcsci progowe), skutecznie
identyfikujacych osobniki Pl i zawzajacych liczly bada powtdrnych. Doktorantka z da
rozwag podchodzi do zaproponowanych modyfikacji metod ekolarnych, wskaza¢ na
koniecznd¢ ciagtego sledzenia zmienn@i populacji wirusa BVDV, coswiadczy o
dojrzataci naukowe;j.

Krytyczne elementy przedstawionych bada ograniczenia opracowanych metod do
aktualnych genotypow wygtujacych w kraju, narzucage konieczn& monitorowania
zmienndci BVDV w kraju. Tylko w ten sposob mbwe jest unikngcie wynikow fatszywie
ujemnych dla nowych typow wirusa. Te krytyczne uinazgstaty dostrzeone rownie przez
doktorantk w opisie zaproponowanych modyfikacji metod molekaych. Wskazuje na
koniecznd¢ ciagltegosledzenia zmiennii populacji wirusa BVDV.

Juwz w pierwszym celu swoich bafl@aoktorantka zato/ta konieczné¢ zapoznanie si
z precyzyjnym warsztatem diagnostycznym, ktéry otda zaawansowane metody
diagnostyki molekularnej. Powotujegsna nie i podkréa, ze wtasne modyfikacje stanoyvi
uproszczenia procedur diagnostycznych, ktorychesiamd¢ jest dostosowana do aktualnych
typdw wirusa. Utrzymanie skuteczmd tych metod, a w razie konieczZmd ich
modyfikowanie, musi by weryfikowane zaawansowanymi metodami diagnostyki
molekularne;.

Wobec wahajcej st rentowndci hodowli bydta, czsto znajdujcej st na progu
optacalndci, rozpoznawanie zaken i uwalnianie stad od wirusa powinno uwgdhia
dominupce genotypy wirusa. Dobre rozpoznanie sytuacji aggiircznej, bigacy monitoring
genotypow wirusa unmiwia dostosowanie metod diagnostycznych do krajopapulacii
BVDV oraz wybdr widciwych szczepionek. Badania nad uproszczeniem guoce
laboratoryjnych, ich dostosowywanie do aktualnigesgowanych zakan i kontrola
skutecznéci diagnostycznej, optymalizuje koszty bada zachowaniem skuteczim
rozpozna.

Z obowhzku recenzenta muszwskazé na nieliczne uchybienia w t&ke
opracowania, ktére w niczym nie umniejszajerytorycznej wartai dokona doktorantki.
Sa nimi:

- konieczné¢ zamieszczenia w tytule opracowania petnej nazvayaby tj. wirusowa
biegunka bydta i choroba btgtuzowych;

- ,Zzdublowane” w tekcie petne nazwy skrétow weadej umieszczonych w wykazie;



- oraz uzycie w opracowaniu zwrotu ,,ostre zakazenie” dla przypadkow oznaczonych

TL, ktore oznacza zakazenie przejsciowe (transient infection).

Przedstawione opracowanie wykonanych badan i publikacje bedace ich efektem
oceniam bardzo wysoko, a kierujac sie wysoka wartoscig merytoryczna i aplikacyjng badan
wnioskuje we wlasciwym etapie przewodu doktorskiego o wyrdznienie pracy stosowna
nagroda.

Podsumowujgc ocene pracy doktorskiej, doceniajac zakres i wnikliwo$é badan,
stopiefi trudnosci nakreslonych celéw badan, a takze wklad pracy w przygotowanie
opracowania stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Aleksandry Kuty pt.:
» Wystepowanie oraz charakterystyka molekularna szczepéw wirusa biegunki bydta w Polsce™
spetnia 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 wrzesnia
2011 r. w sprawie szczegélowego trybu i warunkéw przeprowadzania czynnosci w
przewodach doktorskich, w postepowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadaniu
tytutu profesora (Dz. U. Nr 204, poz. 1200).

W zwiazku z powyzszym przedktadam Wysokiej Radzie Naukowe] Panstwowego
Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach wniosek o

dopuszczenie mgr inz. Aleksandry Kuta do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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Dr hab. n. wet."Marek Gehrke
prof. nadzw. UP w Poznaniu



