Wroctaw 25.06.2016
Dr hab. Andrzej Gawet, prof. nadzw.
Katedra Epizootiologii z Klinika Ptakéw
i Zwierzat Egzotycznych
Uniwersytetu Przyrodniczego

we Wrocltawiu

Recenzja rozprawy doktorskiej lekarza weterynarii Karoliny Tarasiuk
p.t.: ,,Charakterystyka molekularna szczepdéw wirusa choroby Derzsy’ego izolowanych od
gesi w Polsce”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Elzbiety Samorek-Salamonowicz

i dr hab. Grzegorza Wozniakowskiego, prof. nadzw.,

Podstawe formalng recenzji stanowi pismo z dnia 10.05.2016 roku, zgodne z uchwatg Rady
Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego-Panstwowego Instytutu Badawczego w

Putawach podjetej w dniu 21.11.2012r.

Polska jest liderem w produkcji ge¢si w Europie, a ,,polska ge$ owsiana” jest dobrze
znanym i cenionym produktem eksportowym. Wielkos§¢ produkcji gesiny w Polsce sigga 22
mln ton, co plasuje nasz kraj na czwartym miejscu w $wiecie. Wielkotowarowy chéw gesi
zwigzany z intensyfikacja i komasacjg produkcji stwarza jednak realne zagrozenie wybuchu
wielu choréb zakaznych. Wéréd chordb wirusowych drobiu wodnego jedng z powszechniej
wystepujacych jednostek chorobowych jest choroba Derzsy’ego, wywolywana przez wirusy z
rodziny Parvoviridae. Choroba ta wystepowaé moze u gesi i kaczek pizmowych i powoduje

wysoka $miertelno$¢ ptakéw dochodzaca do 100%.



Pierwsze doniesienia dotyczace tej choroby pochodzg z 1956 roku z Chin, gdzie
obserwowano ,,ci¢zkg chorobe gasiat” i masowe padniecia. W latach 60. XX wieku w wielu
krajach europejskich notowano podobne objawy spowodowane nieznanym wtedy jeszcze
czynnikiem etiologicznym.

W Polsce wystapienie choroby po raz pierwszy opisal profesor Zenon Wachnik.
Nazwa ,,choroba Derzsyego” uzywana jest od roku 1974, na cze$¢ wegierskiego uczonego,
prof. Derzsy’ego dla uhonorowania jego pionierskich badan nad chorobg miodych gasiat.

Przebieg choroby Derzsy’ego i $miertelno$¢ w stadzie sg zalezne od wieku i statusu
immunologicznego ptakéw. Ptaki 2-3 tygodniowe wykazujg apati¢, zmniejszone przyrosty,
braki w upierzeniu, postawe pingwina, a $miertelno$¢ w stadzie wynosi ok. 20%. Wysoka
smiertelno$¢ wskutek wystapienia choroby Derzsyego ograniczona zostala poprzez
wprowadzenie szczepien ochronnych, jednak choroba nadal stanowi istotne zagrozenie w

stadach drobiu wodnego.

Lekarz weterynarii Karolina Tarasiuk podjeta wieloetapowe badania, majace na celu
miedzy innymi identyfikacj¢ materiatu genetycznego parwowirusoOw gesich w prébkach
terenowych przy uzyciu metody LAMP, izolacje, charakterystyke i analize filogenetyczng
wirusa, otrzymanie rekombinowanych bialek VP3 oraz opracowanie i optymalizacje testu

ELISA z uzyciem rekombinowanych biatek.

Manuskrypt ocenianej rozprawy ma strukture i uklad typow dla prac doktorskich i
liczy 83 strony wydruku komputerowego. Obszerng dokumentacje dysertacji stanowi 14 tabel

1 12 rycin umiejetnie wkomponowanych w tekst rozprawy.

» Wstep” obejmujacy 13 stron sklada si¢ z 7 podrozdzialéw i zawiera informacje
dotyczace produkcji gesi w Polsce, przebiegu, profilaktyki i diagnostyki choroby Derzsy’ego

oraz charakterystyki wiruséw z rodziny Parvoviridae.

Celami pracy doktorskiej lek. wet. Karoliny Tarasiuk byty:

- identyfikacja materialu genetycznego szczepow GPV w prébach terenowych od gesi z
podejrzeniem choroby Derzsyego przy uzyciu metody LAMP

- izolacja, charakterystyka i analiza filogenetyczna szczepdw wirusa choroby Derzsyego oraz

poréwnanie danych dotyczacych polskich szczepdw z danymi dost¢pnymi w bazach danych



- otrzymywanie rekombinowanych bialek VP3 parwowirusa gesiego w systemie

ekspresyjnym E.coli.

- opracowanie i optymalizacja testu ELISA z uzyciem otrzymanych rekombinowanych bialek

Zakres przeprowadzonych przez doktorantke badan daleko wykracza poza temat pracy
doktorskiej ,,Charakterystyka molekularna szczep6w wirusa choroby Derzsy’ego izolowanych
od gesi w Polsce” ktora jest tylko czescig z przeprowadzonych badan. Zdaniem recenzenta,
warto byloby podkresli¢ réwniez niezwykle istotny etap badan dotyczacy opracowania i

wdrozenia nowoczesnych testow diagnostycznych LAMP i ELISA.

Obszerny rozdzial ,Materiaty i metody”, sklada sie z 16 podrozdziatow
zatytutowanych: szczepy wirusowe stosowane do badan, hodowla fibroblastéw zarodka
gesiego, namnazanie szczepdw wirusa choroby Derzsyego, okre$lanie miana TICD50 w
hodowli fibroblastow zarodkéw gesich, izolacja calkowitego komoérkowego DNA, PCR,
metoda amplifikacji w warunkach statej temperatury (LAMP), analiza sekwencyjna badanych
szczepdw, konstrukcja bakteryjnego szczepu ekspresyjnego zawierajgcego plazmid z genem
kodujacym kapsydowe biatko VP3, otrzymanie rekombinowanego bialka VP3 oraz proby

surowicy uzyte do badan.

Rozdzial zatytulowany ,,Przebieg doswiadczen i wyniki” podzielony zostal na 2 etapy
— etap I ,, Identyfikacja i analiza molekularna terenowych izolatow parwowirusa gesiego”

oraz etap II - ,, Opracowanie testu ELISA”.

Doktorantka wykazata na podstawie analizy sekwencji biatka VP3, iz polskie izolaty
wykazaly wysoki (96-100%) stopien pokrewienstwa w odniesieniu do izolatow europejskich.
Niewatpliwg warto$cia badan jest opracowanie przez Doktorantke testow LAMP i ELISA
ktére mogg by¢ wykorzystane do diagnostyki choroby Derzsyego.

Dyskusja jest wnikliwym oméwieniem uzyskanych wynikéw badan w odniesieniu do
danych zawartych w dostepnym pisSmiennictwie i §wiadczy o duzej wiedzy i znajomosci
literatury z omawianego tematu.

Whioski plynace z pracy doktorskiej lekarz weterynarii Karoliny Tarasiuk wskazujg
na mozliwo$¢ zastosowania techniki LAMP i ELISA do identyfikacji szczepdéw terenowych

GPV cechujac si¢ przy tym wysokg czutosdcig i specyficznoscia, a przeprowadzona analiza



filogenetyczna potwierdzita wysokie podobienistwo polskich izolatéw GPV do szczepow
europejskich.

Uzupelnieniem pracy jest bogaty wykaz pismiennictwa, ktory $wiadczy o zdolnosci
Doktorantki do wyboru prac odpowiednich do analizy uzyskanych wynikéw i dyskusji w
ramach tematyki, bedacej przedmiotem badan. W pracy zawarto réwniez syntetyczne

streszczenie w jezyku polskim i angielskim.,

W mojej ocenie rozprawa lekarz weterynarii Karoliny Tarasiuk stanowi warto$ciowe
opracowanie naukowe dotyczace aktualnego problemu badawczego, a zastosowanie
réznorodnych metod badawczych §wiadczy o doglebnej analizie podj¢tego tematu. Praca bez
watpienia zawiera elementy innowacyjne i odpowiada wymogom naukowym i formalnym
stawianym rozprawom doktorskim. Biorgc pod uwage innowacyjno$¢ badan i konieczno$é
poszukiwania nowych i doskonalenia istniejagcych metod diagnostycznych, prace nalezy
zaliczy¢ do prac o duzej wartosci aplikacyjnej.

Z obowigzku recenzenta pragne jednakze zwréci¢é uwage na nastgpujace
niedociagniecia:

WSTEP

- rycina 1 obrazujaca liczbe gesi w poszczegdlnych wojewddztwach wyraznie odbiega
jakoscig od pozostatych rycin przedstawionych w tym rozdziale

- w tabeli 1, w kolumnie opisanej jako ,jednostka chorobowa, wiek wrazliwych
ptakow” w wierszach 1 i 2 powinny by¢ wpisane jednostki chorobowe — adenowiroza,
cirkowiroza zamiast ,immunosupresja”. Dla uczynienia jej bardziej czytelna, recenzent
sugeruje rozdziat tej kolumny na 2 — z oddzielnym ujeciem ,,jednostka chorobowa” i ,,wiek

wrazliwych ptakow”

MATERIALY I METODY

- recenzent sugeruje przedstawienie danych dotyczgcych materiatlu uzytego do badan
w tabeli uwzgledniajac w kolumnach: oznaczenie stada, gatunek, wojewddztwo z ktorego
pochodzi stado, nr izolatu itd. Dane te, w stosunku do kilku stad pojawiaja si¢ w p6Zniejszych
rozdziatach

- w podrozdziale 3.8.1 brak jest informacji w jaki sposob amplifikowano gen VP3

(uzyte startery, warunki reakcji itd.)



- dla tabeli 4 bardziej adekwatnym tytulem byloby ,,sekwencje szczepdéw z bazy
Genbank uzyte do analizy molekularnej” zamiast ,;szczepy referencyjne zastosowane do

analizy” gdyz doktorantka analizowata dostepne w bazie sekwencje

PRZEBIEG DOSWIADCZEN I WYNIKI
- w podrozdziale 4.1.1 ,,Okre$lenie czutosci i specyficznosci LAMP” doktorantka podaje ze
czuto$¢ metody to 0,1TCIDS0, natomiast na fotografii 3 w probie 4 opisanej jako 0,1TCID50
brak jest drabinki amplikowanych fragmentow DNA co oznacza, ze proba jest ujemna. Z
czego wynikaja te roznice?
- rycina 4 i 5 — wartosci przy weztach sa niejasne i czesto mimo wigkszego oddalenia gatezi
na ktérych znajduja si¢ szczepy wartosci te sg nizsze (przyktadem jest grupa 3 ryc.4, gdzie
wartos¢ 100 jest przy najbardziej oddalonym wezle, a wartosci od 99 do 71 na blizszych
wezlach). Z czego to wynika?
- na fotografii 12 brak jest widocznych prazkéw w przypadku préb dodatnich

DYSKUSJA
- Doktorantka powinna uscisli¢ czy produkt VP3 ma 1604 czy 1605 par zasad (w
r6éznych rozdziatach podawana jest rozna warto$é).

- ,Flakowate serce” nie jest wlasciwym okre$leniem anatomopatologicznym.

WNIOSKI

Pierwszy wniosek powinien by¢ zgodny z tytwlem pracy — recenzent sugeruje
umieszczenie wniosku drugiego jako pierwszego. Wniosek trzeci powinien byé
przeredagowany — nalezy uwzglednié jakie parametry wplywaja na fakt ze rekombinowane

biatko VP3ep4 jest najlepsze do przygotowania ELISA.

Pomimo wspomnianych niedociagnieé, aktualno$é¢ poruszanego problemu
badawczego, jego innowacyjnos$¢, nowoczesny i rzetelny warsztat badawczy oraz
opracowanie uzytecznych do diagnostyki choroby Derzsyego testow LAMP i ELISA, a
takze przeprowadzona z duzym znawstwem dyskusja i wyciaggniecie wlasciwych,
adekwatnych do uzyskanych wynikéw wnioskéw sprawiaja, iz praca ma duze znaczenie

aplikacyjne i wnosi realny wklad w rozwéj nauki.



O warto$ci wykonanych badan $wiadczy rowniez fakt, iz czg$¢ z nich zostala juz

opublikowana w dwdch czasopismach:

1.

Polish Journal of Veterinary Sciences : “Expression of goose parvovirus whole VP3

protein and its epitopes in Escherichia coli cells”

2. Bulletin- Veterinary Institute in Pulawy : “Loop-Mediated Isothermal Amplification as

a Simple Molecular Method for the Detection of Derzsy’s Disease Virus”

Zaprezentowana dysertacja speilnia 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, dlatego przedkladam Radzie
Naukowej  Panstwowego Instytutu = Weterynaryjnego-Pafistwowego  Instytutu
Badawczego w Putawach wniosek o dopuszczenie lek. wet. Karoliny Tarasiuk do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz wnosze o wyrdéznienie pracy stosowng

nagroda.
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