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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Szacawy pt.:
wWystepowanie zakazen Mycoplasma bovis w populacji bydla w Polsce oraz analiza
poréwnawcza metod badawczych” !

wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Dariusza Bednarka oraz promotora pomocniczego dr
hab. Krzysztofa Niemczuka w Zakladzie Choréb Bydla i Owiec Panstwowego Instytutu
Weterynarii- Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach.

Praca powstata w ramach projektu NCN nr 2013/09/N/NZ7/02158. Napisana zostala
w klasycznym ukladzie z wyraznie wyodrebnionymi rozdzialami: Wstep (11 stron): Cel pracy
(1 strona), skrupulatnie opisany Material i Metody przedstawiono na 15 stronach: Wyniki
ilustrowane licznymi tabelami, rycinami i zdjeciami na 33 stronach (wraz z Aneksem):
Dyskusje przedstawiono na 1] stronach: sformutowano 5 Wnioskow (I strona): a 124
pozycje Pismiennictwa, gléwnie angielskojezycznego z ostatnich dwoch dekad. zajmuja 11
stron tekstu. Praca posiada streszezenie w Jezyku polskim i angielskim oraz wykaz skrotow.
We wstepie pracy., w oparciu o dane z literatury  $wiatowej opisano obszernic cechy
Mycoplasma bovis, patogeneze zakazen, epidemiologie, jej role Jjako jednej z glownych.
pierwotnych lub wtornych przyczyn syndromu oddechowego bydia (BRD) i innych jednostek
chorobowych.  Zwrécono uwage na trudnosci izolacji mykoplazm w  warunkach
laboratoryjnych i uzasadniono, dlaczego wzrasta znaczenie technik biologii molekularnej. W
Koncowej czesci wstepu omoéwiono krotko antybiotyki wykorzystywane w leczeniu zakazen
M. bovis i zwrécono uwage na trudnosci we wprowadzaniu skutecznej immunoprofilaktyki i
formutowaniu szczepionek.
Celem pracy byla analiza wystepowania zakazen M bovis w roznych rejonach Polski. w tym
niezwykle cenna w sytuacji bardzo ograniczonej wiedzy nt. tej infekcji w Polsce krytyezna
ocena réznych metod diagnostycznych. Postanowiono takze dokonac charakterystyki
szezepOw izolowanych w Polsce. Wybor celu pracy uwazam za bardzo uzasadniony e
wzgledu na rosnacg role zakazen mykoplazmowych w Polsce i znaczacy niedostatek wiedzy
0 rozprzestrzenieniu sie zakazenia u bydla w Polsce.
Material do badan zebrano ze stad bydla z roznych rejondw Polski, w pierwszym etapic

oceniono reakcje serologiczng probek surowicy krwi zebranych przez lekarzy wolnej prakt vki



1 Inspekcji Weterynaryjnej. Ciekawym pomyslem wykorzystanym w analizie materialu byto
podzielenie obszaru Polski na 6 makroregiondow, W drugim etapie badan skupiono si¢ na
stadach. w ktérych w pierwszy etapie stwierdzono Pozytywna reakeje serologiczng wobec
M. bovis oraz stada. w ktorych wystepowaly objawy kliniczne wskazujace na infekeje
M bovis.  Pobrano probki krwi (w ktérych oznaczono obecno$¢ przeciweial i antygenu
Mbovis) oraz wymazy, gléwnie z nosa, ale takze ze stawow i worka spojowkowego i
poddano je badaniom molekularnym (PCR. pC R/DGGE. RAPD-PCR i sekwencjonownie) a
takze izolacji M bovis na podtozach mikrobiologicznych. Liczebnosé¢ reprézentujac_\-'ch stada
probek dopasowano do wielkosci stada przy zatozeniu. ze prewalencja M. hovis wynosi 30%.
przy poziomie ufnosci 95%. W poszczegolnych makroregionach zbadano od 5-22 stad.

W ocenie reakcji przeciweial zastosowano skale potilosciowa od 1+ do 5+, Dziwi, z¢
nie sklasyfikowano tu wynikéw ujemnych, cho¢ w praktyce teen sposow zostal wykorzystany
w klasyfikacji punktowej (od 0-wynik ujemny do 5 - odpowiednika +++++). na co w skazuja
wyniki prezxentowan np. na rycianach 25-30. Takze w opisie procedury oznaczania
przeciwcial anty M. bovis w surowicy przy uzyciu testu ELISA wycigte chyba zostalo zdanie
opisujace dodatek koniugatu przeciwcial antyglobulinowych znakowanych enzymen.
wykrywajacych przeciwciala bydlece.

Opis kolejnych metod badawczych (hodowli i izolacji mykoplazm, a takze badan
molekularnych na DNA izolowanym z drobnoustrojow Swiadezy o dobrej orientacji w
technikach wykorzystywanych podezas badan bedacych przedmiotem rozprawy doktorskiej.
Troche niejasny jest opis modyfikacji warunkow reakcji PCR/DGGE. 7 Jakiej korzystano -
powstaje pytanie. kto wprowadzil modyfikacje metody opracowanej przez McAuliffe i wsp.
w 2003 r.?

Wartosciowym elementem rozprawy jest pordwnanie wlasnych izolatow z DNA
innych, wzorcowych szczepow bakterii 7 klasy Mollicutes. Analize filogenetyczna izolatow
terenowych M. hovis przeprowadzono przy uzyciu nowoczesnych metod informatycznych.
stosownych do natury badan. Kazdy uzyskany produkt PCR genu uvrC byl poddany
sekwencjonowaniu, a Oznaczenia powtarzano  dla zwigkszenia pewnosci uzyskanych
wynikow. sekwencje poréwnywano z sekwencjami szezepow wzorcowych. S\f\fiadczy to o
pracowitosci i rzetelnosei Doktorantki. Uzyskane wyniki  zostaly poddane analizie
statystycznej przy uzyciu stosowe dobranych testow.

Wyniki pracy zostaly udokumentowane dobrze dobranymi. wyczerpujaco informatywnymi
tabelami, zdjeciami i rycinami. Okazalo si¢. Zze na 361 stad zbadanych serologicznic testem

ELISA w 6 makroregionach Polski az w 56% wystepowaly zwierzeta wykazujace



przeciweiala anty-M bovis. Zbadano 1035 zwierzat, z ktorych 28.2% bylo serologicznie
dodatnich. Najwyzszy odsetek reagentow dodatnich stwierdzono w regionie poludniowo-
zachodnim, a najnizszy w potnocnym. roznice miedzy nimi nieznacznie tylko przekraczaly
20%. co wskazuje na dos¢ podobna sytuacje w réznych regionach naszego kraju. Co cickawe.
po wyselekcjonowaniu zwierzat ze stad serologicznie dodatnich lub wykazujacych objawy
kliniczne chorob mogacych by¢ skutkiem zakazenia M bovis pozytywng reakcje serologiczng
stwierdzono tylko w ok. 30% stad. ale tylko u niecatych 11% badanych zwierzat. W tyvch
samych surowicach przy uzyciu testu ELISA wykrywano takze obecnosé antygenu M hovis.
ktory stwierdzono u 7.3% badanych zwierzat (w 17.8% badanych stad). U tych samych
zwierzat wykonano posiewy bakteriologiczne WYmazow z nosa i uzyskano dos¢ podobny
wynik . jak w wykrywaniu antygenu M bovis w surowicy, czyli pozytywny wynik wystapil w
15.1% badanych stad, co odpowiada 6.9% badanych zwierzat. W wiekszosci przypadkow
hodowli nie udalo sie jednak uzyskac czystej kultury M. hovis.

Wykorzystujac technik¢ PCR swoisty dla M hovis fragment genu uvrC stwierdzono w
tych samych wymazach w 5.5% probek, co odpowiadato potwierdzeniu infekcji w 12.3%
stad.

Wykorzystujac metod¢ PCR/DGGE stwierdzono obecnosé az 8 gatunkéw mykoplazm
(oprocz M bovis (9.3%). takze M bovirhinis. Mdispar. M.canis. M .canadense. M hovoculi
M.alkalescens) i Ureaplasma diversum w tym samym materiale, a odsetek pozytywnych
reakcji siggal az 79.1% wymazow. Co cickawe, czesciej, niz M. hovis izolowano material
genetyezny M. bovirhinis (w 32.8% probek) i M.dispar (14,2%). W znacznej czesci wymazow
izolowano DNA wiecej, niz jednego gatunku mykoplazm (od 2-4 gatunkéw w jednej probee).
Np. na 66 izolacji DNA Mbovis az w 39 przypadkach w koinfekcji wystepowala
M bovirhinis, a nieco rzadziej M.dispar i M. arginini (14/66 1 13/66 izolatow).

W opisie efektow diagnostycznych z uzyciem metody PCR/DGGE Doktorantka nie
wykazata obecnosci M.bovigenitalium. M. mycoides mycoides (z czego nalezy sie cieszyc) i
Acholeplasma laidlavii. Wartosciowa dla wyrobienia sobie zdania nt. rozprzestrzenienia
roznych gatunkéw Mollicutes Jest tabela 13., w ktorej Autorka zestawila przypadki izolacji w
poszczegolnych stadach bydla (w ~rekordowym™ az 5 gatunkow). Budzi Jjednak zdziwienie
rozbieznos¢ miedzy wezesniej prezentowanymi wynikami, a tabela 13. wedlug ktorej jednak
nic izolowano M.canadense i M canis (?7?).

Ryciny pokazujace réznice w rozdziale elektroforetycznym  produktow PCR
(PCR/DGGE) jasno roznicuja poszczegdlne gatunki mykoplazm i wydaje sie. 7e ta metoda

daje spory komfort w identyfikacji. W trakcie posiewéw bakteriologicznych Autorce udato



si¢ uzyska¢ 20 Szczepow M.bovis w czyste] kulturze. Na podstawie analizy rozdzialow
elektroforetycznych RAPD-PCR  stworzono dendrogram pozwalajacy wydzieli¢ 2 grupy
SzCzepOw 1 okresli¢ stopien podobienstwa filogenetycznego mi¢dzy wlasnymi izolatami. g
Szezepami wzorcowymi, Zidentyfikowano mutacje punktowe w zakresje genu uvrC w
poszczegolnych izolatach M povis. W przypadku 9 Szezepow  zmiany nukleotydowe
spowodowaly zmiany w sekwencji aminokwasow. Ciekawg czescia  tej analizy bylo
Zaproponowanie na podstawie sekwencji nukleotydow fragmentu genu uvrC dendrogramu
klasyfikujgcego polskie szczepy na tle izolatow z roznych regionow s’v‘\"‘iata. Interesujgcvm
Spostrzezeniem jest fakt identycznosci sekwencji nukleotydowej genu uvrC wiekszosci
polskich izolatow M povis ze SZezepem wzorcowym PG45. Jednoczesnie wyniki wskazuja na
Znaczne zroznicowanie filogenetyczne polskich izoatow uzyskanych przy realizacji rozprawy
doktorskiej. Autorka przylacza sie do poglagdu, ze powstawanie mutacji w obrebie tego genu
jest jednym ze sposobow  powstawania zmiennosci antygenowej stuzacej unikaniuy
rozpoznawania przez uklad immunologiczny gospodarza. Ta czes¢ dyskusji. ktora porusza
zagadnienie interakcji gospodarz-pasozyt jest bardzo ciekawie poprowadzona, 7
wykorzystaniem stosownych argumentow 7 literatury swiatowej. Dobrze to swiadezy o
wiedzy Autorki.

Przedstawiono takze analize objawow klinicznych towarzyszacych wykrytym
przypadkom zakazenia M. hovis. Pewne watpliwosci budzi rycina 22, ktéra pokazuje zmiany
Przypominajgce bardziej chroniczne bursitis praecarpalis, a niekoniecznie arthritis.

Bardzo pracochlonng czescig rozprawy bylo szukanie korelacji miedzy wynikami
wykrywania zakazenia M bovis uzyskanymi przy pomocy réznych metod. Efektem tego
badania byto potwierdzenje istnienia korelacji miedzy wszystkimi zastosowanymi metodami.
Stwierdzono istnienie dos¢ stabej korelacji migdzy wystepowaniem objawow klinicznych
mykoplazmozy, a wynikami uzytych metod diagnostycznych.

W dyskusji nad wynikami Autorka stusznie zauwazyla, ze brakuje na $wiecie badan
epidemiologicznych polaczonych z charakterystyka molekularna M bovis. Poddala takze
krytycznej ocenie wczesniejsze wyniki badan serologicznych w Polsce. stusznie wskazujac.
Ze przyezyna .zawyzenia® odsetka seroreagentdw dodatnich byla zbyt lagodna interpretacja
wynikow przez producenta testu diagnostycznego. Wydaje sie, ze nadal nie mozna mie¢
catkowitej pewnosci, ze obecne, surowsze kryteria sa juz tymi wlasciwymi. Mimo takich
ograniczen wyniki rozprawy wskazuja, ze najwyzszy odsetek reagentow dodatnich wystepuje

W regionach o najwyzszej intensywnosci chowu bydta.



Wartos$ciowym spostrzezeniem wynikajagcym z pracy jest porownywalny odsetek
wykrycia antygenu Mbovis w surowicach zwierzat i izolacji bakteriologicznych. Tu
cheialbym zwroci¢ uwage, ze uzycie pojecia ..zwierze serododatnie” jest chyba niewlasciwe
w kontekscie wykrycia antygenu M. bovis w surowicy krwi (uwazam, ze mowienie o serologii
powinno by¢ ograniczone do wykrywania przeciwcial). Nieco zaskakuje fakt. ze przy uzyciu
metody PCR odsetek wynikow dodatnich byt nizszy, niz w metodach WyZzej] wymienionych.
Dzigki rozdzialowi elektroforetycznemu produktéow PCR (PCR/DGGE) udalo sie jednak
zhaczaco, prawie dwukrotnie podwyzszy¢ detekcje materiatu genetycznego ‘M. hovis. Autorka
uwaza, ze przyczyna polega na wyzszej czutosci metody PCR/DGGE.

Ze wzgledow poznawczych wysoko oceniam rozdzial poswigcony wystepowaniu
materiatu genetycznego 9. gatunkow z rodzaju Mycoplasma oraz Ureaplasma diversum w
populacji bydta w Polsce. Biorac pod uwage fakt. ze wiele gatunkow jest komensalami blon
sluzowych, mozna sadzi¢, ze sa one od wielu pokolen obecne u bydta. skoro ich czestos¢
izolacji przekracza % populacji. Wyniki Autorki sa zgodne z obserwacjami innych autorow
curopejskich stwierdzajacych najwyzsza czestos$é izolacji M bovirhinis. Moje watpliwosci
budzi jednak okreslenie drugiego, co do czestosci wykrywania gatunku — M. dispar- Jako
~bezwzglednego komensala warunkowo chorobotworezego™ chyba wlasciwsze byloby
okreslenie, ze jest to komensal blon sluzowych, ktéry w sprzyjajacych okolicznosciach moze
ujawni¢ swoj warunkowo-chorobotwérezy charakter, Identyfikacja gatunkéw ktore wystepuja
i ktore nie wystepuja u bydla w Polsce jest dobrym poczatkiem do uzupelniania tej wiedzy. co
moze mie¢ znaczenie w tworzeniu programow profilaktyki.

Przeprowadzona analiza porownawcza roznych testow diagnostycznych. poparta
rzetelna analiza statystyczng sklonila Autorke do waznej konstatacji, ze ..diagnostvka
laboratoryjna zwiazana z wykrywaniem M.bovis powinna mie¢ charakter kompleksowy i
obejmowaé¢ zaroéwno badanie serologiczne, jak réwniez badania molekularne PCR i/lub
PCR/DGGE™. Zwrdcila uwage na ..slabos¢” metody izolacji bakterii w warunkach
terenowych, szczegolnie. kiedy material jest silnie skontaminowany innymi drobnoustrojami.

Pig¢ wnioskow sformutowanych przez Autorke trafnie podsumowuje uzyskane
wyniki. Nie zglaszam uwag krytycznych co do ich liczby, jedynie wniosek nr 5 moglby
zostac skrocony do ostatniego zdania, ze wzgledu na wysoka wartosé¢ dla wyboru metod
diagnostycznych, ktore powinny by¢ rekomendowane do uzycia. Moze szkoda rozprasza¢
uwage czytelnikow na te elementy, ktore i tak byly wezesniej omdwione, a traktujg o tym.

czego lepiej nie robié.



Podsumowujac, moge powiedzie¢, ze Autorka wykonala ogromng prace. na bogatym
materiale biologicznym umiejetnie zebranym w roznych regionach Polski. Na materiale
pochodzacym od tych samych zwierzat sprawdzila wartosé diagnostyczng kilku metod
stosowanych w diagnostyce mykoplazm, poparta wyniki odpowiednia analiza statystyczna.
Wielkos¢ materiatu pozwala na wyciaganie wiazacych wnioskow. co ma duze znaczenic
praktyczne.

Doktorantka wykazata sie umiejetnoscia samodzielnego zaplanowania badan i
rozwigzania problemow wlasciwie dobranymi metodami. Przedstawita "prace o ZNnaczyce]
wartosci dla diagnostyki mykoplazmozy, postawita trafne wnioski.

Przedstawiona praca spehia wige wymogi stawiane rozprawom doktorskim. a
okreslone w artykule 13. Ustawy nr 595 z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65 z dnia 14.04.2003.
ze zmianami Dz.U. nr 64 z 2005 r.). W zwiazku z powyzszym skladam wniosek do Wysokiej
Rady Pafstwowego Instytutu Weterynarii  Pafistwowego Instytutu Badawczego o
dopuszczenie mgr Eweliny Szacawy do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Prof. zw. dr hab. n. wet. Tadeusz Stefaniak



