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Recenzja pracy doktorskiej lek wet. Karoliny Tarasiuk p.t.
»Charakterystyka molekularna szczepéw wirusa choroby Derzsy ego

izolowanych od gesi w Polsce”

Przedstawiona do oceny praca doktorska dotyczy oceny wystepowania
réznych szczepoéw wirusa choroby Derzsy ego w Polsce, ich charakterystyki
molekularnej oraz opracowania testow do diagnostyki zakazen tym wirusem.
Promotorem pracy jest prof. dr hab. Elzbieta Samorek-Salamonowicz, a
promotorem pomocniczym dr hab. Grzegorz Wozniakowski, prof. nadzw. z
Zaktadu Chorob Wirusowych Drobiu, PIWet-PIB w Putawach.

Wirus choroby Derzsy'ego (DD), stanowigcy przedmiot rozprawy
doktorskiej nalezy do rodziny Parvoviridae, wystgpujacej u wielu gatunkow
zwierzat, w tym u ptactwa wodnego. W Polsce dostgpna jest szczepionka
przeciwko DD stosowana u gesi i zawierajaca w swym skltadzie inaktywowane
szczepy GPV i MDPV, ktorg szczepi si¢ ptaki w okresie niesnosci. Pozwala to
na przekazywanie przeciwcial matczynych gasigtom. Stan odpornosci pisklat
jest rozny i powinien by¢ sprawdzany przez badanie obecnosci przeciwcial. Ze
wzgledu na szczepienia, zakazenie wirusem DD w Polsce przyjmuje obecnie
posta¢ subkliniczng i chroniczng. Choroba ta podlega obowigzkowi rejestracji w
PIWet-PIB w Putawach. Dlatego tak wazna jest szybka 1 precyzyjna
diagnostyka tej choroby. Wazne jest takze Sledzenie zmiennosci tego wirusa

wplywajacej na jego wiasciwosci patogenne. Konieczne jest wigc prowadzenie



analizy filogenetycznej, w celu poréwnania szczepéw w kraju i na Swiecie oraz
wykrycie kierunkow pochodzenia szczepéw wirusa w kraju. Do molekularnej
charakterystyki wirusa DD w pracy zastosowano szybka metode LAMP
opracowang wczesniej, dla innych wirusow, w Zaktadzie Choréb Wirusowych
Drobiu, PIWet-PIB w Putawach. Doktorantka opracowata drzewo
filogenetyczne izolatow polskich, wykazujac ich europejskie pochodzenie, na
podstawie sekwencji genu VP3. Do diagnostyki serologicznej, z kolei,
potrzebne sa badania poziomu przeciwciat u gesi w hodowlach wielkostadnych,
konieczne byto wigc opracowanie szybkiego testu opartego na technice ELISA z
zastosowaniem antygenow wirusa DD. Z wielu wzgledow technicznych i
ekonomicznych test oparty na catym wirusie, takze opracowany w Zakladzie,
nie jest korzystny. Doktorantka podjeta wigc proby otrzymania antygenow
wirusa metodami inzynierii genetycznej w systemie ekspresyjnym E. coli,
pozwalajacym na tanie otrzymanie duzej ilosci antygenow wirusa. Prace po
poczatkowych niepowodzeniach z klonowaniem caltego genu VP3, zakonczyly
si¢ pomy$lnym opracowaniem czulego testu ELISA, opartego na fragmentach
antygenu VP3ep4 wirusa DD.

Rozprawa doktorska obejmuje 83 strony starannego druku komputerowego i
jest ilustrowana licznymi schematami, tabelami, wykresami i zdj¢ciami. Praca
napisana jest fadnym i precyzyjnym jezykiem. Zostala zredagowana bardzo
starannie i w tekscie nie ma powaznych usterek jezykowych. Autorka wykazata
sie w niej duza wiedza z zakresu biologii molekularnej i wirusologii i porusza
si¢ W tym obszernym materiale z duza swoboda. Prezentacja wynikow jest
dobrej jakosci, a praca ma prawidlows strukture charakterystyczng dla prac
eksperymentalnych, zawiera komplet rozdzialéw, a wyniki sa dobrze
udokumentowane.

Wstep rozprawy oceniam bardzo pozytywnie, gdyz jest to przeglad
najnowszego pismiennictwa z pojedynczymi pozycjami 0 znaczeniu

historycznym. Autorka przedstawita w nim takie zagadnienia jak wstgpne



informacje dotyczace hodowli gesi w Polsce na tle globalnej skali produkcji a
nastgpnie  skoncentrowata si¢ na omodwieniu charakterystyki rodziny
Parvoviridae, mechanizmach replikacji, zmiennosci oraz epidemiologii i
patogenezie choroby Derzsy ego, profilaktyce i diagnostyce tej choroby.

W sumie we Wstepie oraz w Przebiegu Doswiadczen i Wynikach i Dyskusji
Doktorantka wykorzystata 152 pozycje pismiennictwa staranie dobranego
tematycznie.

Cel pracy zostal sprecyzowany jasno, po dlugim wprowadzeniu
uzasadniajacym podjgcie badan. Cel pracy zostal przedstawiony w formie
czastkowe] w 4 punktach opisujacych poszczegdlne fazy pracy
eksperymentalne;j.

W rozdziale Materialty i Metody Doktorantka przedstawita szczegdtowo
uzyte materialy oraz procedury badawcze, co umozliwia doktadne $ledzenie
przebiegu doswiadczen. Pragne tez zwrdci¢ uwage na roznorodno$é metod,
ktére Doktorantka stosowata w pracy, obejmujacych techniki hodowli komoérek
in vifro, metody miareczkowania wirus6w, seroneutralizacji, metody
immunoenzymatyczne, western blot, oczyszczanie bialek i inzynierii
genetycznej takie jak PCR, LAMP, sekwencjonowanie, klonowanie.

Do istotnych osiagnig¢ tej pracy nalezy stwierdzenie wysokiej czutosci i
specyficznosci metody LAMP (opracowanej w Zaktadzie dla innego wirusa) do
wykrywania i identyfikacji szczepéw wirusa DD, stwierdzenie europejskiego
pochodzenia polskich izolatow wirusa DD i jego rozprzestrzeniania w
pobliskich farmach. Najwazniejsze byto opracowanie nowej techniki ELISA
oparte] na uzyskanym w systemie ekspresyjnym E. coli fragmencie antygenu
VP3 wirusa DD ktéra, jak si¢ przypuszcza, znajdzie zastosowanie do badan
serologicznych gesi w hodowlach wielkostadnych. Opracowany test poddano
wielostopniowej walidacji wykazujac jego czulo$é, swoistosé, skutecznos$é i
powtarzalnos¢. Ustalono takze zgodno$¢ wynikow uzyskanych z zastosowaniem

innych opracowanych testow, w tym testu z uzyciem catego winionu jako



antygenu (warto$¢ kappa). Przebieg Doswiadczen i Wyniki ilustrowane sa
licznymi tabelami, wykresami i zdjeciami

Bez watpienia silng strong pracy jest takze Dyskusja pozwalajaca
przesledzié uzyskane wyniki w $wietle danych literaturowych. Jest ona
wielowatkowa i dos$é szczegotowa. Autorka w tym rozdziale wykazata si¢ swoja
erudycja i umiejetnoscia krytycznej interpretacji wynikéw. Dyskusja, cho¢ nie
podzielona na podrozdzialy ma kilka watkéw. Pierwszy z nich dotyczy
opracowania i zastosowania do wykrywania materialu genetycznego wirusa
szybkiej metody LAMP. Probki zawierajace materiat genetyczny wirusa DD po
zastosowaniu odpowiedniej polimerazy, barwnika SYBR Green i1 3 par
starterow, wykazuja charakterystyczne $wiecenie w ultrafiolecie. Metoda ta
jednak nie pozwala na réznicowanie szczepOw wirusa. Autorka podkresla jej
czuto$¢ i poréwnuje z wynikami innych autoréw stosujacych t¢ metodg¢ do
detekcji innych patogennych wiruséw. Nastegpnie przechodzi do dyskusji na
temat metod uzywanych do analizy filogenetycznej wirusa DD na podstawie
genéw kodujacych VP1, VP2 i VP3, opisujac istnienie rekombinantow wirusow
GPV i MDPV. Nastepny watek dyskutowany przez Autorke dotyczy porownan
roznych metod serodiagnostyki wirusa DD w tym seroneutralizacji,
immunofluorescencji, testu immunoperoksydazowego oraz ELISA z
zastosowaniem catego winionu jako antygenu i biatek rekombinowanych w
roznych systemach ekspresyjnych. Doktorantka zastanawia si¢ takze nad
przyczyna niepowodzenia w otrzymaniu catego rekombinowanego biatka VP3.
Zakonczona sukcesem probe otrzymania biatek stanowiacych fragmenty biatka
VP3 i optymalizacji testu ELISA opisuje dokladnie i porownuje z testem
stosujacym caly winion oraz podkresla czulo$¢ i swoistos¢ nowego testu.

Zastrzezen i uwag do recenzowanej pracy mam niewiele. Dotyczy to zbyt
rozbudowanego omoéwienia zakoficzonych niepowodzeniem préb otrzymania
calego antygenu VP3 wirusa DD w systemie ekspresyjnym E. coli i z kolei zbyt

lakonicznego ~ omoéwienia  zakoficzonych ~ powodzeniem  otrzymania



rekombinowanych fragmentow tego antygenu. Brak jest podania struktury
wektora, obrazoéw PCR izolowanych fragmentow genu i warunkéw uzyskania
biatek rekombinowanych, itp. Mam zastrzezenia do Ryc 3, w ktérej opisy nie
odpowiadaja uzytym w tekscie, a jest to istotne dla $ledzenia wyboru primeréw
do metody amplifikacji DNA w warunkach statej temperatury (LAMP). Poza
tym drobne braki, np. w Fot. 5, co to jest M, zla jakos¢ Fot 12 czy brak
wyjasnienia dlaczego w Fot 8 jest kilka prazkéw reakcji PCR zamiast jednego.

Wymienione powyzej uwagi i watpliwosci maja charakter dyskusyjny i nie
wplywaja na merytoryczng oceng¢ pracy. Praca lek wet. Karoliny Tarasiuk
zostala bowiem prawidlowo =zaplanowana, konsekwentnie realizowana i
uwienczona zaréwno sporym wkladem w nasza wiedze na temat
rozprzestrzenienia wirusa DD jak i mozliwych drég jego transmisji, oraz
opracowaniem dwoch metod do szybkiej diagnostyki molekularnej wirusa i do
wykrywania oraz oznaczania iloSciowego przeciwcial u gesi po infekcji
wirusem DD.

Praca konczy si¢ prawidlowo piecioma sformutowanymi wnioskami, ktore
znajduja catkowite uzasadnienie w uzyskanych wynikach. Wyniki pracy oprécz
aspektu poznawczego maja duzy tadunek praktyczny, gdyz umozliwiajq
podjecie zakrojonych na wigksza skale badan nad sytuacja epidemiologiczng i
diagnostyke molekularng wirusa choroby Derzsy ego. Praca zaopatrzona jest w
bardzo tadnie napisane streszczenie w jezyku polskim i angielskim, bardzo
przydatne dla zrozumienia catos$ci pracy.

Podsumowujac catoksztalt rozprawy doktorskiej lek wet. Karoliny Tarasiuk
stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa reprezentuje bardzo dobry
poziom naukowy, wykazuje doglebna znajomos¢ problematyki i samodzielnos¢
myslenia oraz opanowanie przez Autorke warsztatu naukowego. Praca
doktorska przedstawia oryginalny materiat do$wiadczalny poszerzajacy stan
nasze] wiedzy na temat wirusa DD w Polsce. Dysponuje takze duzym tadunkiem

aplikacyjnym ze wzgledu na opracowanie i walidacje¢ dwdéch metod przydatnych



do diagnostyki wirusa choroby Derzsy'ego. Na tej podstawie uznaje, ze
rozprawa doktorska lek wet. Karoliny Tarasiuk z Zakladu Choréb Wirusowych
Drobiu, PIWet-PIB w Putawach odpowiada w pelni wymogom ustawowym
stawianym rozprawom na stopien doktora i wnosze¢ o jej dopuszczenie do

publicznej obrony.




