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Lentiwirusy matych przezuwaczy sa bardzo waznymi zarazkami w chowie
owiec i koz w wickszoéci rejondéw $wiata, takze w Polsce. Wywoluja one rézne
postacie dwoch choréb: maedi-visna oraz zapalenie stawow 1 mozgu koz. Ta
pierwsza byla dawniej przypisywana tyiko owcom, druga — kozom, aie od
pewnego czasu podziat ten si¢ zatarl ze wzgl@du na niemal 1dentyczne
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Czynnik zakazny to typowy retrowirus z rodzaju Lentivirus, a wigc
wywolujacy tzw. powolne zakazenia wirusowe. To whasnie dla tego zarazka
pojecie powolnych zakazen wirusowych zostato wprowadzone po wybuchu w
1933 roku ogromnej epidemii wsrod owiec na Islandii. W jej wyniku ponad
100 000 zwierzat padlo, a dalsze 600 000 ubito, aby w konicu w polowie lat 1960-
tych uwolni¢ Islandie od tego zarazka. Przebieg zakazenia u owiec 1koz jest
typowy dla zakazenia lentiwirusowego: bardzo powoiny rozwoj, duzo osobnikow
zakazonych bezobjawowo w stosunku do tych wykazujacych objawy chorobowe,
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one wystgpig, to w wyniku wyniszczajgceej, bardzo wolno
nasilajacej sie choroby nastgpuje niechybna $mier¢. Straty ekonomiczne s3 wigc
mocno ukryte — brakowanie wskutek wyniszczenia, spadek ptodnosci,
wydajnosci mlecznej i innej. Kto nie chee, moze przez bardzo dhugi czas nie
zauwazaé tej choroby w swoim stadzie. Dlatego w zwalczaniu tak wazna jest
diagnostyka laboratoryjna pozwalajaca wezesnie wykry¢ zakazenie, w
szczegdlnosci jej najtansza, nadajaca sig do masowych badan wersja — badania
serologiczne.

T wlasnie zwickszeniu czutosci diagnostyki serologicznej poswigcone byty
adania mgr Moniki Olech przedstawione w ninigjszej rozprawie. Zagadnienie
wiec bardzo wazne dla praktyki weterynaryjnej, ale nielatwe ze wzgledu na
ogromna zmienno$é retrowiruséw, takze antygenowa. Tej zmienno$ci musiata
wiec najpierw poswieci¢ pierwsza czes¢ swoich badan. Postawila tu hipoteze
badawcza, iz krazace w Polsce szczepy lentiwirusow matych przezuwaczy tak
dalece sie r6znig antygenowo od zarazkow uzywanych jako antygeny w



dotychczasowych testach diagnostycznych, ze odbija si¢ to znaczaco na ich
czuloéei, a wiec cze$é zakazen pozostaje nierozpoznana.

Tak wiec pierwszym celem tej rozprawy bylo zbadanie stopnia zmiennosci
genow kodujacych glowne determinanty antygenowe (gag 1 env) ientiwirusow
izolowanych od owiec i kéz z roznych rejonow Polski i poréwnanie ich z dwoma
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diagnostycznych zestawach ELISA - MVV-K1 514 (genotyp Al) oraz CAEV-
Cork (genotyp B1). W tych badaniach doktorantka zastosowala analiz¢ migracji
heterodupleksow (HMA), a wyniki potwierdzita sekwencjonowaniem
fragmentow genomow 1 ich analizg filogenetyczng. Wybor metod nalezy okresli¢
jako zdecydowanie trafny - HMA jest do$é¢ powszechnie w wirusologil
stosowana technika wykrywania mutacji, a sekwencjonowanie jest ,,ztotym
standardem’ takich badan. Analiza heterodupicksow 39 izolatow yjawnita ich
duzg réznorodnos¢ genetyczng, a potwierdzila to analiza filogenetyczna 29
terenowych probek. Badania te ujawnily obecnosé wéréd przebadanych izolatow
szesciu typow zarazka - B1, B2, Al oraz trzech nowych typow, Al12, A131 Al6.
Powyzszymi metodami tzw. _epidemiologii molekularnej” doktorantka
potwierdzita krazenie lentiwirusow pomiedzy owcami a kozami. Szczepy
dawniej uwazane za ,,owcze” wystepowaly bowiem czesto u kéz i odwrotnie.
Zdarzaly sie tez zakazenia jednego zwierz¢cia szczepami ,,owezymi” i, kozimi”
wedhig dawnej nomenklatury.

Kolejnym etapem badania zmiennosci tych wirusow byla analiza
sekwencji aminokwasowych najistotniejszych antygenowo fragmentow bialka
Gag (MA/CA) i glikoproteiny powierzchniowej gpl35 (SU) izolatéw terenowych
oraz szczepow referencyjnych (typy Al i B1). Odpowiednie sekwencje zostaty
zamplifikowane, wklonowane do wektora 1 zsekwencjonowane. Analiza ta
wykazala, ze krajowe izolaty typu Al2 i A13 moga wykazywa¢ immunologiczne
pokrewienistwo miedzy epitopami biatka Gag oraz, z¢ biatko SU5 wydaje sig¢ by¢
dobrym kandydatem na antygen do serotypowania wirusow koz i owiec, gdyz
indukuje ono rodzaj typowo swoistej odpowiedzi immunologicznej. Ta czgs¢
badan potwierdziia wigc hipoteze o krazeniu wérod matych przezuwaczy
wariantow antygenowych lentiwirusow, co obniza czulos¢ testow
diagnostycznych bazujacych na jednym tylko genotypie.

W ten sposob doktorantka wypracowala podstawy do realizacji drugiego
celu rozprawy, ktorym byto otrzymanie oczyszezonych, rekombinowanych
biatek SU1/Gag/SUS lentiwirusow matych przezuwaczy reprezentujacych rozne
typy genetyczne zarazkow, to znaczy nie tylko Al i B1, ale takze B2 oraz Al3.
By to uzyska¢ odpowiednie fragmenty genow zamplifikowata metoda nested
PCR i na ich bazie wyprodukowata rekombinowane plazmidy, ktorych
prawidiowo$¢ potwierdzita sekwencjonowaniem. Ekspresja rekombinowanych
bialek nastepowata w szczepach E. coli, a uzyskane produkty oczyszczano
chromatograficznie.



I teraz doktorantka mogta przystapi¢ do trzeciego celu rozprawy, jakim
byto opracowanie testow ELISA do wykrywania przeciwcial przeciw
lentiwirusom malych przezuwaczy z uzyciem wyprodukowanych w poprzednim
etapie pracy rekombinowanych biatek reprezentujacych rozne typy genetyczne
zarazkow i sprawdzenie przydatnosci diagnostycznej tych testow wobec surowic
referencyjnych oraz przez porownanie ich z dotychczasowymi testami
komercyjnymi. Surowice referencyjne pochodzity od naturalnie zakazonych
owiec i koz badz od osobnikéw niezakazonych, ktorych status serologiczny
potwierdzita wcze$niej handlowymi testami ELISA, a obecnos¢ prowirusowego
DNA testem nested PCR. Surowice zostaly bardzo starannie dobrane, jako ze
sprawa ta ma kluczowe znaczenie W standaryzacji kazdego testu serologicznego.
Majac na uwadze duza zmienno$¢ lentiwirusow surowice pochodzity 1 od owiec 1
od kéz, ponadto nie tylko z Polski, ale i z Francji i wszystkie zostaly przebadane
trzema handlowymi testami ELISA. Do dalszych prac surowicg uznawano za

dodatnig, gdy wszystkie trzy testy daly z nig wynik pozytywny, a Za yjemna, gdy

/e wszystkich trzech wynik byl negatywny. W ten sposob doktorantka
przygotowata sobie do dalszych badan 939 surowic referencyjnych (300
dodatnich i 639 ujemnych). W metodzie western blotting wszystkie surowice
dodatnie reagowaly ze wszystkimi czterema rekombinowanymi biatkami, a
surowice ujemne — z zadnym, co wykazato z jednej strony immunoreaktywnos¢
wyprodukowanych przez autorke bialek, a z drugiej — duza swoistos¢
diagnostyczna tych antygenow. Nastgpnie doktorantka przeszia do optymalizacji
warunkéw testu ELISA. Uzywajac pulowanej surowicy dodatniej i pulowanej
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antygenu, surowicy oraz koniugatu. W kolejnym etapie walidacji testu zbadala
939 swoich surowic referencyjnych trzema testami ELISA z wykorzystaniem
jako antygenow, rekombinowanych biatek reprezentujace typy genetyczne wirusa
B1, B2, Al i Al3. Zgodnie z powszechnie przyjetymi standardami wykreslita
krzywe ROC i obliczyta dla kazdego testu wartos¢ progowa poszukujac takiej,
przy kiorej test ma najwyzsza czwtos¢ przy najwicksze] swoistosci. W
odniesieniu do tego zestawu surowic testy miaty czutos¢ od 77 do 96% 1
swoistosé od 94,2 do 97,6%, a takze ich potencjal roznicowania surowic
dodatnich od ujemnych okazal si¢ bardzo przyzwoity. | wreszcie jakby
ukoronowaniem badan nad opracowaniem nowych testow ELISA z uzyciem
rekombinowanych biatek jako antygendw bylo ich poréwnanie z jednym z
powszechnie stosowanych testow handlowych poprzez réwnolegle przebadanie
249 surowic od 194 owiec z 13 stad i 55 koz z 5 stad. Test komercyjny ujawnit
wérod nich 32 surowice dodatnie (12,8%), a opracowany przez doktorantke test
bialkiem rekombinowanym reprezentujgcym typ genetyczny Al3 —az 37
surowic dodatnich (14,8%), test z biatkiem reprezentujagcym typ Al 1 B2 -26
(10,4%), a test z biatkiem reprezentujgcym typ Bl jedynie w 6 surowic
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teécie komercyjnym az 16 (6,4%) okazato si¢ dodatnich w przynajmniej jednym
7 testow ELISA opracowanych przez doktorantke.

W ten sposob mgr Monika Olech wykazata, ze testy ELISA zawierajace
antygeny jednego tylko szczepu lentiwiruséw matych przezuwaczy nie
wykrywaja przeciwcial skierowanych przeciw niektérym innym szczepom tego
zarazka, co ewidentnie obniza ich czulo$é. Pokazala takze, 1z mozna czulosé
takiej diagnostyki znacznie zwigkszy¢ wykorzystujac jako antygen mieszaning
rekombinowanych bialek reprezentujgcych rozne typy genetyczne, w
szczegolnosei uwzgledniajac warianty wirusa dominujace w badanej populacii.

7e swoich badan doktorantka wyciagneta 4 w pelni uprawnione whnioski, z
ktorych jedynie drugi potwierdza to, co byto znane od dawna, natomiast
pozostate 3 zawieraja elementy nowatorskie wyplywajace z badan wlasnych.

Praca doktorska mgr Moniki Olech jest bardzo dobrze zaplanowana i
wykonana, a rozprawa dobrze, prawie bezblednie, napisana. Zauwazylem tylko
Lilka nomviek literowveh nowinne hvé wirisowe RNA” albo

kilka pomylek literowych, np. na str. 69 powinno DyC ,,WIrusowe =IN/
_prowirusowe DNA”, natomiast nie _wirusowe DNA”, a na str. 72 powinno by¢
chyba 939 zamiast 936 surowic. Na str. 21 jest btad w pisowni angielskiego
stowa ,.challenge”. Ponadto tak bardzo potrzebny czytelnikowi wykaz skrotow
uzytych w rozprawie powinien zdecydowanie by¢ utozony alfabetycznie. Trudno
sie tez zgodzié ze stwierdzeniem autorki na str. 18, ze ,,w celu bezposredniego
stwierdzenia obecnosci wirusa wykorzystywana jest metoda PCR...wykrywajaca
zaréwno prowirusowe DNA jak 1 RNA wirusa”, gdyz istnieja weale nierzadkie
sytuacje, i to zwlaszcza przy zakazeniach retrowirusowych, kiedy jest
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irionéw nie ma, albo nawet moz iej sytuac
kiedy jest jeszcze nawet wirusowe RNA, a wirion6w juz nie ma. Tak wige —
przynajmniej dla mnie — bezposrednie stwierdzenie wirusa to ewentualnie jego
rozpoznanie w mikroskopie elektronowym, (cho¢ moze by¢ niekompletny, a
wiec niezarazliwy), czyli w zasadzie istnieje tylko jedna metoda bezposredniego
wykazania w badanym materiale obecnosci kompletnego, zarazliwego wirusa —
jego izolacja na hodowli komérkowej czy innym zywym ukladzie. Nota bene,
metoda ta we wspoiczesnej wirusoiogii prawie poszta w zapomnienie —
zastgpiona wlasnie przez PCR — stad nie dziwig si¢ zbytnio, ze i autorka na to tak
patrzy.

Powyzsze uwagi nie maja oczywiscie znaczenia dla merytorycznej oceny
rozprawy doktorskiej mgr Moniki Olech. Nie mam do tel rozprawy zastrzezen
merytorycznych, wrecz przeciwnie — oceniam te prace bardzo pozytywnie. Ma
jasno postawione cele, kolejno wyptywajace jeden z drugiego i przejrzysty
logiczny uktad doswiadczen. Laczy w sobie zarowno aspekty poznawcze
(poznanie typow lentiwirusow matych przezuwaczy aktualnie krazacych wérod
poiskich owiec i k6z), jak 1 aspekty aplikacyjne (zwiekszenie czulosci
diagnostyki serologicznej tych zakazen, co ulatwi i skroci eliminowanie tego
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zakazenia z populacji naszych owiec i k6z). Jest to duza zaleta rozprawy, gdyz

doktoraty w naukach weterynaryjnych powinny by¢ ukierunkowane takze na



potrzeby praktyki. Metody zastosowane w tej pracy sa poprawne i naleza do
najnowoczesniejszych technik molekularnych, a podkresli¢ nalezy wielo$¢ metod
uzytych w tej pracy.

Biorac pod uwage te osiagnigcia stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr
Moniki Olech ,CHARAKTERYSTYKA MOLEKULARNA LENTIW [RUSOW
MALYCH PRZEZUWACZY ORAZ DIAGNOSTYKA SEROLOGICZNA
ZAKAZEN TYMI WIRUSAMI” spetnia wymogi ustawy z dnia 14 marca 2003r.
o stopniach nankowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki i wnosze o dopuszczenie jej do dalszycil etapow przewodu doktorskiego.
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