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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Dagmary Zdarskiej pt. »ldentyfikacja zakazen wirusowych
u matek pszczoly miodnej (4pis mellifera L.) w Polsce”, wykonanej pod kierunkiem
promotora: prof. dr hab. Artura Rzezutki w Zaktadzie Wirusologii Zywnosci i Srodowiska
Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego—Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach

oraz dr hab. Krystyny Pohoreckiej, emerytowanego profesora instytutu.
Podstawa formalna recenzji

Podstawg formalng opracowania recenzji stanowi uchwata Rady Naukowej Panstwowego
Instytutu Weterynaryjnego-Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach z dnia 12 lipca
2023 roku zgodnie z wymaganiami art.187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie

wyzszym i nauce (tj. Dz. U. z 2023 r. poz. 742 ze zm.).
Oryginalnos¢, aktualnosé i przydatnos$¢ podjetego problemu naukowego

Doktorantka podjeta si¢ badan nad identyfikacjg zakazen wirusowych u matek pszczelich w
Polsce. Pierwszym celem pracy byto opracowanie i walidacja testow mRT-PCR zawierajgcych
kontrole wewnetrzng amplifikacji do wykrywania dicistrowirusow, iflawiruséw pszczot i
CBPV. Drugim celem byla ocena wystepowania zakazen wirusowych u matek pszczelich
pochodzgcych z krajowych pasiek produkcyjnych przy uzyciu opracowanych testow ifla-CBPV
i Dicistro mRT-PCR oraz trzecim, ocena wptywu wybranych czynnikéw biotycznych 1

abiotycznych na wystepowanie zakazen wirusowych u matek pszczelich.



Do badan Doktorantka pozyskata martwe matki pszczele w wieku od 1 do 5 lat ze 136 pasiek
produkeyjnych z terenu catej Polski. Laczna liczba probek wynosita 239 osobnikow. Materiat
do badan gromadzono w latach 2017-2022 w ramach krajowego programu monitorowania
stanu zdrowotnego rodzin pszczelich. W pasiekach, z ktérych pobrano matki pszczele
obserwowano zwiekszong $miertelnosé pszczot, trudnoscei z poddawaniem matek do rodzin lub
ich stabe czerwienie. Ponadto Doktorantka podjeta si¢ proby oceny wptywu wybranych
czynnikdw abiotycznych na wystepowanie zakazen wirusowych u matek pszczelich. Zbierala
informacje dotyczace wystepowania w pasiekach inwazji Varroa destructor i Nosema sp.,
liczby rodzin pszczelich w badanych pasiekach oraz geograficznego rozmieszczenia pasiek
produkeyjnych, z ktérych pochodzity probki. Podjete badania oceniam jako oryginalne i
aktualne, wpisujace si¢ do badan o wysokich walorach poznawczych, poszerzajgcych wiedze z

zakresu diagnostyki i chorob pszczét.
Ogolna charakterystyka przedstawionego do recenzji manuskryptu

Rozprawa doktorska przedstawiona do recenzji ma forme monografii, o ukladzie redakcyjnym
odpowiadajagcym wymogom stawianym pracom naukowym. Uktad dysertacji jest zgodny z
wymaganiami stawianymi rozprawom doktorskim i zawiera wszystkie wymagane rozdziaty.
Liczy 116 stron wydruku komputerowego, obejmujacego 3 strony spisu tresci, 3 strony wykazu,
6 stron jednobrzmigcego streszczenia pracy w jezyku polskim i angielskim, 17 stron wstepu, |
strong celdw badan, 16 stron materiatéw i metod, 21 stron wynikdw, 16 stron dyskusji i
wniosk6w oraz 19 stron pismiennictwa. Dokumentacja obejmuje 6 zatacznikéw, w sktad

ktérych wehodzg tabele.
Ocena przedstawionego do recenzji manuskryptu

Tytut pracy jasno precyzuje przedmiot rozprawy w zakresie prowadzonych badan. Praca
rozpoczyna si¢ wstepem, w ktéorym Doktorantka naswietlita problematyke zwigzang z
chorobami pszczot oraz ich diagnostyks, przedstawiajac w sposéb bardzo przejrzysty i
zrozumiaty dla czytelnika rys historyczny dotyczacy wystgpowania wirusOw u pszczot.
Nastepnie Doktorantka opisata, czgstotliwos¢ wystgpowania zakazen u pszczoly miodnej w
Europie, zalgczajac dwie przejrzyste ryciny pokazujgce procentowe wystgpowanie tych
zakazen w Europie. Autorka scharakteryzowala budowe i organizacj¢ genomu ifla-i
dicistrowiruséw oraz CBPV, dodajgc dwie ryciny (ryc. 2 i 3) obrazujgce struktur¢ wirionu

dicistro- i iflawiruséw oraz organizacje ich genomoéw. Rycina numer 4 w sposoéb zrozumiaty



pokazuje drogi zakazen wirusowych w rodzinie pszczelej. Moja uwaga dotyczy rycin 5-8, gdzie
brakuje zrédla pochodzenia zdje¢. Jesli sa to wiasne zbiory archiwalne to nalezy taka
informacj¢ poda¢. Doktorantka we wstgpie na stronie numer 20 i 21 cytuje Ribiere i wsp. 2008,
Ball i Bailey1997, Hails i wsp. 2008, pozycji tych brakuje w pimiennictwie. Autorka oméwila
transmisj¢ i patogenezg zakazen wirusowych w rodzinie pszczelej oraz ich diagnostyke
(klasyczne oraz molekularne metody). W mojej ocenie jest to dobra analiza zgromadzonego
piSmiennictwa, po$wigconego omawianym zagadnieniom. Merytoryczng warto$é wstepu

oceniam wysoko.

Na podstawie przegladu starannie dobranego pi$miennictwa Autorka sformutowata nastepujgce

cele badawcze:

1. Opracowanie i walidacja testow mRT-PCR zawierajacych kontrole wewngtrzng
amplifikacji do wykrywania dicistrowirusow, iflawirusow pszczét i CBPV

2. Ocena wystepowania zakazen wirusowych u matek pszczelich pochodzacych z
krajowych pasiek produkcyjnych przy uzyciu opracowanych testow ifla-CBPV i
Dicistro mRT-PCR

3. Ocena wplywu wybranych czynnikéw biotycznych i abiotycznych na wystgpowanie

zakazen wirusowych u matek pszczelich.

Rozdzial Materiat i metody jest dobrym i precyzyjnym opisem zastosowanych metod. Moim
zdaniem rozprawa doktorska zyskalaby na przejrzystosci, gdyby dodano do niej schemat
przeprowadzonych badan. Mimo braku schematu, opis materiatéw i metod zostat dokladnie,
czytelnie przedstawiony. Doktorantka podzielita rozdzial na podrozdziaty: probki pszczot,
wirusowe RNA, DNA bakterii, sekwencje nukleotydowe fragmentéw genomu ifla-,
dicistrowirusow pszczét i CBPV, oczyszczanie i sekwencjonowanie produktow PCR,
opracowanie testow ifla-CBPV i Dicistro mRT-PCR do wykrywania wiruséw pszczot, ocena
odpornosci testow mRT-PCR na etapie przedwalidacyjnym, walidacja testéw ifla-CBPV i1
Dicistro mRT-PCR, ocena wystepowania zakaze u matek pszczelich oraz analizy statystyczne.
Dzieki temu cato$¢ wyglada bardzo przejrzyscie. Mam tylko kilka uwag dotyczacych
pobierania probek do badan. Autorka napisata, ze W ramach wywiadu lekarsko-
weterynaryjnego zebrano informacje na temat wystgpowania w pasiekach inwazji V. detructor
i Nosema sp. Nalezatoby poda¢ na czym polegato zebranie tych informacji i jakie badania
wykonano w tym celu. Chciatabym podkresli¢ ogromng doktadno$¢ w opisaniu sposobu

opracowania testow ifla-CBPV i Dicistro mRT-PCR do wykrywania wirusow. Swiadczy to o
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duzej wiedzy i umiejetnosci Doktorantki w tym zakresie. Podrozdziat 3.9. dotyczacy
odpornosci testéw mRT-PCR na etapie przedwalidacyjnym, rowniez zostat poprawnie opisany
z wyszezegdlnieniem poszczegdlnych etapow. W podrozdziale 3.10 walidacje testow ifla-
CBPV i Dicistro mRT-PCR Doktorantka przeprowadzita zgodnie z wytycznymi WHO
okre$lajac parametry takie jak: specyficznos¢ i czulo$¢ analityczng, specyficznosé¢ i czutosé

diagnostyczna, doktadno$¢, powtarzalno$¢ oraz odtwarzalnosc.

Rozdzial Wyniki jest bogaty w 32 ryciny, ciekawie ilustrujace rezultaty uzyskane w badaniach.
Ponadto Doktorantka w rozdziale tym zalgczyta 14 wykresow, ktore w bardzo obrazowy sposob
przedstawiaja uzyskane wyniki. Wyniki sg najcenniejszg i przez to najwazniejszg dla oceny
recenzenta czescia rozprawy doktorskiej. Doktorantka ten rozdziat napisata bardzo czytelnie,
wyjasniajac uzyskane wyniki krok po kroku. W tym rozdziale przedstawita wybor starterow
ifla-CBPV i Dicisro-PCR, pokazata optymalizacje testow mRT-PCR i udokumentowata to na
zataczanych rycinach. Dzigki temu wyniki sa bardziej przejrzyste w odbiorze. Nalezy réwniez
podkredlié, ze Doktorantka w tabelach 11-13 szczegotowo przedstawita skiad mieszanin
reakcyjnych oraz profil temperaturowo-czasowy testow mRT-PCR, dzigki temu z fatwoscia
mozna odtworzy¢ reakcje. Na uwage zastuguje podrozdziat dotyczacy wykrywania wirusow u
matek pochodzacych z pasiek produkcyjnych. Doktorantka uzyskala ciekawe wyniki
pokazujac, ze zakazenia wirusami u matek pszczelich wystgpowaty az u 234 sposrod 239
badanych osobnikéw. Szczegétowe wyniki zostaty przedstawione w tabeli 16, gdzie
Doktorantka w czytelny sposob opisata wystgpowanie wiruséw u owadow. Interesujgce
informacje dostarcza tabela 17, pokazujgca typy infekcji mono i zakazenia mieszane. Autorka
przeprowadzita analiz¢ wystgpowania wirusow w poszczeg6lnych regionach, przedstawiajac
wyniki w tabelach 18, 19 oraz 20. Ponadto uwagg przykuwajg bardzo ciekawe wyniki na temat
wplywu czynnikow biotycznych i abiotycznych na wystepowanie zakazefi wirusowych u matek
pszczelich oraz ich istotnych wspoétzaleznosci pomigdzy parametrami. Wyniki analiz
eksploracyjnych wystgpowania zakazen wirusowych u matek pszczelich, uwzgledniajace
region pochodzenia i wiek owadow, liczbe rodzin pszczelich obecng w poszczegdlnych
regionach Polski, obecnos¢ Nosema sp. i V. destructor w rodzinach oraz wyniki analiz
eksploracyjnych wystepowania zakazen wirusowych u matek pszczelich w réznym wieku ,
uwzgledniajgc obecno$é Nosema sp. 1 V. destructor zostaly przedstawione na rycinach 22-25
w sposdb spéjny i czytelny. Jeszcze raz cheg podkresli¢, ze Doktorantka dobrze poradzita sobie

z przedstawieniem uzyskanych danych i opracowaniem rozdziatu Wyniki.



Rezultaty badan wtasnych zostaly oméwione i skonfrontowane z wynikami innych autoréw w
rozdziale Dyskusja. Wszechstronna dyskusja obejmuje 16 stron. Autorka na podstawie
przemyslen wlasnych oraz informacji zaczerpnigtych z innych licznych publikacji opisata
uzyskane wyniki swoich badan, pokazujac rdznice oraz podobiefistwa z innymi badaniami
prowadzonymi w kraju i na $wiecie. Podziat tej czesci pracy na 5 podrozdziatéw utatwit lekture
oraz umozliwit Doktorantce chronologiczne i przejrzyste oméwienie uzyskanych wynikéw.
Doktorantka po kolei opisata rozpoznanie zakazen wirusowych u pszczot, znaczenie kontroli
w diagnostyce molekularnej chordb wirusowych pszczot, walidacjg metod, zakazenia wirusowe
u matek pszczelich, wpltyw czynnikow biotycznych i abiotycznych na wystgpowanie infekcji
wirusowych u matek pszczelich oraz krétkie podsumowanie. Doktorantka prowadzita dyskusjg

w sposob dojrzaty, skupiajgc sie na najwazniejszych obserwacjach.

Mgr inz. Dagmara Zdanska z przeprowadzonych badan wyciagneta az 10 szczegétowych
wnioskow. Wszystkie sg cenne i wynikajg z przeprowadzonych badan. Dla lepszego odbioru

mozna bytoby je przeredagowac i czg$¢ z nich polaczy¢.

Rozdzial Pi$miennictwo obejmuje 263 pozycji, uszeregowanych alfabetycznie, ktorym
dodatkowo zostata nadana numeracja. W zwigzku z tym, ze w tekscie pracy przywotywane sg
nazwiska autoréw publikacji, na ktére powoluje si¢ Doktorantka, ta numeracja nie jest
konieczna. Doktorantka mogtaby zmniejszyé liczbe cytowanych publikacji, skupiajac si¢ na
artykulach z ostatnich 10 lat, chyba, ze rys historyczny wymaga wspomnienia starszych

publikacji.
Podsumowanie i wniosek koncowy

Przedstawiona do recenzji rozprawa jest na bardzo dobrym poziomie naukowym, a wnoszone
wezeéniej drobne uwagi krytyczne majg charakter polemiczny i porzgdkowy. Zastosowana
metodyka odpowiada standardom obowigzujagcym w tego typu badaniach. Doktoranta
wykazata bardzo dobre opanowanie warsztatu badawczego, a uzyskane wyniki stanowig istotny
wktad do dotychczasowej wiedzy na temat zakazen wirusowych u pszcz6t. Jest to cenna praca

pod wzgledem duzych walorow aplikacyjnych i poznawczych.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Dagmary Zdunskiej pt. ,,Identyfikacja zakazen
wirusowych u matek pszczoly miodnej(Apis mellifera L.) w Polsce” odpowiada wymogom

okreélonym w art. 187 ust. Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i



nauce (Dz.U. 2023 poz. 742). Przedktadam zatem Radzie Naukowej Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego-Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach wniosek o dopuszczenie
mgr inz. Dagmary Zdanskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie z

uwagi na duzg warto$é poznawcza i aplikacyjng pracy wnioskuje o jej wyrdznienie.
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