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W recenzji, jako kryteria oceny, przyjeto przepisy Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U.z 2017 r. poz.
1789 z p6iniejszymi zmianami) oraz Rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyiszego z
dnia 30 pazdziernika 2015 r. w zwigzku z art. 179 ust.1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r.- przepisy
wprowadzajace Ustawe Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2017 r. poz.1842 ze
zmianami w Dz. U. z 22 marca 2019 r. poz. 534).

1. Ogolna charakterystyka pracy

Rozprawe doktorskg stanowi cykl 7 publikacji opublikowanych w latach 2015-2019. S3 to
nastepujace pozycje:

1. Kowalczyk M., Jakubczak A. 2015. Mozliwo$¢ wykorzystania technik biologii molekularnej
w diagnostyce choroby aleuckiej norek, Wiadomosci Zootechniczne, 53(3), 70-77

2. Jakubczak A., Kowalczyk M., Kostro K., Horecka B., Jezewska-Witkowska G.2016. High
molecular polymorphism of the hypervariable region in the VP2 gene of Aleutian mink disease
virus. Acta Virologica, 60(4), 354-360, doi: 10.4149/av_2016_04_354

3. Jakubczak A., Kowalczyk M., Kostro K., Jezewska-Witkowska G. 2017. Comparative
molecular analysis of strains of the Aleutian Disease Virus isolated from farmed and wild mink.
Annals of Agricultural and Environmental Medicine, 24 (3), 366-371, doi:
10.26444/aaem/75688



4. Kowalczyk M., Jakubczak A., Horecka B., Kostro K. 2018. A comparative molecular
characterization of AMDV strains isolated from cases of clinical and subclinical infection. Virus
Genes, 54(4), 561-569, doi.org/10.1007/511262-018-1576-x

5. Kowalczyk M., Jakubczak A, Gryzinska M. 2019. Duplex PCR for detection of Aleutian
Disease Virus from biological and environmental samples. Acta Veterinaria—Beograd, 69 (4),
402-413, doi: 10.2478/acve-2019-0034

6. Kowalczyk M., Horecka B., Jakubczak A. 2019. Aleutian Mink Disease Virus in the breeding
environment in Poland and its place in the global epidemiology of AMDV, Virus Research, 270,
197665, doi.org/10.1016/j.virusres.2019.197665

7. Kowalczyk M., Gasiorek B., Kostro K., Borzym E., Jakubczak A. 2019. Breeding parameters
on a mink farm infected with the AMD virus following the use of methisoprinol, Archives of
Virology, 164 (11), 2691-2698, doi.org/10.1007/s00705-019-04375-x

Wszystkie te publikacje spetniajg kryterium Art. 13.2. Ustawy, czyli warunku wiaczenia do
zbioru artykutéw spdjnych tematycznie.

Liczba publikacji i ranga naukowa wszystkich czasopism naukowych, w ktérych opublikowano
prace, jest imponujgca. Suma punktow za przedstawiony cykl wedtug aktualnych list MNiSW
wynosi 251 pkt., a sumaryczny IF - 9,058. 6 prac opublikowano w czasopismach z listy A o IF
powyzej 2: Virus Research IF'2018 = - 2,736 oraz Archives of Virology IF'2018 = 2,261). Dwie
kolejne pracy opublikowano w czasopismach o IF powyzej 1: Virus Genes 2018 = 1,616 Annals
of Agricultural and Environmental Medicine |F'2017 = 1,116.

Znajac stosunek ,Editorial Office” do prac wykonanych na fermowych Canidae czy Mustelidae
wyzej wymienione publikacje musiaty reprezentowaé bardzo wysoki poziom i réwnie wysok3a
warto$¢ naukowg.

Na podkreslenie, zdaniem Recenzenta, zastuguje tei dotaczenie do cyklu wysoko
punktowanych czasopism, publikacji w naszym popularno-naukowym branzowym
zootechnicznym czasopismie Wiadomosci Zootechniczne, dostepnym dla praktykéow i
hodowcow norek.

Warto tez podkreslic, ze w pieciu pracach Doktorant jest pierwszym autorem, a Jego wkiad w
poszczegolnych pozycjach wahat si¢ od 37 do 80%: sredni udziat Doktoranta zostat wyceniony
na 55%.

Przedstawiona do oceny praca jest napisana starannie, strona graficzna i edytorska nie bu dzg
wigkszych zastrzezen. Uktad redakcyjny pracy jest klasyczny, zgodny z przyjetymi dla tego typu
opracowan z podziatem na odpowiednie rozdziaty. Praca obejmuje tacznie 40 stron
znormalizowanego wydruku komputerowego i 38 pozycji literaturowych. Wyniki badar
przedstawione w formie opisowej, natomiast w zataczonych pracach, stanowiacych podstawe



ocenianej rozprawy doktorskiej, mozna zapoznac sig z ich zestawieniem tabelarycznym i
graficznym. Dodatkowo zamieszczono w pracy streszczenia w jezyku polskim i angielskim.

2. Ocena oryginalnosci tematu badan

Przedstawiony do oceny cykl publikacji dotyczy rozwoju wiedzy na temat diagnostyki i
epizootiologii choroby aleuckiej (plazmocytoze) na polskich fermach norek. Choroba aleucka
zostatfa po raz pierwszy opisana w latach 50 przez dr Gordona i wsp. na fermach amerykanskich
u odmiany aleuckiej norek. W Polsce w latach osiemdziesigtych rozpoczeto diagnostyka
choroby aleuckiej norek nieswoistymi testami tymolowym i jodowym. Trzeba byto bardzo
dtugo czekac na swoistg, specyficzng i czuta metode z wykorzystaniem technik molekularnych.
Bowiem, co tez podkresla Doktorant, cyt. ,Wykrycie wirusowego materiatu genetycznego w
badanych tkankach jednoznacznie wskazuje na infekcjg, podczas gdy pojawienie sie
przeciwciat przeciw wirusowi, moze oznacza¢ bezobjawowy kontakt z patogenem. Metody
serologiczne s3 dodatkowo ograniczone przez okienko serologiczne, tj. okres, ktéry mija od
zakaZzenia do pojawienia sie przeciwciat, podczas ktérego zwierze moze zakazaé inne osobniki,
samemu dajac wynik ujemny w testach serologicznych. Wreszcie, metody serologiczne czesto
nie uwzgledniaja analizy stanu sanitarnego Srodowiska, ktére réwniez moze by¢ rezerwuarem
wirusa”.

Tytut pracy znajduje odbicie w celu i tresci pracy. Jednoznacznie okresla podjetq
problematyke badawczq, a spéjny tematycznie cykl publikacji przedstawiono w kolejnosci
opisywanej w pracy.

Wstep stanowi przeglad doniesiert naukowych oraz zwigzty opis tematyki dotyczacej etiologii,
patogenezy oraz obrazu klinicznego choroby aleuckiej u norek. Ze szczegéing uwaga Doktorant
odniost sig do diagnostyki molekularnej wirusa tej choroby. W odréznieniu do klasycznych
metod diagnostycznych metody molekularne pozwalajg na wczesng i czula ,detekcje”
patogenu nie tylko w prébkach pobranych od zwierzat, ale réwniez ze $rodowiska ferm czy
tzw. ,mediow” zwigzanych z chowem zwierzat futerkowych.

Do najbardziej oryginalnych aspektow dysertacji doktorskiej zaliczam wielokierunkowoéé
badan molekularnej diagnostyki obejmujgcych populacje fermowa norek i $rodowisko
hodowlane oraz poréwnawcze badania z wykorzystaniem metoda powszechnie stosowanych
w praktyce fermowej czyli CIEP czy ELISA.

Wartosciowym elementem rozprawy jest rowniez préba immunostymulacji norek fermowych.
W  przebiegu AMD  okreslanej rdéwniez jako plazmocytoza dochodzi do
hypergammaglobulinemii oraz depozycji komplekséw antygen — przeciwciato w tkankach,
czego efektem sg miedzy innymi glomerulonephritis.

W podsumowaniu kryterium stwierdzam, ze tematyka dysertacji doktorskiej jest oryginalna
i wyjgtkowo aktualna, czego dowodem jest opublikowanie wszystkich wynikéw w
czasopismach z listy JRC o bardzo wysokim IF.



3. Ocena umiejgtnosci sformutowania problemu badawczego oraz sposobu jego rozwigzania
Na podstawie zamieszczonych w publikacjach uzasadnienia celéw podjetych prac czastkowych
oraz dokonanej we wstgpie przegladu badar nad wirusem i diagnostyka choroby aleuckiej,
Doktorant okreslit nastepujace tezy dysertacji doktorskiej:

Wirus AMD moze byc¢ obecny nie tylko w organizmach zwierzat, ale takze w $rodowisku
hodowlanym zakazonych ferm, ktére moze stanowi¢ rezerwuar wirusa.

Zasilanie polskiej hodowli norek, zwierzetami z réznych zrédet mogto spowodowaé wysokie
zroznicowanie molekularne wirusa w populacji hodowlane;j.

Pula wirusa AMD w Polsce sktada sie zar6wno z wariantéw endemicznych, jak i wariantéw
bioracych udziat w globalnym krazeniu patogenu.

Zmiennos¢ molekularna wirusa moze wptywac na obraz kliniczny choroby.

Immunostymulacja moze poprawi¢ parametry hodowlane na fermie trwale zakazonej
AMDV.

W celu rozwigzania tych hipotez wskazat 6 celow szczegdtowych:

1. Optymalizacja metod opartych na reakcji PCR, duplex PCR i qPCR pozwalajgcych na
detekcje materiatu genetycznego wirusa AMD w prébach biologicznych i $rodowiskowych
oraz jego pozniejszg charakterystyke molekularna.

2. Ocena czestosci wystepowania AMDV na polskich fermach oraz okreélenie tadunku
wirusowego w tkankach i srodowisku hodowlanym norki amerykarskie;.

3. Analiza epidemiologii molekularnej patogenu na badanych fermach oraz okreslenie relacji
polskich izolatéw z zasobami baz bioinformatycznych w oparciu o polimorfizm w sekwencji
kodujacej biatko NS1.

4. Charakterystyka molekularna wirusa na fermach, na ktérych choroba przyjmuje przebieg
kliniczny i subkliniczny.

5. Ocena czutosci i specyficznosci metody duplex PCR, jako techniki ograniczajacej
wystepowanie wynikow fatszywie ujemnych.

6. Zbadanie wptywu preparatu immunostymulujgcego — methisoprinolu na parametry
hodowlane na fermie trwale zakazonej wirusem AMD.

Uwazam, ze wszystkie cele sq spéjne z przedstawionymi problemami badawczymi, Swiadczg
tez, ze Doktorant posiada solidne przygotowanie do najnowszych technik molekularnych.

Realizacja tak sformutowanych celéw szczegétowych wymagata od Doktoranta wielu godzin
spedzonych w laboratoriach. Nie chciatabym przypominaé catych procedur analiz
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molekularnych, rozpoczynajgce sie od pozyskiwania materiatu badawczego koriczgc na
analizie bioinformatycznej.

Doktorant wraz z zespotem rozpoczat swoje doéwiadczenie od badan pilotazowych — od
monitoringu AMDV na dwoch fermach lezacych od siebie na dwéch kraricach Polski. Wyniki
tych wstegpnych badari potwierdzity obecnoé¢ wirusa, co chyba nie wywotato zdziwienia
zespotu badawczego, ale pozwolito juz na ukierunkowanie dalszych szczegdtowych celdw
badawczych.

Uwazam, ze zastosowane procedury postepowania sq poprawnie metodycznie a
wykorzystane najnowsze i aktualne metody badawcze adekwatne do zaplanowanych zadarn
badawczych.

Uzyskane przez Doktoranta wyniki badar staty sie podstawa do poprawnie sformutowania 7
szczegotowych wnioskow, ktére odpowiadajg na postawione zadania badawcze. Doktorant
wykazat, ze na polskich fermach wystepuje duze zréznicowanie wirusa AMD. Przyczyna tego
zréznicowania wynika z bioréznorodnosci ogniska epizootycznego. Efektem jego badan byto
wykazanie, ze jest mozliwe zmniejszenie, strat ponoszonych przez hodowce na skutek choroby
aleuckiej. W skali 1000 lub 5000 samic stada podstawowego to bardzo istotne wzrost
optacalnosci niszowej obecnie hodowli.

4. Pozostate uwagi do rozprawy

Praca napisana poprawnym jezykiem oraz jest odpowiednio udokumentowana, Z obowiazku
recenzenta chce jednak zwrdci¢ uwage na kilka niedociagnie¢ redakcyjnych oraz uproszczen
merytorycznych czyli tzw. skrétéw myslowych.

str.. 12

- Co Doktorant rozumie pod pojeciem ,zamykanie drég krazenia wirusa ...” mam nadzieje, ze
dobrze zrozumiatam, ze chodzi o przerwanie fancucha epidemiologicznego/epizootycznego

- Proszg o wyjasnienie pojecia ,skala epidemiologii wirusa AMD”

Str. 16

Proszg o wyjasnienie uzytego przez Doktoranta okreslenia ,infekcja postepujaca”
Str. 17

Okrutnie brzmi stowo , padnigcia” zwtaszcza w aktualnej nagonce na zakaz hodowli norki czy
liséw. Powszechnie stosuje sie — upadki

5. Podsumowanie oceny pracy i wniosek koricowy Powyisze uwagi w wigkszoéci maja
charakter dyskusyjny i nie umniejszaja one mojej pozytywnej opinii o wysokiej wartosci
merytorycznej przedtozonej do oceny rozprawy doktorskiej. Problematyka, ktérg zajmuje sie



w swojej dysertacji mgr inz. Marek Kowalczyk, jest przede wszystkim istotna pod wzgledem
naukowym i praktycznym. Jest réwniez zgodna z aktualnymi kierunkami badan w zakresie
ochrony zdrowia zwierzat. Tego typu kompleksowe badania s3 innowacyjne i wnoszg istotny
wktad naukowy oraz praktyczny w obszarze diagnostyki i zwalczania choroby aleuckiej.
Wiaczenie metod molekularnych oraz opartych o analizy bioinformatyczne badan
epidemiologii molekularnych do diagnostyki AMD pozwoli na eliminacje wirusa nie tylko z
ferm ale i z otaczajgcego Srodowiska. Pozwala jednocze$nie na monitorowanie skutecznosci
prowadzonych zabiegéw dezynfekcyjnych, co jest szczegdlnie istotne przy braku mozliwosci
stosowania szczepien ochronnych i mozliwosci leczenia przyczynowego a nawet objawowego.
Takie interdyscyplinarne i utylitarne podejscie uwazam za najwazniejsze osiggniecie
Doktoranta. Uwzglgdniajac jednoczesnie dorobek publikacyjny mgr inz. Marka Kowalczyka
whnioskuje o wyréinienie rozprawy doktorskiej przediozonej mi do recenzji.

Pod wzgledem merytorycznym prace oceniam bardzo dobrze. Dysertacja napisana jest
jezykiem poprawnym, typowym dla rozpraw o charakterze naukowym. Wspomniane
wczesniej btedy jezykowe czy niefortunne sformufowania majg wytacznie charakter
redakcyjny i nie wptywaja na warto$¢ merytoryczng pracy. Wskazanie w recenzji drobnych
redakcyjnych uchybier powinno pozwoli¢ Doktorantowi uniknaé podobnych btedéw w dalszej
pracy publikacyjne;j.

Po zapoznaniu sig z przedstawiona do oceny praca doktorskg mgr Marka Kowalczyka
stwierdzam, ze spefnia ona wymogi formalne stawiane tego typu opracowaniom zgodnie z
przepisami Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2017 r. poz. 1789 z pézniejszymi zmianami) oraz
Rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 30 pazdziernika 2015 r. w
zwigzku z art. 179 ust.1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r.- przepisy wprowadzajace Ustawe Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2017 r. poz.1842 ze zmianami w Dz. U. z 22 marca
2019 r. poz. 534.

W zwiqzku z powyiszym wnosze do Wysokiej Rady Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie o dopuszczenie Pana mgr Marka Kowalczyka do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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Prof. dr hab. Olga Szeleszczuk

Krakow, 21 luty 2020



