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RECENZJA
rozprawy doktorskiej lek. wet. Andrzeja Zmudy

pt. ,, Wplyw bezobjawowych zakazen norek wirusem choroby aleuckiej na odpornosé
humoralng po szczepieniu przeciwko noséwce” wykonanej w Katedrze Epizootiologii i
Klinice Choréb Zakaznych Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu

Przyrodniczego w Lublinie pod kierunkiem promotora, prof. dr hab. Krzysztofa Kostro.

Podstawa formalna:

Pismo Dziekana Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie z dnia
30.09.2016 roku powolujace si¢ na Uchwale Rady Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie z dnia 29.09.2016 w sprawie powolania recenzentéw pracy doktorskiej lek. wet.
Andrzeja Zmudy.

Choroba aleucka (AMD) jest przewlekla, nieuleczalng choroba norek i kunowatych
(Mustelidae) powodujaca duze straty ekonomiczne w hodowli zwigzane z niskg ptodnoscia,
czestymi ronieniami i duzg $miertelnoscig oseskow i mtodych norek, a takze restrykcjami w
obrocie materialem hodowlanym z zapowietrzonych ferm. Przebieg choroby zalezy migdzy
innymi od genotypu i wirulencji szczepu wirusowego, wieku norek, funkcjonalnego stanu
uktadu immunologicznego. Wirus u starszych i cze$ciowo odpornych norek wywotuje
zakazenia subkliniczne co powoduje, ze problem umyka uwadze wiasciciela zwierzat i
inspekcji weterynaryjnej jednak pozniej ujawnia si¢ ze zdwojong sita w postaci powaznych
zaburzen reprodukcyjnych. Dotychczasowe proby stosowania swoistej immunoprofilaktyki nie
spowodowaly przelomu w probach rozwigzania problemu a wyniki byly raczej
niezadowalajace.

W tym kontekscie tematyka przedstawionej do oceny pracy doktorskiej lek. wet. Andrzeja

Zmudy wydaje si¢ jak najbardziej aktualna i celowa. Praca liczy 69 numerowanych stron, ma



uklad tradycyjny i obejmuje nastepujace rozdziaty: wstep, cel i uzasadnienie badan, material i
metody, wyniki badan, oméwienie wynikow, wnioski oraz piSmiennictwo. W pracy Autor

zamiescil ponadto 10 rycin i 4 fotografie utatwiajgce zrozumienie tekstu.

Wstep pracy jest bardzo obszerny i w sposob gruntowny wprowadza do tematyki zakazen
wirusem choroby aleuckiej norek (AMDV). Uwazam za uzasadnione tak wyczerpujace
potraktowanie tematu, gdyz choroba aleucka norek cechuje si¢ niezwykle skomplikowang
patogeneza i1 wyjasnienie jej immunologicznego tla jest potrzebne dla zrozumienia
mechanizmoéw lezacych u podstaw tej choroby. Nalezy podkresli¢, ze Autor doskonale
wywigzal si¢ z tego obowiqzku i czytelnik pracy nawet nie zajmujacy si¢ naukowo
problematykg AMD nie bedzie miat trudnos$ci ze zrozumieniem zawitosci patogenezy AMD.
Poszczegdlne podrozdzialy wstepu czyta si¢ z przyjemnoscia i czytajacy ma Swiadomos¢
bardzo dobrej znajomosci zagadnien przez Autora dysertacji. Przywotane pismiennictwo jest
adekwatne i w pelni uzasadnia tezy i wnioski Autora. Wydaje si¢, ze sam wstep do dysertacji
moglby postuzy¢ jako prawie kompletny materiat do pracy przegladowej na temat patogenezy
AMD.

Cel badan ktore staty sie podstawa rozprawy doktorskiej jest zawarty w tytule tej rozprawy.
Jego realizacja wymagala przeprowadzenia starannie zaplanowanych doswiadczen i analiz
obejmujacych ocene zmian morfologicznych wybranych narzadéw wewnetrznych norek
zakazonych subklinicznie AMDV, profilu odpowiedzi immunologicznej, nat¢zenia procesow
zapalnych na podstawie oznaczen st¢zenia biatka SAA oraz oceny stanu swoistej odpornosci
humoralnej. W kontekscie problemu jaki stanowia bezobjawowe zakazenia wirusem AMD
norek hodowlanych nalezy podkresli¢ trafno$¢ wyboru zaréwno celu badan jak i metod

prowadzacych do jego osiggnigcia.

Material i metody zostaly opisane w kolejnym rozdziale podzielonym dla lepszej
przejrzystosci na kilkanascie podrozdziatéw, obejmujacych w sumie 7 stron tekstu. Autor
zastosowal wilasciwe dla osiagnigcia celu metody badawcze i dolozyl wiele staran, aby
prawidlowo zinterpretowaé uzyskane wyniki. Na szczegdlng uwage zashuguje wlasciwy dobor
metod do badania profilu immunologicznego zwierzat zakazonych w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Z uwagi na patomechanizm choroby zaréwno badania cytometryczne subpopulacji
limfocytow jak i badania aktywnosci fagocytarnej monocytéw i granulocytow sa metodami z
wyboru i pozwalajg doswiadczalnie wykaza¢ przyczyny immunosupresji oraz stabych
wynikow uodparniania przeciwko nosoéwce u zwierzat przewlekle zakazonych AMDV.
Rowniez wigczenie do badan oznaczania biatka SAA pozwolito potwierdzi¢ chroniczny stan
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zapalenia w organizmie zakazonych norek i jego niekwestionowang role w immunosupresji.
Testy statystyczne zostaly prawidlowo wybrane i uzyte, co pozwolilo na wyciagnigcie

odpowiednich wnioskow z wykonanych badan.

Wyniki, bedace rezultatem oryginalnych doswiadczen, zostaly opisane na 12 stronach i
wzbogacone 10 rycinami ilustrujacymi rezultaty badan w cytometrze przeplywowym,
serologiczne oraz oznaczanie biatka SAA. Zalaczono réwniez 4 fotografie dokumentujace
najczestsze zmiany histopatologiczne w narzadach norek zakazonych wirusem AMD. Przy
opisie zmian histopatologicznych ryciny i fotografie umieszczono w korespondujacych
fragmentach rozdziatu, co utatwia szybkie poréwnanie opisu znajdujgcego si¢ w tekscie z ich
graficznym przedstawieniem. Zmiany histopatologiczne widoczne na zalaczonych 4
fotografiach zostaly zinterpretowane i opisane prawidlowo jednak w tekscie Autor wspomina
o innych zmianach, ktérych nie ma na zalgczonych fotografiach w szczegdlnosci dotyczacych
ktebuszkow nerkowych (np. hypersegmentacja, zmiany dotyczace mezangium czy przestrzeni
Bowmanna). Wskazane byloby, aby w przysziej publikacji zwroci¢ uwage na
udokumentowanie tych zmian. Wyniki te staly si¢ podstawa wnikliwej dyskusji, w ktorej
widoczna jest umiejetno$¢ Autora do samodzielnej, krytycznej oceny wlasnych wynikow w
konfrontacji z rezultatami otrzymanymi przez inne zespoly badawcze. Sposob ich
przedstawienia nie budzi wiekszych zastrzezen. Wyniki zostaty opisane bardzo syntetycznie, a
dofagczone wykresy w sposob klarowny przedstawiaja roznice w aktywnosci ukladu
immunologicznego sprawiajac, ze juz na pierwszy rzut oka czytelnik nie ma watpliwosci co do
stusznosci wyciggnietych wnioskow. Roznice zardwno jesli chodzi o aktywnos¢ fagocytarna i
metabolizm tlenowy granulocytow i monocytow, przesunigcia w subpopulacjach limfocytow
istotnych z punktu widzenia odpornosci, a takze poziomu biatka ostrej fazy SAA w surowicy
sg tak znaczace, ze analiza statystyczna istotnosci jest tylko formalnoscig. Zwraca uwage
szczegblnie ogromna roznica w wartosciach stezen biatka SAA u norek zakazonych w
porownaniu do grupy kontrolnej co dobitnie pokazuje istot¢ i mechanizm patogenezy choroby
aleuckiej. Podkreslajac klarowny i przystepny sposob przedstawienia -wynikéw nie mozna
jednak pomingé pewnych usterek, ktore powinny zosta¢ poprawione przed ich publikacja.
Chodzi w szczegdlnosci o pojawiajace sie w opisie rycin 1-4 sformulowanie ,,Sredni kanat
fluorescencji”. Jest to rodzaj zargonu laboratoryjnego. Poprawnie powinno by¢ np. ,.$rednia
intensywno$¢ fluorescencji kanatu X”Autor opisujac zastosowane metody wspomnial, ze
oceniano zaré6wno odsetek komorek fagocytujacych jak i ich aktywnos¢ fagocytarng i wowczas

prawidlowo zaznaczyl, ze aktywno$¢ tg mozna mierzy¢é poprzez pomiar intensywnosci



fluorescencji, ktora jest pochodng ilosci wchionigtych bakterii. Dlatego tez niejasne jest
dlaczego Autor odszedt od tej poprawnej wersji. Jest rowniez btad w opisie ryc. 2a. Rycina
przedstawia cytometryczng analize aktywnosci fagocytarnej monocytéw jak sadz¢ a nie
granulocytow. Nalezy to poprawi¢. Autor w rozdziale ,,Materiat i metody” poswiecil duzo
miejsca na omowienie diagnostyki molekularnej AMDYV co jest zrozumiate, gdyz podzial na
grupy doswiadczalne i kontrolne wymaga 100% pewnosci odnosnie statusu zwierzat uzytych
do doswiadczen. Dlatego tez zdecydowanie brakuje wsrdd innych wynikow dokumentacji z

badan metodg PCR np. w formie zdje¢ z analizy elektroforetycznej produktow amplifikacji.

Omowienie wynikow, napisane tak jak cata praca bardzo tadnym jezykiem jest spojne 1
dowodzi dobrego rozeznania w kwestii zastosowanych metod, potwierdza zdolno$¢ do
wilasciwej oceny wynikow i ich krytycznej analizy. Autor umiejetnie dyskutuje wyniki swoich
badan z doniesieniami innych autoréw. Nalezy podkreslié, ze niekiedy interpretacja
uzyskanych rezultatow byta utrudniona z uwagi na nieliczne badania dostgpne w
piSmiennictwie (np. dotyczacych analizy cytometrycznej krwi norek dodatnich w kierunku
AMD) co jednoczes$nie dowodzi, ze podjety temat byt potrzebny i nowatorski. Szczegdlnie
interesujaco wyglada watek dotyczacy mechanizmu immunosupresji stwierdzonej przez Autora
w toku prowadzonych badan. Autor stusznie zauwazyt, ze wzrost ekspresji integryny CD11 jest
odzwierciedleniem chronicznego stanu zapalnego w przebiegu AMD jednak nie ttumaczy to
mechanizmu immunosupresji. Warto rozwazy¢ w tym kontekscie role komorek supresyjnych
(MDSCs) odkrytych jeszcze w latach 90 ub. ktorych gldownym markerem fenotypowym jest
antygen CD11b. W ostatnich latach wykazano, ze ich pojawienie si¢ towarzyszy rozwojowi
takich patologii jak nowotwory czy tez stany zapalne, zwlaszcza chroniczne. Tak wigc wzrost
ekspresji CD11b moze by¢ spowodowany obecnoscig tychze komorek, ktére poprzez rézne
wydzielane cytokiny mogg dodatkowo stymulowa¢ i podtrzymywaé stan zapalny
charakterystyczny dla AMD. Nalezatoby to jednak sprawdzi¢ cytometrycznie, w tym
dodatkowo oznaczy¢ ekspresje innych markerow np. Gr-1 (markera rdéznicowania

granulocytow).

Na zakonczenie dyskusji Autor sformutowal 7 wnioskéw, ktore w sposdb syntetyczny
podsumowujg najwazniejsze wyniki przeprowadzonych badan. Wnioski sg logiczne i
odzwierciedlajg nie tylko aspekty poznawcze, ale idg dalej w postaci konkretnych zalecen
praktycznych (wniosek 6 i 7) dotyczacych ujemnych konsekwencji stosowania szczepien
profilaktycznych u norek zakazonych subklinicznie AMDV. Wnioski te mogg mie¢ duze

znaczenie praktyczne dla hodowcow i lekarzy praktykow. Niezaleznie od tej pozytywnej oceny
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sg tez drobne uwagi natury glownie stylistycznej. Wniosek nr 1 powinien by¢ koniecznie
poprawiony przy publikacji wynikoéw, gdyz jest niezrecznie sformutowany. Méglby on brzmiec¢
nastepujaco: ,,Badanie wybranych markerow CD8, CD11b, CD14 i CD21 leukocytéw, biatka
ostrej fazy SAA, aktywnosci fagocytarnej granulocytow i monocytow oraz odczynu
seroneutralizacji umozliwito opracowanie profilu immunologicznego przydatnego w
okre$laniu stanu czynnosciowego ukladu immunologicznego norek z subkliniczng postaciag
choroby aleuckiej.” lub ,,Opracowano profil immunologiczny oparty na oznaczaniu wybranych
markeréw CD8, CD11b, CD14 i CD21 leukocytéw, biatka ostrej fazy SAA, aktywnosci
fagocytarnej granulocytow i monocytow oraz odczynu seroneutralizacji przydatny w okreslaniu
stanu czynno$ciowego uktadu immunologicznego norek z subkliniczng postacia choroby
aleuckiej”. Dewastacja o ktérej wspomina autor (wniosek 4) jest stusznym okresleniem
sytuacji ekonomicznej ferm zakazonych wirusem, natomiast uzywanie tego okreslenia w
odniesieniu do narzadow wewngtrznych byloby ewentualnie uprawnione przy ostrym
przebiegu choroby, tymczasem praca dotyczy norek zakazonych bezobjawowo! Dlatego
sugeruje, aby fragment wniosku nr 4 zamiast ,,dewastacji narzadéw wewngtrznych” brzmiat

,,uszkodzen” ewentualnie ,,zmian patologicznych narzgdéw wewnetrznych”

Zalgczone pisSmiennictwo, w tym najnowsze prace dotyczace metod diagnostycznych AMD

obejmuje 84 pozycje i stanowi wartosciowe uzupeltnienie prezentowanych badan.

W podsumowaniu pragne podkresli¢ duzg warto$¢ naukowg i praktyczng przedstawionej do
oceny rozprawy doktorskiej. Praca stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i tym
samym potwierdza umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia prac naukowych. Zawiera tez
szereg elementow poznawczych, ktére moga stanowi¢ podstawe do dalszych badan. Zatozone
cele badan zostaly zrealizowane a przedstawiona dokumentacja uprawnia do przyjecia
sformutowanych wnioskéw. Nieliczne wymienione wczesniej usterki i braki nie umniejszaja

naukowej wartosci rozprawy.

Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny praca doktorska lek. wet. Andrzeja Zmudy
odpowiada warunkom stawianym na stopien doktora nauk w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, art. 13
ust. 21 4 (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z pdzn. zm.) i mam zaszczyt przedstawi¢ Radzie Wydzialu
Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie wniosek o dopuszczenie

lek. wet. Andrzeja Zmudy do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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