Streszczenie

Obecne przemiany spoleczno-gospodarcze i towarzyszace im zréznicowane, czg¢sto
skrajne zachowania ludzi w stosunku do zwierzat, a przy tym coraz wyzszy poziom
$wiadomos$ci sprawcow czynow karalnych oraz roszczeniowo$Ci spoteczenstwa w aspekcie
ochrony zwierzat, wymagaja od bieglego lekarza weterynarii stosowania coraz bardziej
zaawansowanych, precyzyjnych i wiarygodnych narzedzi wykrywania prawdy materialnej.
Dlatego tez zasadnym jest skupienie uwagi nad aspektem metodycznym opiniowania
sadowo-weterynaryjnego.

Celem pracy bylo wykazanie na przykladzie pos$miertnej diagnostyki obrazen
postrzalowych, uzyteczno$ci nowoczesnych technik obrazowania radiologicznego oraz
opracowanie procedur identyfikacji genetycznej zwierzat, na potrzeby opiniowania sagdowo-
weterynaryjnego. W przypadku badan molekularnych, realizacja zatozonego celu obejmowata
zaprojektowanie panelu markerow mikrosatelitarnych do identyfikacji osobniczej i ustalania
pokrewienstwa norek amerykanskich (Neovison vison) oraz weryfikacje metod
umozliwiajacych identyfikacje gatunkowa psa (Canis lupus familiaris) na podstawie szczatkow
poddanych dziataniu wysokiej temperatury.

Badania dotyczace wykorzystania technik radiologicznych w sagdowo-weterynaryjnej
diagnostyce obrazen postrzalowych przeprowadzono na grupie 13 psow domowych, ktore
z uwagi na wskazanie stanu klinicznego poddano zabiegowi eutanazji, a zwloki przekazano
jako material naukowo-dydaktyczny. Wstepnym etapem eksperymentu bylo ostrzeliwanie
doswiadczalnej powierzchni, tj. glowy oraz klatki piersiowej psa domowego, z rdznych
odlegtosci 1 przy uzyciu roznego rodzaju amunicji. Nastepnie wykonano sekcje sagdowo-
weterynaryjng, poprzedzong posmiertnym badaniem RTG i TK. Obserwacje na kazdym etapie
nekropsji konfrontowano na biezaco z wynikami badan obrazowych.

Opracowanie panelu STR do identyfikacji osobniczej norek amerykanskich rozpoczeto
od pozyskania krwi oraz tkanek migkkich od zwierzat hodowlanych i wolno zyjacych (tacznie
80 osobnikéw). Z pobranych prob izolowano DNA, a nastgpnie prowadzono jego amplifikacje
metoda multiplex-PCR, ktdra uprzednio poddano optymalizacji. Powielone z zastosowaniem
13 par starterow fragmenty DNA analizowano w programie GeneMapper software v 3.5.
Z kolei, przy uzyciu programu Cervus 3.0.3. oraz Powerstats v. 12 okreslono wskazniki
polimorfizmu badanych markerow.

Badania poswigcone metodom identyfikacji zdegradowanych termicznie szczatkow
zwierzecych przeprowadzono na kosciach i1 zebach pobranych podczas sekcji zwltok psow.

Materiat badawczy spalano w piecu laboratoryjnym w temperaturze 400°C przez 5, 10, 15, 30,



45 i 60 minut. Izolacjec DNA przeprowadzono zgodnie z czterema réznymi protokotami,
obejmujacymi 3 komercyjne zestawy, tj: PrepFiler® Forensic DNA Extraction Kit (Applied
Biosystems), QlAamp® DNA Investigator Kit (Qiagen) i Syngen DNA Mini Kit (Syngen) oraz
klasyczng metode organiczng. Efektywno$¢ tych metod poréwnano oceniajac ilos¢
wyizolowanego DNA za pomocg Real-Time PCR oraz jego czystos¢ przy uzyciu
spektrofotometru NanoDrop™. Kazdy izolat poddano takze reakcji PCR ze starterami
zaprojektowanymi do amplifikacji fragmentéw DNA mitochondrialnego psa. Skuteczno$¢
identyfikacji gatunkowej oceniono poprzez sekwencjonowanie.

Analiza wynikéw nekropsji, poszerzonej o uprzednio wykonane badania obrazowe,
pozwolita stwierdzi¢, iz nowoczesne metody obrazowania radiologicznego wykazuja istotng
przydatnos¢ w opiniowaniu sgdowo-weterynaryjnym, wykonywanym na potrzeby
prowadzonych postepowan przez wlasciwe organy procesowe. Stosowane jako uzupelnienie
klasycznej - makroskopowej sekcji zwlok, zwigkszaja mozliwosci po$miertnej diagnostyki
Obrazen postrzatowych. Szczegodlng role odgrywa tomografia komputerowa. TK oprocz tego,
ze dostarcza szeregu istotnych danych wptywajacych na wnioski koncowe ogledzin, a tym
samym tre$¢ opinii lekarsko-weterynaryjnej, to stanowi rowniez prosta i obiektywna metodg
dokumentowania obserwacji sekcyjnych. W ten sposob techniki obrazowania radiologicznego
zwigkszajg warto$¢ merytoryczng opinii sgdowo-weterynaryjnej.

W wyniku przeprowadzonych badan genetycznych opracowano panel mikrosatelitarny
ztozony z 13 polimorficznych loci STR, mogacy stanowi¢ przydatne narzedzie w praktyce
sagdowo-weterynaryjnej, w sprawach cywilnych, czy tez karnych, ktérych rozstrzygnigcie
wymaga ustalenia pokrewienstwa zwierzat z gatunku Neovison vison, badz przeprowadzenia
identyfikacji osobniczej w oparciu 0 DNA osobnikoéw zywych, martwych, §ladow
biologicznych, czy produktow przemystu futrzarskiego. Skupiajac si¢ natomiast na metodach
identyfikacji gatunkowej w aspekcie zdegradowanych termicznie szczatkow psa wykazano
wysoka uzyteczno$é komercyjnego zestawu QIAamp® DNA Investigator Kit (Qiagen)
do izolacji materiatlu genetycznego. Stwierdzono takze, iz w przypadku daleko posunigtej
degradacji termicznej szczatkow zwierzecych, wigksza przydatnos¢ do okreslania
przynaleznosci gatunkowej wykazuja kosci, anizeli zgby. Odpowiednie przygotowanie
materialu kostnego oraz zastosowanie wtasciwej metody izolacji, pozwala na wiarygodna
identyfikacj¢ przy uzyciu sekwencjonowania i analizy bioinformatyczne;.

Wskaza¢ w tym miejscu nalezy, iz schemat badan radiologicznych oraz genetycznych,
stanowigcych gtowna tezg niniejszej rozprawy doktorskiej, wykonanych eksperymentalnie

na okreslonym gatunku zwierzat, W sposéb prosty moze by¢ zastosowany u innych gatunkow.



Podniesiony fakt, istotnie poszerza spektrum wykorzystania przeprowadzonych badan
na potrzeby opiniowania sadowo-weterynaryjnego, czynigc je tym samym bardziej

uzytecznymi naukowo.
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