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Ocena

rozprawy doktorskiej mgr Natalii Adamkowskiej pt.: ,,Detekcja, wektory oraz

elementy biologii Carp Edema Virus (CEV) w aspekcie hodowli karpia w Polsce”.

Ocena zostala sporzgdzona w zwigzku z powotaniem mnie na recenzenta rozprawy doktorskiej mgr
Natalii Adamkowskiej pt.: ,,Detekcja, wektory oraz elementy biologii Carp Edema Virus (CEV)
w aspekcie hodowli karpia w Polsce”, zgodnie z Uchwalg Senatu Zachodniopomorskiego

Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie z dnia 15 maja 2023 r.

Badania z zastosowaniem analiz molekularnych w diagnostyce choréb wirusowych ryb sa
niezwykle istotne, poniewaz dostarczaja waznych informacji na temat infekcji, ktorych
identyfikowanie przy pomocy metod morfologicznych lub histopatologicznych jest niemozliwe.
W rybactwie i akwakulturze, diagnostyka choréb wirusowych z wykorzystaniem technik
molekularnych umozliwia nie tylko rozpoznanie patogenéw u osobnikdw zarazonych i nosicieli, ale
réwniez jest kluczowa w identyfikacji stad i populacji ryb wolnych od wiruséw. Warto podkreslié, iz
zastosowanie odpowiedniej techniki diagnostycznej umozliwia wnioskowanie na temat jednostki
chorobowej lub nosicielstwa, co w rezultacie daje podstawe do wprowadzenia optymalnej terapii

farmakologicznej lub podjecia decyzji dotyczacej eliminacji zakazonych ryb.



Przeprowadzone przez Panig mgr Natalie Adamkowskg badania naukowe obejmujg
identyfikacje infekcji Carp Edema Virus (CEV) u karpia i innych gatunkéw ryb, a w szczegdlnosei
charakterystyke zastosowanych metod molekularnych, ktére mozna wykorzysta¢ w diagnostyce
wyzej wymienionej infekcji wirusowej. Powyzsza tematyka badawcza jest bardzo istotna
w intensywnie rozwijajacej si¢ gospodarce rybackiej i akwakulturze, gdzie bardzo czgsto duze
zageszezenia ryb oraz stres $rodowiskowy zwiekszaja prawdopodobienstwo wystgpienia infekeji

wirusowej.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska jest opracowaniem, liczacym 57 stron,
zawierajacych 42 ryciny i 16 tabel. Praca sklada sie z siedmiu rozdziatéw, wérdéd ktoérych mozna
wyrdzni¢: Wstep, Cel pracy, Materiat i metody, Wyniki, Dyskusje, Wnioski, Literature oraz
streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Uklad pracy jest poprawny, a proporcje pomigdzy
poszczegolnymi rozdzialami sg wlasciwe 1 odpowiadaja w pelni specyfice rozbudowanych
metodycznie badan eksperymentalnych. Tytul pracy w pelni odpowiada jej tresci, a nakreslone cele
1 zadania uwarunkowaly dobor materiatu i konstrukcje czesci eksperymentalnej oraz wybor

wlasciwych metod badawczych, co pozwolito zrealizowaé zamierzone cele.

W rozdziale ,,1.1. Wstep” autorka omawia biologie karpia, jego znaczenie gospodarcze
w Polsce, wykorzystujagc, migdzy innymi, dostgpne dane statystyczne publikowane przez
naukowcow z Instytutu Rybactwa Srodladowego w Olsztynie PIB. W dalszej czesci Wstepu
doktorantka omawia wplyw wybranych czynnikéw $rodowiskowych na odporno$¢ i zdrowie ryb
w warunkach akwakultury. Przedstawia réznorodno$¢ drobnoustrojéw zwigzanych z karpiami,

pochodzacymi z réznych $rodowisk zaréwno naturalnych, jak i sztucznych.

Autorka syntetyczne opisuje choroby wirusowe karpia, skupiajac si¢ gtéwnie na wiosennej
wiremii karpia (SVC), Koi herpesvirus (KHV), ospie karpi, martwicy uktadu krwiotworczego karasi,
Carp edema virus (CEVD)/ $piaczce karpi koi (KSD). Opis wymienionych choréb wirusowych karpi
obejmuje migdzy innymi charakterystyke zakazenia, objawy kliniczne, charakterystyke warunkow
srodowiskowych, bedacych skutkiem ryzyka wystapienia jednostki chorobowej oraz czynniki
stresogenne zwigkszajace ryzyko zakazenia. Autorka omawia réwniez organizmy stanowigce
wektory wybranych jednostek chorobowych. W tej czesci pracy zabrakto mi szczegbtowego opisu

wirusa CEV oraz wprowadzenia do diagnostyki tego patogenu, wraz z opisem stosowanych metod.

Glowny cel niniejszej pracy doktorskiej dotyczyt okredlenia stopnia zainfekowania wirusem

CEV karpi oraz wybranych gatunkéw ryb pochodzgcych ze zlewni Odry i wybranych gospodarstw
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rybackich. Doktorantka zdefiniowala rowniez cele szczegdlowe, ktore umozliwily precyzyjna

realizacj¢ zaplanowanych prac badawczych. Cele szczegdtowe:

1. Zdefiniowanie gatunkéw wektorowych wsrod ichtiofauny umozliwiajacych transmisje

pozioma wirusa w §rodowisku.
2. Okreslenie tropizmu CEV poprzez zastosowanie hybrydyzacji in situ.

3. Analiza pozyskanych sekwencji fragmentu genomu CEV w kontekécie ewoluowania

nowego izolatu w wodach Polski.
4. Wskazanie potencjalnych $ciezek transmisji CEV w srodowisku wodnym.

W rozdziale ,,3. Material i Metody”, w podrozdziale ,,3.1. Material do badan”, doktorantka
przedstawia informacje dotyczace gatunkéw badanych ryb (14 gatunkéw ryb), liczebnoscei prob (469
prob) i lokalizacji pobordw préb do badan (siedem lokalizacji) oraz charakteryzuje ryby, ktore
stanowily przedmiot jej badan. Liczebno$¢ badanych préb $wiadczy o pracochionnodci

przeprowadzonych badan.

Podrozdziat ,,3.2. Metodologia analiz molekularnych” zawiera opis stosowanych metod
analitycznych, obejmujacych: izolacje DNA, amplifikacje czyli zastosowanie tancuchowej reakcji
polimerazy (PCR) zaréwno, standardowej jak rowniez w czasie rzeczywistym tzw. Real-Time PCR.
W podrozdziale ,3.2.2.3. Sekwencjonowanie i analiza sekwencji”, doktorantka zamiescita
informacje dot. sekwencjonowania metoda Sangera przeprowadzonego przez firme Genomed oraz
przez laboratorium Rzadowe Instytutu Choréb Wirusowych w Riems (Niemcy) przy zastosowaniu
kitu QIAquick Gel Extraction kit DNA Gel (QIAGEN, Niemcy). Kolejny podrozdzial, ,,3.2.2.4.
Hybrydyzacja in situ” jest bardzo dobrze opisany i wskazuje na zaawansowane umiejetnosei
laboratoryjne doktorantki. Ostatni podrozdzial czg¢sci metodycznej, ,3.3. Opracowanie
bioinformatyczne wynikow” jest opisany skrétowo i uwzglednienia najwazniejsze informacje
dotyczace analizy bioinformatycznej wynikéw sekwencjonowania przy zastosowaniu
oprogramowania Geneious Prime 8.0 i programu BLAST-n (dostepnego w bazie NCBI) oraz analizy

wynikéw hybrydyzacji in situ z wykorzystaniem arkusza kalkulacyjnego Excel.

W czedci zwiazanej z analiza sekwencjonowania zabraklo szczegdlowego opisu tej analizy
z uwzglgdnieniem przygotowania préb oraz informacji o aparaturze analitycznej wykorzystanej do
przeprowadzenia badan. Brakuje réwniez informacji o liczebnosci badanych préb (czy badano

wszystkie proby, czy wybierano reprezentatywne?).



W opinii recenzenta, ta czes$¢ metodyki powinna zawieraé opis wszystkich elementéw analizy,
umozliwiajacy odtworzenie badan na podstawie opisanej metody. Zauwazytam réwniez, niefortunne
wlgczenie podrozdziatow ,3.2.2.3. Sekwencjonowanie i analizy sekwencji” oraz ,3.2.2.4.

Hybrydyzacja in situ” do podrozdziatu 3.2.2. Amplifikacja.

W opisie analizy reakcji PCR oraz real-time PCR brakuje szczegdtowej informacji dot.
liczebnosci analizowanych prob. O ile na podstawie analizy wynikéw nested-PCR mozna
zidentyfikowac¢ liczebno$é¢ tych prob to w przypadku real-time PCR jest to skomplikowane, a wrecz
niemozliwe. Opisujac sktad mieszaniny reakcji PCR jak réwniez sklad mieszaniny do real-time PCR
doktorantka podaje jedynie objetosci poszczeg6lnych odczynnikéw — poprawniej byloby opisaé
stezenia koficowe stosowanych odczynnikéw. Dodatkowo, objetosci odezynnikéw wchodzacych
w skiad miksu reakcyjnego zamiast w mikrolitrach podane sg w mililitrach, co prawdopodobnie jest

bledem edytorskim.

W podrozdziale ,,3.2.2.4. Hybrydyzacja in-situ” autorka w tabeli 9 zawarla powtérzenia tych
samych prob; czy to byl zamierzony efekt? W dalszej czesci pracy autorka informuje, ze utrwalanie
tkanek przeprowadzono cyt. ,,maszynowo automatycznie” bez precyzyjnego opisu tej metody oraz
zastosowanej aparatury. W metodyce zastosowano nastgpujacy opis cyt. ,... probki nastepnie
przeptukiwano w 99,8% alkoholu” — autorka w tym przypadku nie podata rodzaju alkoholu. W tej
samej czgsci pracy doktorskiej znajduje sig nastepujacy opis, cyt.: ,,Hybrydyzacje in situ prowadzono
w oparciu o dodane w ilosci 5ul homogenaty z tkanek miekkich izolowane z karpia koi i karpia
hodowlanego”. W przypadku , karpia hodowlanego™ autorka powinna wskaza¢ nazwe linii karpia lub
opisa¢ go jako karpia o dzikim ubarwieniu (poniewaz karp koi jest rowniez karpiem hodowlanym).
W tym fragmencie zabraklo precyzyjnego opisu stosowanych homogenatéw - czy zastosowane
homogenaty byly przygotowywane w ramach badan niniejszej pracy doktorskiej, czy byty to gotowe
dodatki stanowigce zasoby laboratorium ? W tej czeéci metodyki brakuje réwniez opisu dotyczacego
obserwacji mikroskopowych preparatow oraz opisu techniki identyfikacji stopnia zainfekowania na
podstawie ,skali detekcji” (skala barwna), po hybrydyzacji in situ. Chociaz fragment dot. opisu
zestawu mikroskopowego zostal uwzgledniony w kolejnym podrozdziale ,,3.3. Analiza
bioinformatyczna” to jest on mato precyzyjnie opisany, bowiem brakuje tu informacji dot. na
przyklad rodzajéw obiektywéw i powigkszen stosowanych w trakcie prowadzonych analiz, jak

rowniez informacji dot. oprogramowania wykorzystanego w tej czesei analizy.

Poza wyzej przedstawionymi drobnymi zastrzezeniami, redakcja metod badawczych nie budzi
uwag i $wiadczy o dobrej znajomosci najnowszego warsztatu analitycznego, umozliwiajacego

prowadzenie badan molekularnych.
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Rozdzial wyniki stanowi najobszerniejsza cze$¢ pracy i zawiera 17 stron, na ktorych
zamieszczono opis uzyskanych wynikéw, z uwzglgdnieniem rycin i tabel. Rozdzial ten zostat
podzielony na dwa podrozdzialy, w ktérych opisano wystgpowanie i tropizm wirusa CEV oraz
molekularng analize wybranej sekwencji DNA tego wirusa. W podrozdziale ,,4.11. Nested PCR”
autorka zaznaczyla, ze uzyskala pozytywne wyniki analiz dla 38 osobnikéw sposrod 413 badanych
ryb, ktore poddata sekwencjonowaniu. W podrozdziale ,.4.1.2. Real-time PCR”, Pani mgr Natalia
Adamkowska pisze, cyt.: ,,Ponizej wartosci 37 uznano negatywny wynik probki ze wzgledu na ilosé
ponizej progu detekcji metody. Uzyskano osiem pozytywnych wynikéw (tab. 14)”. Powyzszy
fragment pracy doktorskiej jest trudny do zinterpretowania, poniewaz brakuje informacji
o liczebnosci prob uwzglednionych w tej czesci analiz. Bardzo proszg o doprecyzowanie tej czgsci
badan. W podrozdziale ,,4.1.3. Hybrydyzacja in situ”, na szczegélng uwage zastuguje bardzo
czytelna dokumentacja fotograficzna uzyskanych wynikéw analiz, umozliwiajaca precyzyjne
wnioskowanie. Opisana przez Panig mgr Natali¢ Adamkowska w kolejnym rozdziale (4.2.) analiza
filogenetyczna z wykorzystaniem uzyskanych sekwencji DNA charakterystycznych dla Carp Edema
Virus wykazala wystgpowanie dwoch kladéw, $wiadezacych o zmiennosei tego patogenu. W tej
czesci pracy doktorskiej zabraklo opisu dotyczacego oméwienia analiz sekwencji aminokwaséw
przedstawionych na Rycinach 22A i 22B. Chociaz w przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej
mozna znalez¢ pewne niedociggniecia, warto podkreslié, iz opis wynikéw badan jest
odzwierciedleniem trudnej i zmudnej pracy laboratoryjnej oraz ukazuje dobra znajomo$¢ wielu
zaawansowanych i skomplikowanych technik laboratoryjnych. Warto réwniez doda¢, iz
zaprezentowany przez Panig Natali¢ Adamkowska bardzo ambitny warsztat badawczy wymagat
zarOwno pracy terenowej, zwiazanej z poborem prob do badan, jak réwniez precyzyjnej pracy
laboratoryjnej, z wykorzystaniem zaawansowanych metod molekularnych, ktére byly realizowane
zarbwno w jednostce macierzystej jak rowniez w laboratorium Rzadowym Instytutu Chorob

Wirusowych w Riems w Niemczech.

Na pieciu stronach rozprawy doktorskiej Pani mgr Natalia Adamkowska przeprowadzila
Dyskusje wynikow, wykorzystujac najnowszg, odpowiednio dobrang literaturg. Na szczegblne
podkreslenie zastuguje przedstawienie informacji biezacych, dotyczacych rozprzestrzeniania sig
infekeji CEV na $wiecie, na przestrzeni ostatnich kilkunastu lat oraz opis stosowanych metod
w diagnostyce tej infekcji. Kolejne, wazne informacje dotycza potencjalnych wektorow

umozliwiajacych transmisje CEV w $rodowisku naturalnym oraz w akwakulturze.

W tej czesci rozprawy doktorskiej réwniez zauwazylam kilka bledéw edytorskich, ktore

wymagaja poprawy. Ponizej przedstawiam fragmenty, ktdre sugeruj¢ poprawic:
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- Na stronie 48 (w drugim akapicie), we fragmencie zdania cyt.: ,,...w okolicach nasady blaszek
skrzelowych oraz blaszek skrzelowych.” warto zrezygnowaé z powtérzenia (,blaszek
skrzelowych™) lub doprecyzowa¢ drugi obszar blaszek skrzelowych.

- Na str. 49 w pierwszej linii powinna by¢ wstawiona kropka konczaca zdanie.

- W kolejnym zdaniu (druga linia str. 49) pominigto wspotautoréw dot. cytacji ,,...Adamek

(2016)...”. W tym zdaniu powinno by¢ odniesienie do Adamka i wspétautorow (2016).
- Na stronie 29 opis do Ryciny 4 powinien znajdowa¢ si¢ pod rycing.

Na podstawie uzyskanych wynikéw analiz doktorantka zauwazyla, ze diagnostyka wirusowa
pod katem CEV powinna by¢ poszerzona o zastosowanie analizy hybrydyzacji in-situ. T¢ propozycjg
uwazam za bardzo wazna i wartosciowa, jednoczesnie zastanawiam sie czy praca byta wykonywana

pod katem przygotowania wytycznych dot. diagnostyki infekcji CEV?

Zwieficzeniem uzyskanych wynikéw badan, zrealizowanych w ramach niniejszej pracy doktorskiej,

jest pie¢ wnioskow, ktére wskazujg jak wazne sg te badania.

Rozdziat Literatura zawiera 82 pozycje literaturowe oraz trzy zrodia internetowe. Drobne bigdy,
wymagajace korekty, dostrzeglam w cytowaniu piSmiennictwa; zauwazylam réwniez pozycje

literaturowe, ktore nie zostaly zacytowane. Ponizej przedstawiam wspomniane uchybienia:

- str. 13 — jest Lirski, 2008; brak w spisie literatury; ponadto w spisie literatury jest Lirski
i Myszkowski 2008;

- str. 16 — jest Bekesi, 1985; w spisie literatury jest Bekesi i Csontos 1985;
- str. 16 — jest Bauer i Faktorowicz (1969); brak w spisie literatury;

- str. 16 — jest Antychowicz 2014; w spisie literatury - Antychowicz 2014 wystgpuje w dwoch
pozycjach, ktore nalezatoby rozrézni¢ w cytacjach;

- str. 16 — jest Maj-Paluch i in., 2019; brak w spisie literatury;
- str. 18 — jest Radosavljevié¢ 2017; w spisie literatury jest Radosavljevi¢ i in. 2017;
- str. 47 — jest Murakami i in., 1976; brak w spisie literatury.

Ponadto w tekscie brakuje cytacji nastepujgcych pozycji literaturowych, zamieszczonych w spisie
literatury: Perleberg i in. 2003, Pramoda i in. 2020, Soliman i in. 2019, Tyburski i in. 2008, Vanslyke
iin. 1991.
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Przytoczone powyzej uwagi i sugestic maja charakter dyskusyjny, a gltéwnie korektorski

1 w niczym nie umniejszajg wysokiej wartodci naukowej niniejszej rozprawy doktorskie;j.

Podsumowujgc uwazam, ze przedstawiona do oceny praca doktorska Pani mgr Natalii
Adamkowskiej stanowi oryginalne rozwigzanie istotnego problemu naukowego oraz posiada
wiasciwg konstrukcje, przyjeta w tego rodzaju opracowaniach. Rozprawa doktorska napisana jest
starannie, a zastosowane liczne metody badawcze swiadcza o bardzo dobrym opanowaniu
nowoczesnych analiz molekularnych. Uzyskane wyniki wnosza wiele nowych informacji
o charakterze poznawczym i praktycznym, ktére mogg by¢ wykorzystane w diagnostyce infekcji
CEV. Biorac pod uwage wartos¢ merytoryczng pracy, jej oryginalno$é oraz walory poznawcze
i utylitarne oswiadczam, iz praca pt.: ,Detekcja, wektory oraz elementy biologii Carp Edema
Virus (CEV) w aspekcie hodowli karpia w Polsce” w petni odpowiada wymogom stawianym
rozprawom doktorskim, zgodnie z aktualnie obowiazujaca Ustawa o Stopniach Naukowych i Tytule
Naukowym (art. 3 z dnia 14.03.2003 r.. Dz Ustaw nr 65, pozycja 595).
W zwigzku z tym przedkladam Radzie Naukowej Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie wniosek o dopuszczenie mgr

Natalii Adamkowskiej do kolejnych etapéw przewodu doktorskiego.
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