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Tytut : Detekcja herpesvirusa anguillae (AngHV-1) na terenie pétnocno-zachodniej Polski z
uwzglednieniem zalecen dla gospodarowania zasobami wegorza europejskiego (Anguilla
anguilla)

Opisane w niniejszej rozprawie doktorskiej wyniki stanowig tres¢ nizej wymienionych,
opublikowanych, oryginalnych prac naukowych;

1. Nguyen T.T., Kempter J., Panicz R., 2016. Monitoring of herpesvirus anguillae (AngHV-
1) infections on European eel in north-west Poland. Veterinary Medicine, 72 (9), 564-
566.

2. Nguyen T.T., Kempter J., Panicz R.,2016. Presence of herpesvirus anguillae (AngHV-1)
DNA in the native ichthyofauna of north-western Poland. EJPAU 2016 Volumel Issue
4,

3. Nguyen T. T., Yeonhwa J., Kietpinska J., Bergmann S.M., Lenk M., Panicz R. 2017.

Detection of herpesvirus anguillae (AngHV-1) in European eel Anguilla anguilla
originating grom northern Poland — assessment af sustainbility of selected diagnostic

methods. Journal of Fish Diseases DOI: 10.1111/jfd.12689

Celem pracy doktorskiej byta analiza skali zagrozenia wegorza europejskiego Anguilla
anguilla zwigzanego z wystepowaniem choroby wirusowej spowodowanej patogenem
AngHV-1. Za cele szczegétowe wynikajgce z realizacji zadania gtdwnego przyjeto: detekcje
herpesvirus anguilla (AngHV-1) na terenie pétnocno-zachodniej Polski celem oszacowania
skali zagrozenia (1), zdefiniowanie wektorow wirusa posrdéd rodzimej ichtiofauny,
stanowigcych potencjalnie drogi rozprzestrzeniania sie AngHV-1 w srodowisku wodnym (2),
oszacowanie skutecznosci wybranych metod diagnostycznych i przydatnosci wybranych
tkanek, celem okreslenia skutecznej diagnostyki AngHV-1 podczas realizacji programoéw
zarybieniowych wegorzem (3), skonstruowanie wytycznych dla podmiotéw zwigzanych z

podchowem wegorza oraz dla osrodkdow zarybieniowych (4).

W pracy doktorskiej wykorzystano metody biologii molekularnej takie jak PCR, namnazanie
wirusa na hodowlach komérkowych, izolacja wirusa AngHV-1 z wykorzystaniem rdznych
metod diagnostycznych, sekwencjonowanie i analiza bioinformatyczna. W ramach

wykonanych badan, wyciggnieto nastepujace wnioski; rekomenduje sie wycofanie metodyki




izolacji wirusowego DNA z wykorzystaniem DNA-zolu i zastgpienie jej wyfacznie metoda
kolumnowg podczas izolacji AngHV-1 z tkanek wegorza europejskiego (1), zaleca sie
wykorzystanie do diagnostyki AngHV-1 tylko fragmentéw skrzeli i skéry z wykluczeniem
stosowania metody miksowania prob, czesto stosowanej w diagnostyce komercyjnej (2),
obecnos¢ AngHV-1 u wegorzy pozyskanych bezposrednio od importera z Danii stanowigcych
materiat wyjsciowy do podchowu jest zainfekowany w 66%, co sktania do wprowadzenia w
Polsce obligatoryjnej diagnostyki w kierunku tego wirusa (3), karas srebrzysty, okon, sandacz,
sterlet i babka bycza to wektory mogace potencjalnie brac udziat w transmisji horyzontalne;j
AngHV-1 (4), w badaniach majgcych na celu okreslenie obecnosci wirusa AngHV-1 u wegorzy
nalezy bezwzglednie stosowaé metode nested PCR ze wzgledu na wysoki stopien
pozyskiwania wynikow fatszywie negatywnych w konwencjonalnym PCR (5), poziom
zainfekowania materiatu zarybieniowego mozna uzna¢ za alarmujacy, dlatego chcac
prowadzi¢ rozsadny i racjonalny program restytucji powinno sie bezwzglednie badac kazda
partie materiatu obsadowego pod katem nosicielstwa w kierunku AngHV-1 i innych,

potencjalnie groznych wiruséw dla wegorzy (6).

Podsumowujgc, waznym elementem gospodarowania wegorzem jest przede
wszystkim wprowadzenie statego monitoringu zdrowotnosci materiatu obsadowego. Jest to
element bardzo istotny, poniewaz wiadomo ze u tego gatunku nie istnieje element
samoodtworzenia populacji, sposrdéd osobnikdéw mtodocianych, podlegajacych naturalnym
wedrowkom z Morza Sargassowego. Oznacza to, ze powodzenie ustabilizowania zasobdw
wegorza w Srodowisku naturalnym zalezy tylko i wytacznie od skutecznosci realizacji planéw
zarybieniowych. Petng odpowiedzialnos¢ za jakos¢ i kondycje zdrowotng ponoszg wiec
osrodki zajmujgce sie hodowlg materiatu zarybieniowego wegorza i to na nich spoczywa

obowigzek dbania o jakos¢ materiatu, ktéry trafia do wéd otwartych.
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Ocena

rozprawy doktorskiej mgr inz. Tuc Tuana Nguyen, stanowigcej zbior publikacji nt.: ,, Detekeja
i transmisja herpesvirusa anguillae (AngHV-1) na terenie péinocno-zachodniej Polski
z uwzglednieniem zalecen dla gospodarowania zasobami wegorza europejskiego Anguilla
anguilla”; tytul oryginalny rozprawy doktorskiej w jezyku angielskim: , Detection of
Herpesvirus anguillae (AngHV1) in north-western Poland — a new challenge for the existing

stock management recommendations for the European eel (Anguilla anguilla)”.

Zastosowanie analiz molekularnych jest niezwykle wazne w diagnostyce chordb ryb,
a szczegolnie istotne podezas identyfikacji chorob wirusowych. Warto podkreslié, ze diagnostyka
choréb wirusowych z zastosowaniem analiz genetycznych umozliwia nie tylko rozpoznanie
patogenéw u osobnikéw zarazonych i nosicieli (u ktérych nie obserwuje si¢ bezposrednich zmian
zwiazanych z infekcja), ale rowniez jest kluczowa w identyfikacji ryb (stad/populacji) wolnych od
wirusow.

W Polsce diagnostyka choréb wirusowych ryb przy zastosowaniu metod molekularnych jest
stosowana gléwnie w przypadku infekcji wirusowych ryb lososiowatych (np.: wirusowa posocznica
krwotoczna - VHS, martwica uktadu krwiotworezego - IHN) i karpiowatych (np.: wirus herpes u
karpia Koi - KHV), natomiast dla wielu gatunkéw ryb nie opracowano oraz nie wdrozono metod
analitycznych (z zastosowaniem analiz genetycznych), umozliwiajgcych diagnostyke specyficznych
wiruséw. Przykladem gatunku, dla ktérego brakowalo odpowiednich protokotéw analitycznych,
umozliwiajacych jednoznaczng diagnostyke choréb wirusowych jest wegorz. Jednak szczgsliwie,
Zesp6t badawczy pod kierunkiem Pani dr hab. inz. Jolanty Kielpifiskiej, prof. nadzw. wypelnit »luke

diagnostyczng” i rozpoczal badania w kierunku identyfikacji choréb wirusowych wegorza,



wystepujacego zarowno w gospodarstwach rybackich jak rowniez zasiedlajacego wody Polski
poinocno-zachodniej. Glownym i jednoczesnie najwazniejszym wynikiem tych badan bylo
przygotowanie przez Pana mgr inz. Tuc Tuana Nguen rozprawy doktorskiej pt.: ,Detekcja
i transmisja herpesvirusa anguillae (AngHV-1) na terenie poinocno-zachodniej  Polski
z uwzglednieniem zaleceni dla gospodarowania zasobami wegorza europejskiego Anguilla anguilla”.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska wpisuje si¢ doskonale w nurt badawczy
dotyczacy diagnostyki oraz zwalczania choréb ryb i stanowi istotng wartos¢ w zakresie etiologii
i epidemiologii zakazef oraz transmisji horyzontalnej Herpesvirus anguillae (AngHV-1). Warto
wspomnieé, iz oprocz ogromnej wartosci poznawczej prezentowanych badan wazne jest praktyczne
znaczenie opracowanych procedur badawczych oraz potrzeba wdrozenia ich do ,,praktyki rybackiej”
oraz ,.gospodarki zarybieniowej”.

Rozprawe doktorska mgr inz. Tuc Tuana Nguen stanowi spojny tematycznie cykl trzech
publikacji opatrzony wspdlnym tytutem ,,Detection of Herpesvirus anguillae (AngHV-1) in north-
western Poland — a new challenge for the existing stock management recommendations for the
European eel (Anguilla anguilla)”. W sktad cyklu wchodzg trzy nastgpujace publikacje oryginalne:

1. Nguyen T.T., Kempter J., Panicz R. 2016. Monitoring of Herpesvirus anguillae (AngHV-1)
infections of European eel in north-west Poland. Medycyna Weterynaryjna (Veterinary
Medicine), 72 (9), 564-566.

2. Neguyen T.T., Kempter J., Panicz R. 2016. Dynamics of Herpesvirus anguillae (AngHV1)
transmission by the native ichthyofauna of north-western Poland. Electronic Journal of
Polish Agricultural Universities 2016, Volume 1 Issue 4.

3. Nguyen T.T., Yeonhwa I., Kielpinska J., Bergmann S.M., Lenk M., Panicz R. 2017.
Detection of Herpesvirus anguillae (AngHV-1) in European eel (dnguilla anguilla)
originating from northern Poland — assessment of sustainability of selected diagnostic
methods. Journal of Fish Diseases DOT: 10.1111/jfd.12689.

W przedstawionym cyklu prac naukowych, opublikowanym w latach 2016-2017, dwie prace
zostaly wydane w czasopismach z listy A MNiSzW, posiadajacych wspolczynnik wplywu Impact
Factor: Medycyna Weterynaryjna (Veterinary Medicine) i Journal of Fish Diseases, natomiast
pozostala praca zostata opublikowana w czasopi$mie z listy B MNiSzW: Electronic Journal of Polish
Agricultural Universities. Sumaryczny Tmpact Factor prac tego cyklu publikacji wynosi 2,3, a faczna
liczba punktow MNiSzW wynosi 57. Wszystkie prace sg opracowaniami zbiorowymi, w ktérych
doktorant jest pierwszym autorem, a Jego wkiad pracy w ich powstanie zostal okreslony
odpowiednio na 70%, 80% i 50%, co znalazlo potwierdzenie w stosownych o$wiadczeniach

wspotautorow.
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Tematyka publikacji wchodzacych w sktad cyklu jest merytorycznie spojna i dotyczy trzech
gtéwnych zagadnien: 1) Identyfikacji Herpesvirus anguillae (AngHV-1) u osobnikow wegorza
curopejskiego Anguilla anguilla z terenu potnocno-zachodniej Polski; 2) Analizy mozliwe;
transmisji horyzontalnej AngHV-1 przy udziale pigciu gatunkow ryb, wystgpujacych w Srodowisku
naturalnym lub gospodarstwach rybackich (karasia srebrzystego, okonia, sandacza, sterleta i babki
byczej; oraz 3) Doboru optymalnej metody analitycznej, umozliwiajacej pewng diagnoz¢ zakazenia
wegorza europejskiego wirusem AngHV-1.

Opracowanie zawierajace wyzej wymieniony cykl publikacji, napisane w jezyku angielskim,
liczy 44 strony i obejmuje: Wstep, Cel pracy, Metodyke badawcza, Wyniki badan, Wnioski
i Streszezenie. Na koncu opracowania zamieszczono kopie prac stanowiacych rozprawe doktorskg
wraz z Oéwiadczeniami Wspotautoréw, potwierdzajgcymi ich udzial procentowy w wymienionych
publikacjach.

Tytut pracy doktorskiej w pelni odpowiada jej tresci, a sformulowane cele badawcze
uwarunkowaly dobér odpowiedniego materiatu i metodyki badawczej oraz umozliwity zrealizowanie
zaplanowanych prac badawczych.

W rozdziale ,Wstep” (ang. Introduction) doktorant omowit znaczenie wegorza europejskiego
w Polsce oraz przedstawil dane dotyczace polowow $wiatowych tego gatunku, wskazujgec na
postepujacy spadek polowdw w ciagu ostatniego dziesieciolecia. W kolejnym podrozdziale
doktorant omoéwil zagadnienia dotyczace chordb wirusowych wegorzy oraz scharakteryzowal
wystgpowanie i znaczenie czterech najwaznicjszych choréb wirusowych wegorzy: Herpesvirus
anguillae (AngHV-1), Eel Virus European X (EVEX), Eel Virus European (EVE) oraz Eel Virus
American (EVA). Szczegdlng uwagg doktorant zwrécit na kliniczne znaczenie zakazen wywotanych
przez Herpesvirus anguillae AngHV-1 u wegorza europejskiego oraz zwigzang z tym koniecznos¢
doskonalenia diagnostyki laboratoryjnej w kierunku skutecznego wykrywania tego wirusa.
W rozdziale tym autor zawart réwniez zagadnienia dotyczace transmisji horyzontalnej i wertykalnej
wirusow, zwracajgc szczegolng uwage na transmisje horyzontalng, oraz grupg ,,hosicieli wirusow”
wérod ktérej mozna wyrdzni¢ wiele gatunkow ryb oraz bezkregowcow wodnych.

Glownym celem ocenianej pracy doktorskiej byla analiza stopnia zagroZenia weggorza
europejskiego zwigzanego z wystepowaniem choroby wirusowej wywolanej przez Herpesvirus
anguillae (AngHV-1).

Szezegdtowe cele pracy zostaty sformutowane nastepujaco:

1. Detekcja Herpesvirus anguillae (AngHV-1) u wegorza na terenie Polski poinocno-zachodniej;
2. Zidentyfikowanie potencjalnych nosicieli wirusa AngHV-1 w obrebie rodzimej ichtiofauny,

stanowiacych zrédto zakazen w srodowisku wodnym;
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3. Dobér optymalnych metod oraz odpowiednich préb tkanek wegorza w skutecznej
diagnostyce AngHV-1 u wegorza europejskiego;

4. Opracowanie wytycznych dla podmiotow prowadzacych podchéw wegorza europejskiego
oraz dla oérodkéw realizujacych zarybienia wod otwartych.

W rozdziale ,Metodyka badan wirusologicznych” (ang. Methodology of virusological tests)
autor przedstawil mozliwosci zastosowania wybranych analiz molekularmych, umozliwiajgcych
identyfikacje wiruséw. Dodatkowo oméwil metody poboru préb w postaci fragmentéw tkanek lub
wymazéw stosowane w diagnostyce choréb wirusowych u wegorza. Wydaje sig, ze tego typu
opracowanie rozprawy doktorskiej, zwiazanej bezposrednio z zastosowaniem metod molekularnych,
powinno zawiera¢ opis metod badawczych stosowanych w trakcie realizacji przedstawionej do
oceny rozprawy doktorskiej. Prawdopodobnie doktorant stwierdzil, iz wystarczy opis metodyki
zawarty w cyklu publikacji naukowych, stanowigeych rozpraweg doktorska.

W rozdziale ,Wyniki badan” (ang. Results of studies) doktorant opisal w stosunkowo
syntetycznej formie, najwazniejsze wyniki badan z opublikowanych trzech artykutéw, wchodzacych
w sktad rozprawy doktorskiej. W rozdziale tym omowil identyfikacje Herpesvirus anguillae
AngHV-1 przy zastosowaniu dwoéch metod izolacji DNA oraz poréwnal je i wskazal optymalng
metode izolacji opisang jako ,,Column method”. Interesujacy jest fakt zastosowania w kolejnych
badaniach (opisanych w trzeciej publikacji) dodatkowe; metody (przy zastosowaniu zestawu
QiaAmp DNA Mini Kit, Qiagen), pomimo wezesniej dobranej odpowiedniej metody izolacji DNA.
Prositabym o wyjasnienie tego podejécia badawczego.

W kolejnej czesci rozdziatu ,,Wyniki badan” doktorant przedstawil transmisje horyzontalng
wirusa AngHV-1 oraz oméwil wyniki badan, uwzgledniajgce wykrycie tego wirusa
u 17 osobnikéw pigciu gatunkéw ryb (whaczajac: karasia srebrzystego, okonia europejskiego,
sandacza, sterleta oraz babki byczej), stanowigcych ,,wektory zakazen” w srodowisku naturalnym.
Ostatnia cze$¢ rozdziatu ,,Wyniki badan” zawiera informacje na temat potrzeby opracowania
nowych metod diagnostycznych, umozliwiajgcych pewng i skuteczna diagnostyke wirusologiczng,
climinujaca ,.bledng-negatywna weryfikacj¢” wirusow. W tej czeéci opracowania Autor porownuje
diagnostyke wirusologiczng przy zastosowaniu konwencjonalnej reakcji PCR oraz analizg
7 wykorzystaniem zagniezdzonej reakcji PCR tzw. ,nested PCR”, wskazujgc bardziej efektywng
metode analizy ,,nested PCR”. Autor udowodnit, iz zastosowanie metody ,nested PCR” zwigksza
skutecznosé identyfikacji AngHV-1 u wegorza do 93,3%. Dodatkowo autor eksperymentalnie
wykazat, ze proby pobrane ze skory oraz skrzeli stanowia najlepszy ,,zewnetrzny” materiat
badawczy w tego typu analizach, podkreslajgc brak koniecznosci pobierania prob z organow

wewnetrznych.
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Oceniajac omawiang cze$¢ rozdziatu ,,Wyniki” na stronie 16 zauwazylam wzmianke o zastosowaniu
metody hybrydyzacji in situ, natomiast nie znalaztam wynikéw tych badan. Prositabym
o wyjasnienie tego faktu. Dodatkowo chciatabym uzyska¢ informacje o diugosci amplifikowanych
fragmentéw DNA przy zastosowaniu metody ,,nested PCR”.

W przedstawionym do oceny Opracowaniu pracy doktorskiej mozna znalez¢ informacje na
temat zrealizowania prawie wszystkich zamierzonych celéw badawczych z wyjatkiem ostatniego,
dotyczacego ,pracowania wytycznych dla podmiotéw prowadzacych podchow  wegorza
curopejskiego oraz dla osrodkéw realizujacych zarybienia wod otwartych”. Chociaz w dotgczonym
cyklu publikacji naukowych pewne zalecenia zostaly posrednio ujgte, to bardziej warto$ciowe
byloby przedstawienie ich w postaci szczegétowego zestawicnia w Opracowaniu.

Zwieficzeniem rozprawy doktorskiej mgr inz. Tuc Tuana Nguyen jest szes¢ dobrze
sformutowanych wnioskow, ktére sa zasadne, wyczerpujace i wynikajg bezposrednio z uzyskanych
w trakcie badan wynikow.

Przedstawione do recenzji Opracowanie pracy doktorskiej zawiera rozdzial ,Streszczenie”
(ang. Summary), ktore w zasadzie jest podsumowaniem Opracowania, a nie Streszczeniem rozprawy
doktorskiej. Prositabym o wyjasnienie czy taka forma Opracowania rozprawy doktorskiej (bez
streszczenia) jest bezposrednio zwigzana z wymaganiami formalnymi Wydzialu Nauk o Zywnosci
i Rybactwa Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie ?

Doktorant w Opracowaniu uwzglednit réwniez rozdziat ,,Spis literatury”, zlozony z 26 pozycji
dobrze dobranego, nienumerowanego pi$miennictwa zagranicznego i krajowego. Pragng zwrocic
uwage na fakt, iz w ,Spisie literatury” znajdujg si¢ 2 pozycje, ktérych autor nie zacytowat
w opracowaniu: Kempter i inni 2012 oraz Kielpinski i inni 2010. Ponadto w »Spisie literatury”
brakuje dziewigciu pozycji literaturowych zacytowanych w Opracowaniu:

- str. 8 — Chang (2002), Sano (1990), Ueno et al. 1992;

- str. 9 — Bekesi et al. 1986, van Gineken et al. 2004, Sano 1976, Sano 1977,

- str. 10 — Siwicki 1994,

- str. 12 — Bergmann 2017.

Drobne bledy, wymagajace korekty, dostrzegtam rowniez w cytowaniu pismiennictwa:

- str. 8 —jest Castric (1980); w spisie literatury — Castric and Chastel 1980,

- str. 8 — jest Sano 1981; w spisie literatury — Sano et al. 1981,

- str. 9 — Galinier et al. 2012; w spisie literatury — Galiniert et al. 2012,

- str. 9 — Beurden 2012; w spisie literatury — Buerden 2012,

- str. 9 — Okazaki et al. 2016; w spisie literatury — Okazaki et al. 2016a.



Przytoczone nieliczne uwagi majg charakter dyskusyjny, a gtéwnie korektorski i w niczym nie
umniegjszajg bardzo wysokiej wartosci naukowej rozprawy doktorskiej mgr inz. Tuc Tuana Nguyen.

Sumujgc uwazam, ze przedstawiona do oceny praca doktorska pana mgr inz. Tuc Tuana
Nguyen posiada wilasciwg konstrukcje, przyjeta w tego rodzaju opracowaniach a zastosowane
metody diagnostyczne $wiadczg o bardzo dobrym opanowaniu nowoczesnych analiz molekularnych.
Uzyskane wyniki wnosza wiele nowych informacji o charakterze poznawezym i utylitarnym. Biorgc
pod uwage warto$¢ merytoryczng pracy, jej oryginalnosé oraz wartosci poznawcze i utylitarne
o$wiadczam, iz praca pt.: ,Detekcja i transmisja herpesvirusa anguillae (AngHV1) na terenie
péinocno-zachodniej Polski z uwzglednieniem zalecen dla gospodarowania zasobami wegorza
europejskiego Anguilla anguilla” w pelni odpowiada wymogom stawianym rozprawom doktorskim,
zgodnie z aktualnie obowigzujacg Ustawa o Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym (zgodnie
z art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r.; Dz. Ustaw Nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.). W zwigzku z tym
przedktadam Wysokiej Radzie Wydzialu Nauk o Zywnosci i Rybactwa Zachodniopomorskiego
Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie wniosek o dopuszezenie mgr inz. Tuc Tuana Nguyen

do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Dr hab. Dorota Fopp-Bayat, prof. UWM
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Review of the doctoral dissertation of mgr inz. Tuc Tuan Nguyen, constituting a series of publications
regarding: “Detection of Herpesvirus anguillae (AngHV-1) in north-western Poland, taking into
account recommendations for the implementation of the European eel (Anguilla anguilla) stock
management plan.” ,,Deteetion of Herpesvirus anguiikw (AngllV1) in north-western Poland — a new
challenge for the existing stock management recommendations for the European cel (Anguiita
anguifia)".

Use of molecular analysis is extremely important in the diagnostics of fish diseases, and particularly
important in identifying viral diseases. It should be emphasized that the diagnostics of viral diseases
using genetic analysis allow not only identification of pathogens in infected individuals and carriers
(in which no direct changes associated with the infection are observed), but is also critical in the
identification of fish (herds/populations) free from viruses.

In Poland, the diagnostics of viral diseases of fish using molecular methods are mainly used for viral
infections in salmonids (e.g., viral haemorrhagic septicaemia—VHS, infectious haematopoietic
necrosis—IHN) and cyprinids (e.g., Koi herpes virus—KHV), while for many species no analytical
methods (using genetic analysis) allowing diagnostics of specific viruses have been developed or
implemented. Among the species for which there was lack of appropriate analytical protocols for
unambiguous diagnostics of viral diseases is eel. Fortunately, the research group led by Prof. Jolanta
Kietpinska, has filled the “diagnostic gap” and initiated studies for the identification of viral diseases
of eel both reared in fish farms and inhabiting the waters of north-western Poland. The main and
most important consequence of these studies was preparation by mgr inz. Tuc Tuan Nguyen of the
doctoral dissertation titled “Detection of Herpesvirus anguillae (AngHV-1) in north-western Poland,
taking into account recommendations for the implementation of the European eel (Anguilla anguilla)
stock management plan.”

The doctoral dissertation submitted for review is fully integrated with the current research of the
diagnostics and control of fish diseases, and is an important asset in the studies of the aetiology and
epidemiology of infections and horizontal transmission of Herpesvirus anguillae (AngHV-1). It is
worth mentioning that in addition to the high value of the presented studies in terms of knowledge
expansion, very important is also the practical aspect of the developed examination procedures and
the need to implement them into “fishing practice” and “stock management”.

The doctoral dissertation of mgr inz. Tuc Tuan Nguyen represents a thematically coherent series of
three publications titled “Detection of Herpesvirus anguillae (AngHV-1) in north-western Poland,
taking into account recommendations for the implementation of the European eel (Anguilla anguilla)
stock management plan”. The series consists of the following three original papers:

1. Nguyen T.T., Kempter J., Panicz R. 2016. Monitoring of Herpesvirus anguillae (AngHV-1)
infections of European eel in north-west Poland. Medycyna Weterynaryjna (Veterinary Medicine), 72
(9), 564-566.

2. Nguyen T.T., Kempter J;, Panicz R. 2016. Dynamics of Herpesvirus anguillae (AngHV-1)
transmission by the native ichthyofauna of north-western Poland. Electronic Journal of Polish
Agricultural Universities 2016, Volume 1 Issue 4.

3. Nguyen T.T., Yeonliwa J., Kielpiniska J., Bergmann S.M., Lenk M., Panicz R. 2017. Detection of
Herpesvirus anguillae (AngHV-1) in European eel (Anguilla anguilla) originating from northern
Poland—assessment of sustainability of selected diagnostic methods. Journal of Fish Diseases DOL:
10.1111/jfd.12689.



In the presented series of scientific papers published in 2016-2017, two works were published in
journals from the A list of the Ministry of Science and Higher Education, having an Impact Factor:
Medycyna Weterynaryjna (Veterinary Medicine) and Journal of Fish Diseases, and the remaining
paper was published in a journal from the B list: Electronic Journal of Polish Agricultural Universities.
The total Impact Factor of the papers from this series Is 2.3, and the total number of the Ministry of
Science and Higher Education points is 57. All the studies were group works, of which the doctoral
candidate was the first author, and his contribution was reported as 70%, 80% and 50%, respectively,
which was confirmed in relevant statements from the other contributors.

The topics of the publications within the series are consistent and regard three main issues: 1)
Identification of Herpesvirus anguillae (AngHV-l) in European eel (Anguilla anguilla) individuals in
north-western Poland; 2) Analysis of possible horizontal transmission of AngHV-1 in five fish species
occurring in the natural environment or fish farms (Prussian carp, perch, zander, sterlet and round
goby); and 3) Selection of the optimum analytical method for diagnosing AngHV-1 infection in
European eel.

The publication containing the above-mentioned series of papers is written in English, has 44 pages,
and includes: Introduction, Aim of work. Methods, Results of studies. Conclusions and Summary.
Copies of papers constituting this doctoral dissertation, together with Co-Authors’ Statements
confirming their percentage of contribution to the listed works, are provided at the end of the
document.

The title of the doctoral dissertation corresponds fully to its content, and the defined research
objectives have guided the selection of suitable material and research methods, as well as enabled
conducting the planned research activities.

In the Introduction section, the doctoral candidate discussed the importance of European eel in
Poland and presented data on the world catches of this species, indicating the progressive decline in
the catches over the last decade. In the following section, the doctoral candidate discussed issues
concerning viral diseases of eel and described the occurrence and the importance of the four major
viral diseases of eel: Herpesvirus anguillae (AngHV-1), Eel Virus European X (EVEX), Eel Virus
European (EVE) and Eel Virus American (EVA). Particular attention was paid to the clinical significance
of infections caused by Herpesvirus anguillae AngHV-1 in European eel, and thus the need to improve
laboratory diagnostics for an effective detection of the virus. In this section, the author also included
issues concerning horizontal and vertical transmission of viruses, paying particular attention to
horizontal transmission, and a group of “virus carriers”, among which many species of fish and
aquatic invertebrates can be distinguished.

The main aim of the reviewed doctoral dissertation was to analyse the degree of the threat to
European eel associated with the viral disease caused by Herpesvirus anguillae (AngHV-1).

The detailed aims of the work were set out as follows:
1. Detection of Herpesvirtjs anguillae (AngHV-1) in eel from north-western Poland;

2. Identification of potential AngHV-1 vectors in the indigenous ichthyofauna that are the
source of infection in the aguatic environment;

3. Selection of optimal methods and appropriate samples of eel tissues for the effective diagnostics
of AngHV-1 infection in European eel;



4. Development of guidelines for institutions that conduct pre-rearing of European eel and restocking
centres operating in open waters.

In the section titled “Methodology of virological tests”, the author introduced the possible
implementations of selected molecular analyses to enable identification of viruses. Moreover, the
author discussed the sampling methods based on tissue fragments or swabs that are used in the
diagnostics of viral diseases of eel. It seems that this approach to the dissertation, directly involving
the use of molecular methods, should include description of the research methods used during the
studies for the presented dissertation. Probably, the candidate presumed that the methodology
descriptions included in the series of scientific publications, constituting his doctoral dissertation,
were sufficient.

In the section “Results of studies”, the candidate described in a relatively concise manner the main
findings of the studies included in three published articles that were part of his dissertation. Further
in this chapter, the identification of Herpesvirus anguillae (AngHV-1) using two methods of DNA
isolation was described and compared, and the optimal isolation method described as the “Column
method” was indicated. Interesting is that in subsequent studies (described in the third publication),
an additional method (using the QiaAmp DNA Mini Kit, Qiagen) was used despite the previous
selection of the optimal DNA isolation method. Please clarify this approach.

In the following part of the section “Results of studies”, the candidate presented the horizontal
transmission of AngHV-1 and discussed the results of studies, taking into account the detection of
this virus in 17 individuals of five fish species (including Prussian carp, perch, zander, sterlet and
round goby) that constituted the “yectors of infection” in the natural environment. The last part of
the section “Results of studies” contains information about the need to develop new diagnostic
methods that would allow a high level of certainty and effectiveness of viral diagnostics and
eliminate “false negative verification” of the presence of viruses. In this part of his work, the author
compared virological diagnostics using conventional PCR and analysis using the “nested PCR”
method, indicating the latter as a more efficient method of analysis. The author demonstrated that
using “nested PCR” increases the efficiency of AngHV-1 identification in eel to 93.3%. Moreover, the
author experimentally demonstrated that samples taken from the skin and gills are the best
“external” study material in this type of analyses, stressing no need for taking samples of internal
organs.

While reviewing this part of the “Results” section on page 16, | noticed the author had mentioned
the use of in situ hybridization, but | did not find the results of such analyses. Please explain this
finding. Moreover, | would like to obtain information about the size of the amplified DNA fragments
using “nested PCR.”

In the article thesis submitted for review there is information about obtaining almost all intended
study aims except the last one that regarded “development of guidelines for institutions that
conduct pre-rearing of European eel and restocking centres operating in open waters.” Although in
the submitted series of scientific publications some recommendations were indirectly included, it
would be more valuable to present them in the form of a detailed list in the thesis.

The doctoral dissertation of mgr inz. Tuc Tuan Nguyen is concluded with six well-written conclusions
that are justified and comprehensive, and derive directly from the obtained results of studies.



The article thesis submitted for review contains the section “Summary” which actually is a concluding
fragment of this article thesis and not a summary of the doctoral dissertation. Please clarify whether
this article thesis form of doctoral dissertation (without the summary) is directly associated with the
formal requirements of the Faculty of Food Sciences and Fisheries, University of Agriculture in
Szczecin.

The candidate also included the section “List of references” containing 26 items of well-composed,
unnumbered foreign and domestic literature references. | would like to point out that the “List of
references” includes two items that the author did not cite in the thesis: Kempter et al. 2012 and
Kietpinski et al. 2010. Moreover, the “List of references” lacks nine items cited in the thesis:

- p. 8—Chang (2002), Sano (1990), Ucno et al. (1992);

- p. 9—Bekesi et al. (1986), van Gineken et al. (2004), Sano (1976), Sano (1977);

- p. 10—Siwicki (1994);

- p. 12—Bergmann (2017).

| also noticed minor errors that require correction in the following citations:

- p. 8—Castric (1980) in the text, and Castric and Chastel (1980) in the list of references;

- p. 8—Sano (1981) in the text, and Sano et al. (1981) in the list of references;

- p. 9—Galinier et al. (2012) in the text, and Galiniert et al. (2012) in the list of references;
- p. 9—Beurden (2012) in the text, and Buerden (2012) in the list of references;

- p. 9—Okazaki et al. (2016) in the text, and Okazaki et al. (2016a) in the list of references.

The few remarks mentioned here are aimed to incite a discussion and are mainly of corrective
nature, and do not in any way undermine the very high scientific value of mgr inz. Tuc Tuan Nguyen’s
doctoral dissertation. .

To sum up, | believe that the doctoral dissertation by mgr inz. Tuc Tuan Nguyen submitted for review
has an appropriate design that is adopted in this type of documents, and the implemented diagnostic
methods are proof of a brilliant knowledge of modern methods of molecular analysis. The obtained
results provide a considerable amount of new information in terms of knowledge expansion and
utility. Taking into account the substantive quality of the work, its originality and value in terms of
knowledge expansion and utility, | declare that the dissertation titled: “Detection of Herpesvirus
anguillae (AngHV-1) in north-western Poland, taking into account recommendations for the
implementation of the European eel (Anguilla anguilla) stock management plan” fully conforms with
the requirements of doctoral dissertations in accordance with the current Act on the Academic
Degrees and Academic Titles (Article 13 of the Act of 14 March 2003; Dz. Ustaw (Reg. of Acts) no. 65,
item 595, as amended). Therefore, | am submitting to the High Council of the Faculty of Food
Sciences and Fisheries, University of Agriculture in Szczecin a request for progressing mgr inz. Tuc
Tuan Nguyen to further stages of the PhD degree conferral procedure.

Dr hab. inz. Dorota Fopp-Bayat, prof. UWM
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70-383 Szczecin,

Report on doctoral thesis
of Mr, Thuc Tuan Nguyen
entitled
Detection of herpesvirus anguillae (AngHV-1) in north-western Poland—a new
challenge for the existing stock management recommendations for the European eel
(Anguilla anguilla)

The dissertation, I received for review is a compilation thesis, known also as a “thesis
by publication” or “essay thesis”. This form of a doctoral dissertation is quite unusual in
Poland, but it is very common in Scandinavia and countries like Canada. The major difference
between a regular descriptive thesis and a compilation thesis is a concise appearance of the
latter. Therefore I am not surprised that the dissertation under scrutiny has only 44 pages. Its
major and the most important part are three papers published in international journals, such as
Medycyna Weterynaryjna, EJPAU, and Journal of Fish Diseases. In all three cases, Mr
Nguyen is the first author and the supervisors (Kempter/Kielpinska and Panicz) are
subsequent authors. Only in the third publication, there are three additional authors from the
Loeffler Institute, Insel Riems, Germany. These individual publications are bound and
supplied with introductory chapters (otherwise known as kappa). Such structure is one of the
widely used options, while some universities prefer a separate (short) introduction and
interconnecting chapters between individual published papers. Anyway, as I said before this
form of the thesis is relatively new for Poland and therefore it is difficult to relate its structure
and form to an established Polish standard.

The title of this dissertation well reflects its contents and this title is a good universal
statement combining titles of three published papers and also adding some explanation about
the meaning of these studies and their practical importance. This tile also helps to understand
why the author decided to present his findings not in the form of a traditional descriptive
thesis but in the form of a compilation of published papers. I understand that the progress of
science in some disciplines such molecular biology and veterinary virology is so fast that
important results must be promptly published (without the intermediary step of a traditional
thesis which is not a publication). The reason for that is not only the urge for keeping the
priority in announcing certain findings but it also has a practical aspect of instant
communicating of the results to the fisheries and aquaculture practice. There is a public
demand for such prompt knowledge transfer.

The two key elements of this thesis are the European eel (Anguilla anguilla) and one
of its pathogens—herpesvirus anguillae (AngHV-1). The European eel is an economically
important species not only in Poland but also in a global perspective. Its stocks have been
dwindling for decades and even though the fish has been considered “critically endangered”
by the IUCN Red List of Threatened Species—eel has still been captured and consumed in all
European countries including Poland. In 2007 the “Council Regulation (EC) No 1100/2007 of
18 September 2007 establishing measures for the recovery of the stock of European eel”
obliged members states for developing local management plans for eel. Such management
plan was published in 2008 and it is a binding document for the authorities as well as for all



entities dealing with eel. Unfortunately, this otherwise comprehensive document covering 89
pages of print devoted very little attention to eel pathogens (just 1/3 of a page). The authors
concluded that despite detailed studies carried out by them no viral or bacterial pathogens
were found in eel in Poland! On the other hand, it is commonly known that viral diseases are
capable of causing very serious and economically devastating fish mortalities—see the
example of KHV in carp. It was also evident that European eel is susceptible to a number of
serious viral diseases. The authors of the Polish management plan also marginalized the fact
that numerous fish species can be asymptomatic carriers of viruses, which makes the
epidemiological situation even more complex.

Mr Nguyen guided by his supervisors, based on earlier preliminary studies, decided to
challenge the simplified and superficial statements of the official management plan for eel in
Poland. The studies of Kempter et al. (2014) indicated that indeed herpesvirus anguillae
(AngHV-1) is present also in Poland. In view of the above, Mr Nguyen decided to

1) conduct detailed studied on eel in north-western Poland to assess the magnitude of the
threat,
2) to determine vector organisms,
3) to find optimum diagnostic methods, and finally
4) to propose new guidelines to manage the problem.
Those individual aims of the thesis were addresses in three, earlier mentioned published
papers.

Doing this review I will address separately the journal articles and the introductory
chapters (kappa), although I believe that the articles are more important.

The first paper included in this thesis was published in Medycyna Weterynaryjna—a
renown international journal, which used to have an impact factor in the past. The paper is
entitled “Monitoring of herpesvirus anguillae (AngIIV-1) infections in the European eel in
north-west Poland”. The authors collected eels from six sample sites in Poland and Denmark.
The sites represented open waters as well as aquaculture prerearing facilities. A total of 256
samples collected from gills, liver, kidney, spleen, intestine, and heart were analysed using
two different molecular techniques. Only one (of six) sites was free from infection and in
general 77 samples out of 256 were AngHV-1-positive (or 51/256 according to another
method, DNAzol). The highest percentage of asymptomatic carriers was found in eels
imported from Denmark for the purpose of prerearing and reintroduction. The eels collected
in natural waters demonstrated AngHV-1 infection rate of 30% (Dabie Lake) and 40%
(Trzebiez). The authors concluded that a strict monitoring for the presence of AngHV-1 is
needed in Poland. This paper is important because it contradicts the official documents and
recommendations and by doing that raises public awareness about possible mortality cases
inflicted by the virus.

The second paper consequently explores the problem even further by answering the
question: Are there any asymptomatic carriers of AngHV-1 among Polish freshwater fish
species? The paper is entitled “Presence of herpesvirus anguillac (AngHV 1) DNA in the
native ichthyofauna of north-western Poland” and it was published in EJPAU (Electronic
Journal of Polish Agriculture Universities). This study covered 332 fish specimens
representing 20 species collected at six locations in Poland. The locations were either form
freshwater sites (5 locations) or brackish water (Baltic Sea). The molecular analyses were
positive in 17 cases and the virus carriers were: Prussian carp, Carassius gibelio (2 cases),
European Perch, Perca fluviatilis (2 cases), pikeperch, Stizostedion lucioperca (2 cases),
sterlet Acipenser ruthenus (5 cases), and round goby, Neogobius melanostomus (6 cases).

Even though the overall prevalence seems to be very low, we should not underestimate
the epizootic potential of the detected asymptomatic carriers and their ability to inflict very
costly mortalities by spreading the virus to numerous eels. The highest number of positive



cases was found for round goby which would make the vertical transmission of herpesvirus
anguillae quite possible because this small fish can be an easy prey for eel.

The third paper in this thesis was entitled “Detection of herpesvirus anguillae
(AngHV-1) in European eel originating from northern Poland — assessment of suitability of
selected diagnostic methods” was published in Journal of Fish Diseases, an influential
international journal with high impact factor. The main objective of this study was to optimize
diagnostic methods for detection of herpesvirus anguillae using conventional PCR, nested
PCR, and in situ hybridization assay. Also, eel kidney cells (EK-1, No. 809) were cultivated
in three passages after being infected by the filtrates of the eel organ pools. The material was
collected from a single site and the total number of eels analysed was 15. Tissues of gills,
skin, heart, kidney, and spleen, were examined separately as well as pooled samples. The
obtained results indicated that only 53.3% of the individual organ samples were positive for
AngHV-1 by PCR, while the nested PCR demonstrated that the actual prevalence was 93.3%.
In the cell cultivation passages, no cytopathic effect was visible in the first two rounds, but it
was detected in the third passage. This positive result was visible only while using the nested
PCR technique.

It turned out that the most suitable for AngHV-1 detection were skin and gills while
samples pooled before DNA extraction were of a very limited usefulness. This result may
have very practical implications because the process of eel screening for the virus does not
require killing the fish,

This paper also discussed options for new management guidelines for the eel
populations in Poland, adhering to the more general recommendation of the EU. The authors
indicated the need for the introduction of obligatory tests of juvenile eel intended for
restocking purposes for the detection of herpesvirus anguillae (AngHV-1). They also
suggested that changes are needed at the level of the EU in the form of limiting the free,
unverified circulation of restocking fish between rearing centres.

Some aspects of the evaluated published articles forming this thesis, in my opinion,
require additional elaboration or correction.

Paper 1

Eel sampling groups were not identified in terms of their size. Therefore it might affect the
comparison of the results. We know that the mortality rate of the smallest fish is usually very
high. On the other hand, the group of the biggest ones is usually less infected because those
which contracted the disease died and those that we can see in the sample are survivors,
usually with acquired immunity. With such approach, we are losing one of the important
parameters in the discussion — the fish size. I was not able to find information in this paper
whether the studied fish exhibited any clinical signs that could be attributed to AngHV1? The
Materials and Methods section is quite chaotic and it contains terms that require explanation
(e.g., what are “Gill slices”?). Information is missing (in all three papers) about management
recommendations in other EU countries. Are they similarly liberal as those in Poland or
perhaps more restrictive?

Paper 2

The legal status of the Polish “Management recommendations” should be more explicitly
explained. Please explain what legal steps and/or procedures are needed to modify the
existing recommendations?

Paper 3

All 15 eels were kept together for three days. Could this affect the results? Could such
cohabitation increase the infection rate?

The introductory chapters (kappa) well summarize the results of the three publications,
They also provide additional details that help to understand the importance of those studies




and to assess their value. Those additional chapters are: “Aim of work”, “Conclusions”, and
“Summary”. The aims of this thesis are in my opinion well designed and expressed and as a
reviewer, I can say that those aims were well addressed in this thesis. The conclusions,
however, contain not only four conclusions, but also two recommendations. I can see a major
problem with the chapter “Summary”. Surprisingly, this four-paragraph chapter contains three
paragraphs which are irrelevant and could be more justified in a “Discussion”. This would,
however, cause an additional problem because the kappa does not contain a “Discussion”
chapter!

The major linguistic or editorial problem of the kappa in the scarce usage of articles
(the, a). I noticed also a strange literature citation “(Med. Weter. 2017, 71(2), pp. 565)”.

Summing up, I would like to say that the author pursued an interesting problem with
important practical aspects. The studies were well organized and executed. The results were
promptly published in three journals of international circulation. The individual papers
forming this compilation thesis have been assessed by journal reviewers, so my opinion as an
additional “post-factum-reviewer” relates in lower extent to the details but it relates mainly to
the overall image of the set of three article. Despite some deficiencies mentioned earlier, my
opinion about this thesis is positive. I also hope that some doubts mentioned in my review
will be cleared during the public defence of this thesis.

I solemnly declare herewith that in my opinion the doctoral dissertation of Mr Tuan
Thuc Nguyen complies with the requirements of the Act on Academic Title and Degree of the
Republic of Poland and therefore, I kindly ask the faculty Council of Food Science and
Fisheries to allow Mr Tuan Thuc Nguyen to proceed with subsequent steps of the doctoral
procedure.

Done at Szczecin, 19 November 2017

Prof. dr hab. Wojciech Piasecki
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Sprawozdanie dot. pracy doktorskiej
P. Thuca Tuana Nguyena
pt.
,Detekcja i transmisja herpesvirusa anguillae (AngHV-1) na terenie péinocno-
zachodniej Polski z uwzglednieniem zalecen dla gospodarowania zasobami wegorza
europejskiego (Anguilla anguilla)”

Otrzymana przeze mnie do recenzji praca doktorska jest zbiorem opublikowanych
artykutéw naukowych zwanym réwniez kompilacjg (ang. ,,thesis by publication” lub ,,essay
thesis™). Taka posta¢ pracy doktorskiej jest dos¢ niezwykta w Polsce, ale bardzo powszechnie
stosowana w krajach Skandynawii czy Kanadzie. Gléwng réznicg migdzy standardowg pracg
opisowa a kompilacja jest zwarta postac tej drugiej. W zwigzku z tym nie jestem zaskoczony
faktem, iz poddawana recenzji praca ma jedynie 44 strony. Jej glowna i najwazniejszg czg¢sciag
sg trzy artykuty opublikowane w miedzynarodowych czasopismach, takich jak Medycyna
Weterynaryjna, EJPAU i Journal of Fish Diseases. We wszystkich trzech przypadkach p.
Nguyen jest pierwszym autorem, a jego opickunowie (Kempter/Kielpinska i Panicz)
kolejnymi. Tylko w trzeciej publikacji wystepuje troje dodatkowych autoréw z Loeffler
Institute, Insel Riems, Niemcy. Poszczegolne publikacje sg potaczone i opatrzone rozdziatami
wstepu (znanymi jako ,.kappa”). Tego typu struktura jest jedng z wielu stosowanych opcii,
przy czym niektore uczelnie preferuja oddzielny (krotki) wstep i rozdzialy tgcznikowe
pomiedzy poszczegdlnymi publikacjami. Jak jednak wspomniatem wczesniej, taka postac
pracy doktorskiej jest wzglednie nowa w Polsce, dlatego tez trudno odnies¢ jej strukture i
postaé do ustalonych w naszym kraju standardow.

Tytut pracy dobrze odzwierciedla jej zawarto$¢ i jest uniwersalng deklaracja taczacag w
sobie tytuly trzech publikacji oraz dodatkowe wyjasnienie dotyczace znaczenia tych badan i
ich istotnodci w praktyce. Tytul ten pomaga takze zrozumie¢, dlaczego autor zdecydowatl si¢
przedstawié swoje wyniki nie w postaci tradycyjnej pracy opisowej, a w postaci kompilacji
opublikowanych artykutéw. Rozumiem, ze postgp w pewnych dyscyplinach nauki, takich jak
biologia molekularna i wirusologia weterynaryjna jest tak szybki, ze wazne wyniki nalezy
publikowa¢ niezwlocznie (bez posredniego etapu w postaci tradycyjnej rozprawy, ktora nie
jest publikacjg). Powodem tego jest nie tylko pospiech w oglaszaniu pewnych odkry¢, ale
réwniez aspekt praktyczny szybkiego przekazywania wynikow personelowi gospodarstw
hodowlanych i praktykom akwakultury. Istnieje powszechne zapotrzebowanie na taki transfer
wiedzy.

Dwoma kluczowymi elementami tej pracy sg wegorz europejski (Anguilla anguilla) i
jeden z jego patogenow — Herpesvirus anguillae (AngHV-1). Wegorz europejski jest
gatunkiem waznym ekonomicznie, nie tylko w Polsce, ale i na $wiecie. Jego zasoby spadajg
od dziesiecioleci i cho¢ gatunek uznaje sie za ,.krytycznie zagrozony” w czerwonej ksiedze
gatunkéw zagrozonych IUCN, wegorza weigz fapie sig i konsumuje we wszystkich krajach
Europy, w tym w Polsce. W 2007 roku w ,.Dyrektywie Rady (WE) nr 1100/2007 z dnia 18
wrzeénia 2007 r. ustanawiajacej $rodki shuzace odbudowie zasobéw wegorza europejskiego”
zobowiazano panstwa cztonkowskie do opracowania lokalnych planéw gospodarowania




zasobami wegorza. Taki plan opublikowano w 2008 roku i jest on dokumentem wigzgcym dla
wladz oraz wszelkich instytucji zajmujacych sie wegorzem. Niestety w tym bardzo
obszernym dokumencie obejmujacym 89 stron wydruku poswigcono bardzo niewiele miejsca
patogenom wegorza (jedynie 1/3 strony). Autorzy doszli do wniosku, ze pomimo
szczegolowych badan, ktére przeprowadzili, u wegorzy w Polsce nie wykryto zadnych
patogenéw wirusowych ani bakteryjnych! Z drugiej strony powszechnie wiadomo, ze
choroby wirusowe moga powodowaé bardzo powazng i katastrofalng z gospodarczego punktu
widzenia $miertelno$¢ ryb — patrz przyktad KHV u karpia. Wykazano rowniez, Ze wggorz
europejski jest podatny na szereg powaznych choréb wirusowych. Autorzy polskiego planu
zagospodarowania réwniez zmarginalizowali fakt, ze wiele gatunkéw ryb moze by¢
bezobjawowymi nosicielami wiruséw, co jeszcze bardziej komplikuje sytuacje
epidemiologiczng.

Pan Nguyen pod kierunkiem swoich opiekunéw, na podstawie wstgpnych badan,
zdecydowat si¢ na podwazenie uproszczonych i powierzchownych stwierdzeni oficjalnego
planu zagospodarowania zasobow wegorza w Polsce. Badania autorstwa Kempter i wsp.
(2014) wskazywaly, ze wirus Herpesvirus anguillae (AngHV-1) jest rzeczywiscie obecny w
Polsce. W zwiazku z powyzszym p. Nguyen zdecydowal si¢ na:

1) przeprowadzenie szczegoétowych badan wegorzy w Polsce pétnocno-zachodniej w celu
oceny rozmiaru zagrozenia;
2) ustalenie organizmow bedacych wektorami zakazenia;
3) wskazanie optymalnych metod diagnostycznych, a takze
4) zaproponowanie nowych wytycznych w celu zwalczania problemu.
Poszczegdlne cele poruszono w trzech wspomnianych wezesniej publikacjach.

W niniejszej recenzji odniosg si¢ osobno do artykutéw opublikowanych w
czasopismach i rozdzialéw wstepu (kappa), cho¢ uwazam artykuty za bardziej istotne.

Pierwszy artykut uwzgledniony w niniejszej pracy doktorskiej zostat opublikowany w
czasopi$émie Medycyna Weterynaryjna — znanym czasopi$mie migdzynarodowym, ktéry w
przesziosci miat przypisany parametr Impact Factor. Artykut nosi tytut ,,Monitoring of
Herpesvirus anguillae (AngHV-1) infections in the European eel in north-west Poland”.
Autorzy zebrali wegorze z szesciu miejsc poboru proéb w Polsce i Danii. Miejsca te byty
potozone na wodach otwartych, jak réwniez w osrodkach podchowu ryb do akwakultury.
Zebrano lacznie 256 probek ze skrzeli, watroby, nerek, $ledziony, jelita i serca i poddano je
analizie z uzyciem dwéch réznych technik molekularnych. Tylko jedno (z szedciu) miejsc
bylo wolne od zakazenia i ogélnie 77 z 256 probek byly dodatnie pod wzglgdem obecnosci
AngHV-1 (lub 51/256 wg innej metody — DNAzol). Najwyzszy odsetek bezobjawowych
nosicieli wykryto wéréd wegorzy importowanych z Danii w celu podchowu i uzycia do
zarybien. Wegorze zebrane w wodach naturalnych wykazaty odsetek zakazen wirusem
AngHV-1 wynoszacy 30% (Jezioro Dabie) i 40% (Trzebiez). Autorzy stwierdzili, ze w Polsce
konieczne jest $ciste monitorowanie wystgpowania wirusa AngHV-1. Artykut ten jest wazny,
poniewaz przeczy oficjalnym dokumentom i zaleceniom, przez co zwigksza powszechna
$wiadomo$é dotyczaca mozliwych przypadkéw smiertelnosci spowodowanych przez wirusa.

W drugim artykule konsekwentnie zgigbiono problem, odpowiadajgc na pytanie: Czy
bezobjawowi nosiciele wirusa AngHV-1 wystgpujg wsrdd gatunkéw ryb w wodach stodkich
w Polsce? Artykut nosi tytut ,,Presence of Herpesvirus anguillae (AngHV-1) DNA in the
native ichthyofauna of north-western Poland” i zostat opublikowany w czasopismie EJPAU
(Electronic Journal of Polish Agriculture Universities). Badanie to obejmowato 332 probki
ryb obejmujgce 20 gatunkéw zebranych w szesciu miejscach w Polsce. Miejsca te
obejmowaty zaréwno wody stodkie (5 lokalizacji), jak i brachiczne (Morze Baltyckie).
Wyniki analiz molekularnych byty dodatnie w 17 przypadkach, a nosicielami wirusa byly:
kara$ srebrzysty, Carassius gibelio (2 przypadki), okon, Perca fluviatilis (2 przypadki),



sandacz, Stizostedion lucioperca (2 przypadki), sterlet ,Acipenser ruthenus (5 przypadkow),
oraz babka bycza, Neogobius melanostomus (6 przypadkow).

Choé ogblnie ujgte wystepowanie wydaje sie bardzo niskie, nie nalezy nie doceniaé
potencjatu epizoonotycznego wykrytych bezobjawowych nosicieli i ich zdolnosci do
wywolywania bardzo kosztownej $miertelnodci poprzez roznoszenie wirusa na wiele
wegorzy. Najwigksza liczbe przypadkéw dodatnich wykryto w przypadku babki byczej, co
czyni transmisj¢ pionowa wirusa Herpesvirus anguillae calkiem prawdopodobnag, gdyz ta
mata ryba moze by¢ tatwym fupem dla wegorzy.

Trzeci artykut zawarty w niniejszej pracy doktorskiej zatytufowano ,,Detection of
herpesvirus anguillae (AngHV-1) in European eel originating from northern Poland—
assessment of suitability of selected diagnostic methods” i opublikowano w Journal of Fish
Diseases. Gléwnym celem tego badania byla optymalizacja metod diagnostycznych w
wykrywaniu wirusa Herpesvirus anguillae z uzyciem konwencjonalnego PCR,
zagniezdzonego (nested)PCR oraz hybrydyzacji in situ. Ponadto hodowano komérki nerek
wegorza (EK-1, nr 809) w trzech pasazach po ich zakazeniu filtratami z puli narzadow
wegorzy. Materiat zbierano z pojedynczego miejsca poboru, a liczba przeanalizowanych
wegorzy wyniosta 15. Tkanki skrzeli, skéry, serca, nerek i §ledziony przebadano osobno, jak
r6wniez w ramach puli probek. Wyniki wykazaty, ze tylko dla 53,3% poszczegolnych probek
narzadéw uzyskano dodatni wynik na obecnoéé wirusa AngHV-1 metodg PCR, podezas gdy
metoda nested PCR wykazata wystepowanie wirusa na poziomie 93,3%. W hodowlach
pasazowanych nie uzyskano widocznego efektu cytopatycznego w pierwszych dwoch
cyklach, ale uzyskano go w trzecim cyklu pasazowania. Ten wynik dodatni widoczny byt
jedynie w przypadku zastosowania metody nested PCR.

Okazato sie, ze tkankami najbardziej odpowiednimi do wykrywania wirusa AngHV-1
sa skora i skrzela, natomiast pula probek sporzadzona przed izolacja DNA ma bardzo
ograniczong przydatnosg. Wynik ten moze mie¢ istotne konsekwencje w praktyce, gdyz
procedura przesiewowa w poszukiwaniu wirusa u wWggorzy nie wymaga zabijania ryb.

W artykule tym oméwiono réwniez nowe wytyczne do zarzadzania populac] ami
wegorza w Polsce, bedg w zgodzie z bardziej ogélnym zaleceniem Unii Europej skiej. Autorzy
wskazali potrzebg wprowadzenia obowiazkowych badan narybku wegorza przeznaczonego
do zarybien w celu wykrywania wirusa Herpesvirus anguillae (AngHV-1). Zasugerowali tez
potrzebe zmian na poziomie UE w postaci ograniczenia wolnego, niesprawdzanego obiegu
materiatu zarybieniowego pomiedzy centrami odchowu.

Pewne aspekty ocenianych publikacji wehodzacych w skiad niniejszej pracy
doktorskiej nalezy w mojej opinil dopracowad lub poprawic.

Artykul 1

Grup probek tkanek wegorza nie zidentyfikowano pod wzglgdem wielkos$ci ryb. Moze to
wplywaé na poréwnanie wynikow. Wiadomo, ze $miertelnos¢ najmniejszych osobnikéw jest
zwykle najwigksza. Z drugiej strony grupa najwigkszych ryb jest zwykle naj mniej zakazona,
gdyz te zakazone padty, a te obecne w probie przezyly, zwykle bogatsze o nabytg odpornosc.
Przy takim podejéciu tracimy jeden z waznych parametréw w dyskusji — wielkos¢ ryby. Nie
udato mi si¢ odnalez¢ informacji o tym, czy badane ryby wykazywaly oznaki kliniczne, ktora
mozna by przypisaé zakazeniu wirusem AngHV1? Rozdziat ,,Materiaty i metody” jest dos¢
chaotyczny i zawiera pojecia wymagajace wyjasnienia (np. co to sg ,.skrawki skrzeli”).
Brakuje informacji (we wszystkich trzech artykutach) o zaleceniach do gospodarowania
zasobami wegorza w innych krajach UE. Czy sa w takim stopniu liberalne jak w Polsce czy
moze bardziej restrykcyjne?

Artykul 2



Stan prawny ,,zalecen dotyczacych gospodarowania” w Polsce nalezy doktadniej wyjasnié.
Prosze wyjasnié, jakie kroki i/lub procedury prawne sg potrzebne do zmiany istniejgcych
zalecen. '

Artykul 3

Wszystkie 15 wegorzy trzymano razem przez trzy dni. Czy to mogto wplyna¢ na wyniki? Czy
taka kohabitacja mogla zwigkszy¢ odsetek zakazen?

Rozdzialy wstepu (kappa) dobrze streszczajg wyniki trzech publikacji. Przekazuja
takze dodatkowe szczegbly pomocne w zrozumieniu istotnodci tych badan i ocenie ich
wartosci. Te dodatkowe rozdziaty to: ,,Cel pracy”, Whnioski” i ,,Streszczenie”. Cele tej pracy
doktorskiej s3 moim zdaniem dobrze opracowane i wyrazone i jako recenzent mogg uznac, ze
zostaly one w tej pracy w duzym stopniu osiggnigte. Jednak we wnioskach zawarto nie tylko
cztery wnioski, ale takze dwa zalecenia. Wystepuje istotny problem z rozdzialem
,Streszczenie”. Co zaskakuje, ten czteroakapitowy rozdzial zawiera trzy akapity, ktore sa bez
znaczenia lub bylyby bardziej na miejscu w czesei ,,Dyskusja”. To spowodowatoby jednak
dodatkowy problem, gdyz rozdziat kappa nie zawiera ,,Dyskusji”!

Gtownym problemem jezykowym lub edytorskim jest zbyt mate uzycie przedimkow
(the, a). Zauwazytem dziwny cytat z pismiennictwa ,,(Med. Weter. 2017, 71(2), pp. 565)”.

Podsumowujac, cheiatbym zauwazyé, ze autor poruszyl ciekawy problem o waznych
aspektach praktycznych. Badania dobrze zorganizowano i wykonano. Wyniki szybko
opublikowano w trzech czasopismach w migdzynarodowym obiegu. Poszczegolne artykuly
wchodzace w skiad niniejszej kompilaciji zostaly ocenione przez recenzentow czasopism,
zatem moja opinia odnosi si¢ gléwnie do ogdlnego obrazu tego zestawu trzech artykutow.
Pomimo pewnych wspomnianych wczesniej brakéw moja opinia o tej pracy doktorskiej jest
pozytywna. Mam takze nadziejg, Ze pewne watpliwo$ci wspomniane w mojej recenzji zostang
wyjasnione podczas publicznej obrony tej pracy.

Niniejszym o$wiadczam, ze w mojej opinii praca doktorska pana Tuana Thuca
Nguyena jest zgodna z wymogami Ustawy o Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym
Rzeczpospolitej Polskiej i w zwigzku z tym uprzejmie prosz¢ Rade Wydziatu Nauk o

Zywnosci i Rybactwa o dopuszczenie pana Tuana Thuca Nguyena do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Sporzadzono w Szczecinie, dnia 19 listopada 2017 r.

Prof, dr hab. Wojciech Piasecki



UCHWALA nr 2/2018
Rady Wydzialu Nauk o Zywnoscei i Rybactwa Zachodniopomorskiego Uniwersytetu

Technologicznego w Szczecinie z dnia 24 stycznia 2018 1.

w sprawie nadania stopnia doktora mgr inz. Thuc Tuan Nguyen

Na podstawie art. 14 ust. 2 pkt. 5 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach
i tytule naukowym oraz o stopniach w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65, poz. 565, z poin. zm.),
Rada Wydzialu Nauk o Zywnodci i Rybactwa Zachodniopomorskiego Uniwersytetu
Technologicznego w Szczecinie na posiedzeniu w dniu 24 stycznia 2018 roku, nadaje

mgr inz Thuc Tuan Nguyen stopien doktora nauk rolniczych w zakresie rybactwa.

§1

Uchwata wchodzi w zycie z dniem jej podjgcia.

Przewodniczaca Rady Wydzialu

ﬂ@b{/@g [ ol

Dr hab. inz. Agnieszka To6rz, prof. nadzw.
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