Streszczenie

Akwakulture karpia (Cyprinus carpio Linnaeus, 1758) prowadzi sie w Europie gfownie w
stawach, czyli sztucznych zbiornikach wodnych, wykorzystujac zwykle naturalne uksztattowanie
terenu sprzyjajace ich budowie. U karpi hodowanych w stawach zasilanych wodg z naturalnych
ciekdw oraz gospodarstwach, w ktérych nie prowadzi sie tarta na bazie wiasnych tarlakow, czgsto
dochodzi do zawleczenia chordb, w tym patogennych wirusow. Gféwnymi zagrozeniami dla
gospodarki karpiowej jest koi herpes virus (KHV) oraz carp edema virus (CEV).

W niniejszej pracy zostaty postawione cele zwigzane ze znacznym poszerzeniem wiedzy z
zakresu stopnia zainfekowania wytypowanych gospodarstw karpiowych wirusem CEV, oceny
tropizmu, czyli powinowactwa do komdérek i tkanek u karpia, oszacowaniu skutecznosci metody
detekcji posredniej (nested PCR, real-time PCR, hybrydyzacja in situ) oraz analizie pozyskanych
sekwencji z wykorzystaniem modelu ewolucji molekularne;.

Analizom poddano tacznie 16 gatunkdw ryb z 11. lokalizacji, w tym dziewigciu gospodarstw
hodowli karpia, wéd Zalewu Szczecifiskiego i Jeziora Dabie. Analizom molekularnym poddano
tacznie 682 proby.

Wyniki niniejszej pracy wskazujg na rozszerzenie spektrum gatunkowego wirusa CEV o
gatunek lina (Tinca tinca (Linnaeus, 1758)), uklei (Alburnus alburnus (Linnaeus, 1758)), ptoci (Rutilus
rutilus (Linnaeus, 1758)) i karasia (Carassius carassius (Linnaeus, 1758)), co przy zatoieniu
pospolitego wystepowania tych gatunkéw w wodach naturalnych zasilajgcych stawy karpiowe
stwarza zagrozenie powstawania dodatkowej sciezki transmisji CEV.

Wykazano réwniez powinowactwo do komarek skory i nerki, w ktérych okreslono dodatni
tropizm wirusa. Stwarza to nowe mozliwosci diagnostyczne, ktére dotychczas zgodnie z wytycznymi
Swiatowe]j Organizacji Zdrowia Zwierzat (WOAH) oparte byty tylko o skrawki skrzeli.

Na podstawie uliniowania i poréwnania sekwencji w obrebie genu odpowiedzialnego za
synteze biatka 4a okreslono poziom ich zmiennosci genetycznej. Wynika z niego, ze wirus CEV ulega
systematycznym mutacjom a utworzenie dwéch wyodregbnionych kladéw w drzewie
filogenetycznym potwierdza wyodrebnianie sig tzw. , polskich izolatow CEV”,

Na podstawie uzyskanych wynikéw zostang przygotowane wytyczne dla Swiatowej
Organizacji Zdrowia Zwierzat (WOAH). W procedurach detekeji CEV autorka zasugeruje koniecznos¢
wykorzystania skory i nerki. Ponadto, biorac pod uwage klady utworzone w drzewie
filogenetycznym sekwencji wirusa CEV, do CEFAS w Wielkiej Brytanii, zostanie przestana informacja
o koniecznosci projektowania aktualnych starterow do reakcji PCR.
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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Natalii Adamkowskiej
wykonana na zlecenie Dziekana Wydzialu Nauk o Zywnosci i Rybactwa Zachodniopomor-

skiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie z dnia 17 maja 2023 roku

Otrzymana do oceny rozprawa doktorska zatytulowana Detekeja, wektory, elementy
biologii carp edema virus (CEV) w aspekcie hodowli karpia w Polsce jest klasyczng
monografig, jednak w tym przypadku poddana edycji, wydrukowang i oprawiong. Trudno
oceni¢ jednak czy oceniana monografia ma rangg publikacji (na jaka wyglada) bo zabraklo
stopki redakcyjnej z nakladem, nazwa wydawcy, drukarni, nazwiskami redaktora, korek-
tora, skladacza, etc.). W zwigzku z powyzszym zaktadam, ze jest to nieopublikowana dy-
sertacja.

Lacznie rozprawa ma 59 numerowanych stron wydrukowanych na obydwy stronach
papieru co optycznie zmniejsza jej objetos¢. Zawiera 23 ryciny, 16 tabel a w spisie litera-
tury autorka przywoluje 82 Zrédla oraz trzy strony internetowe.

Dysertacja napisana w jezyku polskim ma tradycyjna strukturg obejmujaca wstep, cel
pracy, material i metody, wyniki, dyskusje, wnioski oraz literature. Wstep, material i me-
tody oraz wyniki, majg liczne, wlozone hierarchicznie, podrozdzialy.

Znaczenie akwakultury systematycznie rosnie z roku na rok i jest to zwigzane ze
wzrostem ludzkiej populacji i jej zapotrzebowania na zywno$¢ w tym réwniez ryby. W Eu-
ropie srodkowej i srodkowo-wschodniej oraz w innych miejscach na Swicie karp pospolity
(Cyprinus carpio) byt i jest nadal tradycyjnie najpopularniejszym obiektem hodowli §rod-
ladowej. Niestety czynnikiem ograniczajacym produkcje karpia sg liczne choroby, z kto-
rych najwieksze znaczenie maja choroby wirusowe. Najwazniejsze z nich to spring viremia
of carp (SVC), koi herpes virus disease (KHVD), a w ostatnich latach takze carp edema vi-
rus disease (CEVD). Choroby te majg zasieg globalny a ich przenoszenie zalezy od wielu
czynnikéw srodowiskowych, prawidlowych procedur prewencyjnych a takze mechani-
zmoéw odpornosciowych roznych szezepow genetycznych (linii hodowlanych) samego kar-

pia. Niezwykle wazne sg tez drogi przenoszenia chorob wirusowych, w tym ich wektory

Instytut Nauk o Morzu i Srodowisku: ul. Adama Mickiewicza 16, 70-383 Szczecin
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czyli organizmy zywe zazwyczaj nie wykazujgce objawéw klinicznych ale majace poten-
cjal przenoszenia chorob migdzy stadami podatnej ryby lub miedzy mniej lub bardziej od-
leglymi akwenami. Nie mozna tez poming¢ biologii samego wirusa, jego potencjatu infek-
cyjnego, atakowanych narzadow i ich znaczenia w diagnostyce. Te wlasnie aspekty posta-
nowila zbada¢ Pani mgr Natalia Adamkowska w toku jej badan w ramach projektu doktor-
skiego.

Autorka pobierata proby w latach 2017 1 2018 w bardzo obszernym zakresie i stano-
wilo to niewatpliwie duze wyzwanie logistyczne. Uwzglednila dziewie¢ gospodarstw ry-
backich oraz dodatkowo wody otwarte Jeziora Dabie oraz Zalewu Szczecinskiego. Pobie-
rajgc proby nie ograniczyla si¢ do karpia ale uwzglednilta rowniez pigtnascie innych gatun-
kow (podgatunkéw). Byly to: ploé (Rutilus rutilus), sandacz (Sander lucioperca), okon
(Perca fluviatilis), babka sniadogltowa (Neogobius melanostomus), karas pospolity (Caras-
sius carassius), certa (Vimba vimba ), rozpior (Ballerus ballerus), stornia (Platichthys fle-
sus), tolpyga pstra (Hypophthalmichthys nobilis), lin (Tinca tinca), sum europejski (Silurus
glanis), amur (Ctenopharyngodon idella), szczupak (Esox lucius), ukleja (Alburnus albur-
nus) oraz karp koi (Cyprinus carpio kot). Zbadano rézne tkanki i narzady u 682 osobnikow
ryb.

Glownym celem pracy bylo okreslenie stopnia zainfekowania karpia przez CEV (carp
edema virus) w Polsce, przede wszystkim w jej czesci pdlnocno zachodniej, co do tej pory
nie bylo zbadane. Cele szczegdlowe byly nastepujace:

,»1. zdefiniowanie gatunkéw wektorowych wsrod ichtiofauny umozliwiajgeych transmisje
poziomg wirusa w srodowisku,

2. okreslenie tropizmu CEV poprzez zastosowanie hybrydyzacji in situ,

3. analiza pozyskanych sekwencji fragmentu genomu CEV w kontekscie ewoluowania no-
wego izolatu w wodach Polski,

4. wskazanie potencjalnych $ciezek transmisji CEV w $rodowisku wodnym.”

W moim przekonaniu, tytul rozprawy prawidlowo oddaje jej tres¢. Uklad formalny
pracy 1 jej podzial na rozdzialy i podrozdzialy sg tez prawidlowe. Cele pracy zostaly zreali-
zowane a jej wyniki dostarczaja nowych informacji. Ustalono, ze wérod potencjalnych
wektorow CEV znajdujg si¢ gatunki wezesniej nie zglaszane takie jak lin (Tinca tinca), uk-
leja (Alburnus alburnus), pto¢ (Rutilus rutilus) oraz karas (Carassius carassius). Gatunki

te wystepujg pospolicie a zatem moge stanowi¢ dogodne ogniwo w transmisji CEV.
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Stwierdzono tez powinowactwo wirusa do komorek skory i nerki, w ktorych okreslono do-
datni tropizm tego patogenu. Dotychczas Swiatowa Organizacja Zdrowia Zwierzat
(WOAH) rekomendowala pobieranie probek wylacznie ze skrzeli a zatem ustalenia Pani
mgr Natalii Adamkowskiej stwarzajg nowe mozliwosci diagnostyczne dla ichtiopatolo-
gow. Ustalono tez, na podstawie uliniowania i porownania sekwencji w obrebie genu od-
powiedzialnego za synteze bialka 4a, ze CEV ulega systematycznym mutacjom. W skon-
struowanym drzewie filogenetycznym probki badane w ramach ocenianego doktoratu byty
reprezentowane przez wyraznie wyodrgbnione klady nazwane przez autorke ,,polskimi izo-
latami CEV”. Zaobserwowana zmiennos¢ genetyczna jest sygnatem dla wladz weteryna-
ryjnych, ze istniej pilna potrzeba uaktualniania starterow reakeji PCR (real-time PCR). To
odkrycie Pani mgr Natalii Adamkowskiej jest bardzo wazne bowiem brak aktualnych star-
terow moze skutkowac falszywie negatywnymi wynikami badan. Autorka deklarowata
przestanie stosownych informacji na ten temat do CEFAS (Centre for Environment, Fishe-
ries and Aquaculture Science) w Wielkiej Brytanii.

Badania Pani mgr Natalii Adamkowskiej dotyczg waznego tematu, ktore ma prze-
tozenie ekonomiczne. Potencjalnie CEV moze wywolac $nigcia karpi na poziomie nawet
90% obsad (co nie wyklucza sytuacji gdzie wirus jest wykrywany u bezobjawowych ryb
tego gatunku). Doktorantka rozpoczeta swoje badania w podobnym czasie jak inni nau-
kowcy z naszego kraju. Niestety pracujgc jednoosobowo miala mniejsze szanse na upu-
blicznienie swoich wynikéw w poréwnywanie szybkim terminie jak to zrobil wielooso-
bowy zespol badawczy z Pulaw (Matras i in. 2017, 2019, 2022). Powyzsze pordwnanie
sktania do refleksji nad przyszloscig procedur doktorskich. Juz teraz wida¢, ze doktorant
bedacy czgscig duzego zespotu badawczego i publikujacy swoje wyniki etapowo, nie-
zwloeznie jak sa gotowe, ma wigksze szanse na sukces niz samotny doktorant czekajacy z
wynikami calego doktoratu na przedstawienie ich w dysertacji.

Jak przystalo na prace doktorska, rozprawa Pani mgr Natalii Adamkowskiej jest
wielowatkowa, porusza aktualne 1 wazne problemy naukowe, postuguje sie najnowszymi
metodami badawczymi oraz wnosi nowe aspekty do wiedzy. Martwi mnie jednak skrotowe
potraktowanie wstepu a szczegdlnie analizy literatury naukowej co negatywnie wplywa na
objetos¢ tej rozprawy i potencjalnie rowniez na jej jakos¢. Jednoczesdnie niektore zagadnie-
nia sg, w moim przekonaniu, zbyt obszernie przedstawione (charakterystyka innych choréb

wirusowych).



Mam pewne zastrzezenia do wykorzystanej literatury. W moim rozumieniu prze-
glad literatury powinien by¢ kompletny (w miarg mozliwosci) i wyczerpujacy, czego nie-
stety w tej pracy zabraklo. Dotyczy to szczegolnie prac doktorskich w formie monografii.
Poswigcajac kilkanascie minut na poszukiwania internetowe dotyczace hasel ,,Carp Edema
Virus” oraz ,,Koi Sleepy Disease” otrzymalem liste artykutéw z ktérych co najmniej kilka
(lata 2020-2022) nie znajdowalo sie w przegladzie literatury ocenianej dysertacji. Pomi-
niecie tych prac moglo (ale nie musiato) wplyng¢ na ksztalt Wstepu oraz Dyskusji.

Nie zgadzam sie z przedstawieniem klasyfikacji taksonomicznej karpia we Wste-
pie. Otoz ,,Gromada Pisces™ jest taksonem nie uzywanym od wielu lat, gdyz ryby sg grupa
parafiletyczng. 7Z taksonomia zwigzana jest tez moja uwaga formalna. W streszczeniu
pracy, w pelnych nazwach naukowych autorka wyréznia kursywag nie tylko binomen ale
réwniez nazwisko autora opisu i rok co jest niewlasciwe.

Inne uwagi. Stosownie zamiennie skrotow KSD 1 CEV moze by¢ mylace. Rowniez
uzywana w pracy nazwa ,,odma karpiowa” moze by¢ mylaca.

Oceniana rozprawa ma tez usterki w sposobie cytowania i przytaczania zrodet bi-
bliograficznych. Pig¢ z nich, wyszczeg6lnionych w rozdziale Literatura nie zostato zacyto-
wanych w tekscie (plus trzy Zzrodia internetowe). [ odwrotnie — trzy prace wyszczegdlnione
w tekdcie nie znalazly si¢ w spisie literatury. Dodatkowo, samo cytowanie zrodel literatu-
rowych zawieralo inne drobne usterki.

Mapy, fotografie, schematy 1 wydruki uliniowania sekwencji (fagcznie numerowane
jako ryciny) sa dobrej jakosci i wlasciwie 1 wyczerpujgco ilustrujg oceniang rozprawe, W
znakomitej wigkszosci przypadkow ryciny te sa prawidlowo przytaczane w tekscie przed
pojawieniem si¢ ilustracji i we whasciwej kolejnosci. Wyjatkiem sg rycina 1 oraz rycina 2,
ktore nie zostaly przytoczone w tekscie. Tabele w sposdb przejrzysty pokazujg dane szcze-
golowe. Wszystkie tabele sg prawidlowo przytoczone przed ich pojawieniem sie w tekscie.

Podsumowujgc cheiatbym zwroci¢ uwage na oryginalnosc pracy, jej naukowe oraz
praktyczne znaczenie, opanowanie trudnego warsztatu badawcezego przez autorke oraz
zwigzle przedstawienie cickawych wynikow. Mam tez nadzieje, ze niektore watpliwosci
ktore przedstawilem w tej recenzji zostang wyjasnione w trakcie publicznej obrony tej roz-
prawy doktorskiej.

Stwierdzam niniejszym, ze oceniana praca doktorska spelnia wymagania okre$lone
w Ustawa z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce i dlatego wno-

szg do Rady Wydziatu Nauk o Zywnosci i Rybactwa Zachodniopomorskiego Uniwersytetu



Technologicznego w Szczecinie o dopuszezenie Pani mgr Natalii Adamkowskiej do dal-

szych etapow przewodu doktorskiego.

Szczecin, 29.07.2023 r.
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Prof. dr hab. inz. Wojciech Piasecki

ZALACZNIK

Prace nie zacytowane w tek$cie rozprawy (a wyszezegolnione w Literaturze)

Str. 54. Poz. 33. Hryszko K., Lirski A. (2013);

Str. 55. Poz. 50. Luu-The V., Paquet N., Calvo E., Cumps J. (2005);

Str. 56. Poz. 62. Perelberg A., Smirnov M., Hutoran M., Diamant A., Bejerano Y., Kotler
M. (2003);

Str, 56. Poz. 72. Soliman H., Lewisch E., EI-Matbouli M. (2019);

Str. 56. Poz. 75. Tyburski J., Studzinska A., Daca P., Tretyn A. (2008);

Str. 56. Zrodla internetowe — nie wiadomo czy i gdzie sa cytowane.

Prace nie uwzglednione w Literaturze (a zacytowane w tekscie)

Str. 16. Bauer i Faktorowicz (1969);

Str. 16. Maj-Paluch i in., 2019);

Str. 47. Murakami 1 in., 1976.

Inne drobne uwagi formalne dotyczace literatury

Str. 13. ,,Lirski, 2008” — brakuje ,,i Myszkowski™;

Str. 16, 18. ,, Antychowicz, 2014” — sa dwie takie prace i zabraklo ich rozroznienia (a 1 b);
Str, 16. ,,Haenen, 2004” — brakuje ,,i in.”;

Str. 16. ,,Hedrick, 2000 — brakuje ,,i in.”;

Str. 18. ,Adamek, 2018” — brakuje ,,i in.”;

Str. 18. , Jeffery, 2007” — brakuje ,,i in.”;

Str. 19. ,,Lewish, 2015” — powinno by¢ ,,Lewisch, 2015”;

Str. 19. , Matrasa i in.” — nie podano roku publikacji;

Str. 47, 49. ,,Adamek i in, 2017” — sa dwie takie prace i zabraklo ich rozr6znienia (a i b);

Str. 49. ,,Adamek (2016)” — brakuje ,,i in.”;



Str. 56. Poz. 65. Radosavljevi¢ V., Maksimovi¢-Zori¢ Jelena, Veljovi¢ Ljubisa, Ljubojevié
Dragana, Cirkovi¢ Miroslay, Markovi¢ Zoran, Mili¢evié Vesna. (2017). — imiona wigkszo-
$ci autorow nie zostalty skrocone;

Str. 57. Poz. 81. ,Wojda Ryszard. (2004).” — imi¢ nie skrocone.



Olsztyn, dn. 19.07.2023 r.

prof. dr hab. inz. Dorota Fopp-Bayat

Katedra Ichtiologii i Akwakultury

Wydzial Bioinzynierii Zwierzat

Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie
Ul. Oczapowskiego 5; 10-719 Olsztyn

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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UCHWALA NR 2
Rady Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie

z dnia 19 stycznia 2024 r.
w sprawie nadania stopnia doktora nauk rolniczych w dyscyplinie zootechnika i rybactwo

mgr Natalii Adamkowskiej

Na podstawie art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce - Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1669 z pdzn. zm.) oraz § 1 ust. 1 pkt 2) uchwaty nr 130
Senatu Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie z dnia 29 maja 2023 r.
w zwigzku z § 96 ust. 8 Statutu Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie,

Rada Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo uchwala co nastgpuje:

§1

Rada Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego
w Szczecinie po zapoznaniu sie z przebiegiem przewodu doktorskiego postanawia nadad stopien

doktora nauk rolniczych w dyscyplinie zootechnika i rybactwo mgr Natalii Adamkowskiej.

§2

Uchwata wchodzi w zycie z dniem podjecia.

Przewodniczgca Rady Dyscypliny
Zootechnika i Rybactwo

1
dr hab. inz. Matgorz j 0zgo, prof. ZUT

Szczecin, dnia 19 stycznia 2024 r.
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