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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Pauliny Janickiej pt. ,, Opracowanie zestawu diagnostycznego
do detekcji norowiruséw w probkach biologicznych i $rodowiskowych. Czestotliwosé
wystepowania i znaczenie epidemiologiczne norowiruséw” wykonanej w Zakladzie
Mikrobiologii Katedry Patologii Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroclawiu pod kierunkiem Pani promotor dr hab. Barbary Bazanéw,
prof. UPWr.

Opisywany w mediach na poczatku lipca 2024 roku przypadek masowych zakazen
przewodu pokarmowego, do ktérych doszto u ponad tysigca oséb w miejscowosci Torri del
Benaco nad jeziorem Garda w pétnocnych Wiloszech, jednoznacznie wskazuje, ze nawet w XXI
wieku w krajach wysoko rozwinigtych mozliwe jest masowe skazenie wody pitnej dostarczanej
mieszkancom wodociagiem. Zdarzenie to bylo spowodowane obecnoscia w sieci
wodociggowej norowirusa, ktéry prawdopodobnie przedostat si¢ do zbiornikéw wody pitnej po
trwajacych w okolicy tego miasteczka kilkanascie dni ulewnych deszczach. Norowirusy
(NoVs), chociaz moze niezbyt dobrze znane, stanowia jeden z gléwnych czynnikéw
etiologicznych zapalenia zotadka i jelit wystepujacego u dorostych i dzieci na $wiecie. Kazdego
roku wywotuja miliony zachorowan, ponad 200 000 zgonéw i liczone w miliardy dolaréw
straty ekonomiczne. Wirus moze wywolywac zakazenia bezobjawowe, ale moze takze
powodowa¢ powstawanie ognisk klinicznych w miejscach o duzym zageszczeniu dzieci i 0séb
dorostych, takich jak Ztobki, przedszkola, szkoly, sale zabaw, domy starosci, szpitale, bazy
wojskowe czy statki wycieczkowe. Szczepy norowirusa chorobotworcze dla ludzi (HuNoV) s
przenoszone gtownie droga oralno-fekalng poprzez zanieczyszczong katem lub wymiocinami
zywnos¢, wodg oraz powierzchnie. Wazne jest takze to, ze istotny zrédtem zakazenia mogg by¢
produkty $wieze i nietrwale, w tym m.in. owoce morza oraz warzywa i klasyczne owoce.
Choroba powoduje przede wszystkim zaburzenia ze strony przewodu pokarmowego (biegunke,
wymioty, nudnosci, bole brzucha, goraczke, apatic i odwodnienie, utrate apetytu), a
sporadycznie dreszcze. Moga takze wystgpi¢ objawy neurologiczne. Infekcja zazwyczaj
ustepuje w ciagu 3 dni, aczkolwiek skrajne odwodnienie moze zagraza¢ zyciu pacjentow.
Infekcja nie ma leczenia przyczynowego, a dostepna diagnostyka jest stosunkowo kosztowna
(gtownie RT-PCR) i wymaga czasu.

Majac powyzsze na uwadze nalezy doceni¢ potencjalne znaczenie badan podjetych
przez mgr Pauling Janicka, ktéra postawila rozszerzy¢ dostepng wiedze dotyczaca norowirusow
opisujgc przebieg zakazenia kontrolnego myszy norowirusem mysim (MNV), stworzy¢
prototyp testu pozwalajgcego na przeprowadzenie szybkiej diagnostyki zakazen norowirusem
oraz oceni¢ mozliwosci przeciwwirusowego dziatania wybranych ekstraktow roslinnych
przeciwko norowirusom. Tematyka przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej mgr Pauliny
Janickie) jest wigc jak najbardziej aktualna 1 ma bardzo duze znaczenie w swietle ochrony
zdrowia publicznego. Jej realizacjg Doktorantka zaplanowata formutujag trzy cele badawcze:
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1. Oceng wplywu norowirusa na organizm zwierzecia modelowego poprzez ocene
wplywu zakazenia MNV na zmiany histopatologiczne u myszy szczepu C56B1/6]
oraz markery stresu oksydacyjnego, w szczeg6lnosci na:

a. antyoksydacyjne  uklady enzymatyczne: aktywnos¢  dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD), katalazy (CAT), peroksydazy glutationowej (GPx),
reduktazy glutationowej (GR) w wybranych tkankach myszy C56B1/6]
poddanych infekcji wirusem MNV

b. antyoksydacyjne uklady nieenzymatyczne: catkowity statusu oksydacyjny
(TOS), calkowitg pojemnos¢ antyoksydacyjna (TAC), stezenie dialdehydu
malonowego (MDA) w wybranych tkankach myszy C56B1/6] poddanych
infekcji wirusem MNV.

2. Opracowanie prototypu sprzetu diagnostycznego w postaci szybkich testow
antygenowych do powszechnego uzytku.

3. Badanie skutecznosci wirusobdjczej wyciagdw roslinnych i surowcoéw pochodzenia
naturalnego.

Czgs¢ wynikéw otrzymanych badan zostala opublikowana w renomowanych

mig¢dzynarodowych czasopismach z listy JCR w dwéch oryginalnych artykutach naukowych.:

1. Janicka, P.; Stygar, D.; Chelmecka, E.; Kuropka, P.; Miazek, A.; Studzinska, A.;
Pogorzelska, A.; Pala, K.; Bazandéw, B. Oxidative stress markers and
histopathological changes in selected organs of mice infected with murine norovirus
1 (MNV-1) Int. I Mol. Sci. 2024, 25 (7): 3614.
https://doi.org/10.3390/ijms25073614.

2. Janicka, P.; Baluta, S.; Winiarski, J.; Halicka-Stgpien, K.: Pogorzelska, A.; Cabaj,
J.; Pala, K.; Bazanéw, B. Sensitive electrochemical gold nanoparticle-based
immunosensor for norovirus detection in food samples. RSC Adv. 2024, 14 (9):
6028-6040. https://doi.org/10.1039/D3RA08586D

W obu opublikowanych artykutach mgr Paulina Janicka jest pierwszym autorem.
Niezaleznie jednak od tego Doktorantka przedstawita do recenzji rozprawe doktorska w postaci
monografii i taka forma pracy zostata poddana ocenie przez Recenzenta. Taka sytuacja stwarza
jednak pewnego rodzaju dysonans, poniewaz bez watpienia warto$¢ merytoryczna wynikow
przedstawionych w obu publikacjach zostata juz wezesniej oceniona przez dwéch lub trzech
niezaleznych recenzentéw podczas kazdego procesu wydawniczego i trudno je ponownie
recenzowac.

Przedstawiona do recenzji praca mgr Pauliny Janickiej ma tradycyjny uk}ad i sklada sie
ze spisu tresci, wykazu skrétow, wstepu, celu pracy, opisu materiatéw i metod, omowienia
wynikow, dyskusji, wnioskéw, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, bibliografii, listy
tabel i listy rycin, zalacznikéw w postaci kopii ww. artykutéw oraz suplementu. Praca jest
napisana poprawnym jezykiem.

Rozdzial pierwszy, czyli wstep, skiada sig¢ z dziewigciu podrozdziatow, z czego osiem
z nich dotyczy norowirusow — m.in. przyczyn i konsekwencji infekcji, historii badan nad
norowirusami czy patogenezy zakazenia i diagnostyki norowirusow. O wyborze omawianych
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we wstepie zagadnien decydowal chyba rodzaj prowadzonych badan i uzyskane wyniki,
poniewaz ta czg$¢ pracy, chociaz pozornie bardzo spdjna, to jednak charakteryzuje niekiedy
odlegte od siebie zagadnienia, a niektére z nich sg przedstawione w sposéb nieco zbyt
powierzchowny. Dotyczy to szczegdlnie podrozdziatu dotyczacego diagnostyki norowiruséw,
a Scislej biosensoréw. Jest to narzedzie diagnostyczne stosunkowo nowe i mato znane, dlatego
warto bytoby nieco szerzej przedstawic¢ zasadg jego dziatania i potencjalne zalety. Z obowiazku
recenzenta nalezy zauwazy¢, ze w spisie tresci nie znalazl si¢ ostatni podrozdziat wstepu
zatytutowany ,,Wyciagi roslinne wykorzystywane w walce z norowirusami”, co zapewne byto
spowodowane przeoczeniem. Recenzent zaklada, ze taki uktad wstepu ma prowadzi¢ czytelnika
do kolejnego rozdziatu prezentujacego wspomniane wyzej cele pracy, ktore zostaly poprawnie
sformutowane. Trzeba jednak w tym miejscu zwroci¢ uwagg na fakt, ze kazdy z celéw dotyczy
zupelnie innych probleméw naukowych. Zdaniem recenzenta wskazane cele badawcze sa
niezalezne, wymagaja osobnych modeli badawczych, osobnej metodyki i osobnego
wnioskowania. Poniewaz jednak taczy je jedno stowo, a mianowicie ,,norowirus”, to moze
warto byloby w tym miejscu precyzyjnie uzasadni¢ ich potaczenie w jednej rozprawie
doktorskiej 1 podkresli¢ zalety takiego wlasnie podejscia. A takiego uzasadnienia chyba
zabraklo.

W zwyczajowo przyjetym ukladzie rozprawy doktorskiej kolejny rozdzial opisuje
wykorzystane materialy i metody. Teoretycznie w przedtozonej rozprawie ta czesé obejmuje
metodyke wszystkich wykonanych analiz, ale w obecnej wersji pracy zawarte w tym rozdziale
opisy nie pozwalaja na doktadne odtworzenie wykonanych badan. Wydaje mi sie, ze
Doktorantka powinna t¢ czes¢ podzieli¢ na trzy podrozdzialy, analogicznie do postawionych
trzech celéw badawczych pracy, a nastepnie szczegétowo je opisaé. Wszak do badan na modelu
zakazenia kontrolnego uzyto innego norowirusa mysiego, w badaniach nad biosensorami uzyto
zarOwno norowirusa mysiego jak i ludzkiego, za$ przy ocenie dziatania przeciwwirusowego
ekstraktow roslinnych tylko norowirusa mysiego. Po zapoznaniu si¢ z metodyka zakazenia
kontrolnego myszy Recenzentowi nasunely sie nastepujace pytania:

e na jakiej podstawie wybrano dawke uzyta do zakazenia kontrolnego wirusem

e dlaczego przyjeto oceng zmian patologicznych wystepujacych u zwierzat po 3,
417 dniach od zakazenia kontrolnego

e dlaczego do oceny skutecznosci zakazenia kontrolnego wykorzystano tylko
wskazniki potencjatu oksy-redukcyjnego.

e czy biorgc pod uwage objawy kliniczne zakazenia norowirusami u ludzi, w
przypadku myszy nalezalo takze oczekiwa¢ objawow klinicznych ze strony
przewodu pokarmowego w przebiegu zakazenia norowirusami?

Po zapoznaniu si¢ z metodyka stworzenia prototypu biosensora diagnostycznego
zdaniem recenzenta zasadnym byloby przeniesienie do tego podrozdziatu informacji
znajdujgcych sig¢ w Suplemencie. Ta czg$¢ bowiem pracy jest najtrudniejsza dla potencjalnego
czytelnika i wymaga chyba znacznie dokladniejszego przedstawienia metodyki wykonanych
prac. By¢ moze Doktorantka uznata, ze te informacje znajdujg si¢ w publikacji dotaczonej do
pracy jako zalacznik, ale z kolei z punktu widzenia formalnego przedstawiona do recenzji praca
doktorska nie jest jednotematycznym cyklem prac, wiec metodyka badan powinna byé
przygotowana niezaleznie od tego, co jest w tej publikacji. Ponadto brak jest nastepujacych
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informacji:
e czym jest elektroda, czy jest ona wielokrotnego uzytku czy tez jest jednorazowa?
e skad si¢ wziglo przeciwcialo uzyte w tescie? Czy zostalo wykonane
samodzielnie czy tez kupione w komercyjnej firmie? Czy w tescie opartym na
biosensorach potrzebne jest jedno przeciwcialo czy tez para przeciwcial,
podobnie jat w testach immunochromatograficznych?

W czesci metodyki dotyczacej oceny przeciwwirusowego dziatania ekstraktow
roslinnych brakuje informacji dotyczgcych tego czy wiasciwosci te byly oceniane wobec
Jakiegos konkretnego norowirusa (ta informacja pojawia sie dopiero przy opisie wynikow). Nie
do konca jest takze jasna metodyka oceny dzialania przeciwwirusowego analizowanych
ekstraktow. Czy badanie cytotoksycznosci w tescie MTT nalezy utozsamiaé z dzialaniem
przeciwwirusowym? Podsumowujac wigc rozdziat pracy dotyczgcy materiatdéw i metod — bez
watpienia wymaga on uzupetnien, aby utatwi¢ potencjalnemu czytelnikowi pelne zrozumienie
sposobu wykonania prac badawczych. Duza wartos$cig byloby przeniesienie metodologii badan
nad biosensorami z Suplementu do czesci Materiaty i metody.

W czgscei wynikowej Doktorantka przedstawita uzyskane wyniki i tutaj, podobnie jak w
czgsci ,,Materialy 1 metody” duzym ulatwieniem byloby podzielenie tego rozdzialu na trzy
podrozdziaty. Przedstawione wyniki zakazenia kontrolnego myszy norowirusem powinny
zdaniem recenzenta jednoznacznie potwierdzi¢, ze przeprowadzone zakazenie kontrolne byto
adekwatne. Tymczasem chyba nie jest jasne czy uzyta dawka zakazna nie byta zbyt niska,
poniewaz Doktorantka nie wspomina o jakichkolwiek objawach klinicznych wystepujacych u
myszy po zakazeniu. Doktorantka prowadzila badania na tkankach pobranych od myszy w
okreslonych punktach czasowych po zakazeniu kontrolnym, ale nie wspomina o wykonaniu
analiz majgcych na celu stwierdzenie obecnosci tego wirusa w pobranym materiale. Te pytania
sa kluczowe, poniewaz Doktorantka sama zauwaza, ze skutki zakazenia kontrolnego byly
tagodne, za$ zdaniem recenzenta stwierdzone w organizmie zmiany w potencjale red-ox
niestety nie s3 zmianami patognomicznymi dla zakazenia norowirusem. Podobnie nieco
dokfadniej nalezaloby opisa¢ wyniki dotyczace prac nad biosensorem. Trzeba bowiem
zaznaczy¢, ze tworzenie biosensoréw wymaga wiedzy, ktora nie miesci si¢ w zakresie wiedzy
posiadane]j przez przecigtnych adeptéw nauk przyrodniczych, a fakt, ze cze$é tych wynikow
znajduje si¢ w Suplemencie, tylko zrozumienie uzyskanych wynikéw utrudnia. Tym niemiej na
pewno dokladniejszego wyjasnienia wymagaja wyniki badan nad dlugotrwalg stabilnoscig
stworzonego biosensora. Czy faktycznie stabilno$¢ dwutygodniowa to stabilnos$é
dtugoterminowa? Jakie inne czynniki moga wplywac na uzyskiwane wyniki pomiaréw? Jaki
moze by¢ wptyw np. fali elektromagnetycznej na prace biosensor6w? Doktorantka deklaruje
uzyskanie ponad 90% czutosci i specyficznosci testu. Ale jednoczesnie stwierdza, ze biosensor
wykazal wzrost impedancji zaréwno dla wirusa MNV jak i HuNoV. To by oznaczalo, ze
biosensor rozpoznaje zaréwno norowirusa mysiego jak i ludzkiego. A jezeli tak to czy jest w
stanie oba te wirusy zréznicowac? Dlaczego w ramach badan nad specyficznoscig nie
probowano wykorzysta¢ jako kontroli negatywnej innego kaliciwirusa?

Wyniki badan aktywnosci przeciwwirusowej ekstraktow roslinnych sg z punktu
widzenia Recenzenta przedstawione w taki sposob, Ze niestety nie pozwalaja na
przeprowadzenie wiasciwego wnioskowania. Doktorantka bowiem o dziataniu przeciwko

www.up.poznan.pl



Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu
ul. Wojska Polskiego 28

60-637 Poznan

tel. +48 61 848 75 62

norowirusowi mysiemu wnioskuje na podstawie catkowitej zawartosci fenoli (TPC),
zawartosci flawonoidoéw i zdolnosci przeciwutleniajacej badanych ekstraktow. Czy jednak pod
wplywem ekstraktow roslinnych faktycznie doszto do zmniejszenia liczby czastek wirusa?
Generalnie ta czg$¢ pracy wymaga dopracowania, poniewaz w przypadku pracy z ekstraktami
roslinnymi kluczowe znaczenie ma zawsze wskazanie substancji, na ktorg dany ekstrakt jest
standaryzowany. Bez tego wlasciwie nie jesteSmy w stanie porownaé ze sobg dwéch ekstraktow
pochodzacych z tej samej rosliny. Niestety w pracy brak jest informacji na ten temat.

Z przeprowadzonych badan Doktorantka wyciagneta trzy wnioski, adekwatnie do trzech
postawionych celéw pracy. W tresci wnioskéw znajduje si¢ jednak takze podsumowanie
uzyskanych wynikéw, co w tym miejscu nie jest juz potrzebne. Wniosek pierwszy, dotyczacy
zakazenia kontrolnego, bardzo dobrze odzwierciedla uzyskane wyniki, poniewaz wskazuje na
niewielkg skutecznos¢ przeprowadzonego zakazenia kontrolnego myszy norowirusem.
Whniosek drugi, dotyczacy prac nad biosensorem diagnostycznym, wskazuje na uzyskanie
oczekiwanego dziatania testu. Tutaj jednak rodzi sie pytanie — czy stwierdzenie, ze uzyskano
oczekiwane dzialanie testu oznacza, ze test taki moze by¢ oferowany komercyjnie? W trzecim
wniosku Doktorantka wskazuje na wirusobdjcze wobec norowiruséw dzialanie ocenianych
ekstraktow roslinnych. W opinii Recenzenta jednak nie potwierdzajg tego uzyskane wyniki,
poniewaz wnioskowanie nie jest oparte na wynikach analiz przeprowadzonych z uzyciem
metod potwierdzajacych spadek liczebnosci czgstek wirusa. Nie mozna takze wnioskowaé o
przydatnosci tych ekstraktow do leczenia zakazen norowirusami, poniewaz nie prowadzono w
tym kierunku zadnych badan.

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska
mgr Pauliny Janickiej ma wysoka warto$¢ poznawczg. Szeroki zakres przeprowadzonych badan
wymagat duzego naktadu pracy i zaangazowania Doktorantki. Uwage zwracajg takze prace nad
biosensorem diagnostycznym, poniewaz mogg mie¢ one duzg warto$é¢ aplikacyjng. Przed
wydrukowaniem praca wymaga jednak poprawek, wyjasnien i uzupelien. Zdaniem
Recenzenta korekty wymaga takze tytul rozprawy, poniewaz w pracy nie badano czestosci
wystepowania ani znaczenia epidemiologicznego norowiruséw.

Whiosek koncowy

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Pauliny Janickiej pt. ,,Opracowanie
zestawu diagnostycznego do detekcji norowiruséw w probkach biologicznych i
srodowiskowych. Czgstotliwo$¢ wystgpowania i znaczenie epidemiologiczne norowiruséw”
spelnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym 1 nauce (Dz.U. 2023 poz. 742 z pézn. zm.). Dlatego wnosze do Rady Naukowej
Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu o dopuszczenie mgr
Pauliny Janickiej do dalszych etapéw postgpowania doktorskiego.
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