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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani mgr Pauliny Janickiej pt. ..Opracowanie zestawu
diagnostycznego do detekcji norowiruséw w prébkach biologicznych i Srodowiskowych.
Czestotliwos¢ wystepowania i znaczenie epidemiologiczne norowiruséw”, wykonanej pod
kierunkiem promotora, dr hab. Barbary Bazanéw prof. UPWr oraz opiekuna pomocniczego
dr Katarzyny Pala
Podstawg formalng wykonania niniejszej recenzji jest Uchwala Rady Dyscypliny

Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu, z dnia 25 czerwca 2024 roku.

Tematyka przedstawiona przez Pania mgr Pauling Janickg w niniejszej rozprawie

doktorskiej obejmuje dos$¢ szeroka analize norowirusow z uwzglednieniem wplywu na
organizm gospodarza (w oparciu o zwierze modelowe), opracowanie szybkiej metody
diagnostycznej oraz ocen¢ skutecznosci bojczej w stosunku do norowirusow, wyciggéow
roslinnych i surowcéw pochodzenia naturalnego.
Badania przedstawione przez Doktorantke maja niezwykle aktualny charakter. Ponad
polowe zakazen przewodu pokarmowego u ludzi na $wiecie wywotuja czynniki wirusowe,
w tym norowirusy, rotawirusy, adenowirusy, astrowirusy i sapowirusy. W krajach
rozwijajgcych sig ostre stany zapalne zotadka i jelit znajduja sie wsrdd dziesieciu najezescie]
wystepujacych choréb zakaznych. Rowniez ostatnie dane z Polski (Panstwowy Zaklad
Higieny) wskazuja na niemalze dwukrotny wzrost liczby przypadkéow zakazen
norowirusami w biezacym polroczu, w poréwnywalnym okresie w poprzednim roku. Co
prawda zakazenia norowirusowe wywoluja gwaltowne ale samoograniczajace sie infekcje,
niemniej objawy zwigzane z silnym odwodnieniem i zaburzeniami gospodarki wodno-
elektrolitowe]j (szczegolnie u dzieci i 0sob starszych) mogag prowadzi¢ do powaznych
zaburzen, a nawet $mierci. Ponadto latwo$¢ rozprzestrzeniania sie, szczegdlnie droga
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oralno-fekalng oraz czesto wystepujace infekcje asymptomatyczne, zwigzane z okresowym
wydalaniem wirusa, czynia t¢ grupe patogenoéw trudng w prewencji i kontroli. Ostatnie
badania wykazaly réwniez, iz dawka zakazna w przypadku norowiruséw jest znacznie
nizsza niz chociazby w przypadku SARSCoV-2 (odpowiednio 10 i 100-400 czastek
wirusowych). Ze wzgledu na najczestsza droge zakazenia, nalezy rowniez zaznaczyé, iz
wirus ten jest relatywnie odporny na warunki $rodowiskowe, zatem moze utrzymywaé sie
przez dtuzszy czas w kontaminowanej zywnosci.

Pomimo bardzo szeroko zakrojonych badan i obiecujacych wynikéw, na dzief dzisiejszy nie
ma zatwierdzonej szczepionki przeciwko norowirusom. Niewiele jest rowniez wiadomo w
zakresie biologii ludzkiego norowirusa, szczegdlnie jego replikacji, immunogennosci i
patogennosci, z powodu braku mozliwosci w hodowli komoérkowej czy na modelu
zwierzgcym. Niemniej badania na modelu mysim w oparciu o norowirusa mysiego moga
zapewni¢ pewien wglad w interakcje komorki gospodarza z norowirusem w trakcie infekeji,
co moze przelozy¢ sie nie tylko na lepsza kontrole infekcji ale rowniez na wskazanie
potencjalnych biomarkeréw pozwalajacych na szybsze wykrycie obecnosci norowirusa w
organizmie gospodarza. Zatem biezace rozwigzania powinny opieraé¢ sie na stworzeniu
szybkich, powtarzalnych i ogoélnodostgpnych metod diagnostycznych, wykorzystywanych
zarowno w diagnostyce klinicznej jak i szybkim wykrywaniu obecno$ci wirusa w zywnosci,
co zapobiegnie powstawaniu i rozprzestrzenianiu si¢ infekcji. Drugim istotnym elementem
powinny by¢ badania majgce na celu zapobieganie zakazeniom norowirusowym poprzez
stworzenie skutecznych preparatéw profilaktycznych (szczepionki), a takze wzmacniajace
leczenie objawowe w przypadku juz rozwinietych objawow klinicznych.

Zatem tematyka podj¢ta przez Doktorantke bardzo mocno wpisuje si¢ w aktualne potrzeby
diagnostyczne 1 terapeutyczne zakazen norowirusowych, szczegdlnie w kontekscie
aplikacyjnym. W mojej opinii badania w zakresie interakcji gospodarz-wirus stanowi cenny
wkiad w poszerzenie dotychczasowej wiedzy w zakresie kolejnych czynnikéw/markeréw
modulowanych w trakcie zakazenia norowirusami. Z drugiej za$ strony opracowanie
innowacyjnego urzadzenia wykrywajgcego antygeny norowirusa, ktére moze byé
wykorzystane w szybkiej i powszechnej diagnostyce, a takze ocena wlasciwosci
wirusobdjczych wybranych ekstraktow pochodzenia naturalnego posiada niezaprzeczalne
znaczenie aplikacyjne, poniewaz uzyskane wyniki z bardzo duzym prawdopodobiefistwem

zostana skomercjalizowane w odpowiedzi na realne potrzeby rynkowe.
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Ogolna charakterystyka rozprawy

Przedstawiona do recenzji rozprawa posiada skompilowang forme monografii oraz dwoch
publikacji powigzanych tematycznie. Wyniki dotyczgce oceny markeréw stresu
oksydacyjnego oraz zmian histopatologicznych w odpowiedzi na zakazenie mysim
norowirusem w oparciu o model zwierzecy (myszy), zostaly opublikowane jako
wieloautorski artykut naukowy:

Oxidative stress markers and histopathological changes in selected organs of mice infected
with murine norovirus 1 (MNV-1). Paulina Janicka, Dominika Stygar, Elzbieta Cheimecka,
Piotr Kuropka, Arkadiusz Migzek, Aleksandra Studziniska, Aleksandra Pogorzelska,
Katarzyna Pala, Barbara Bazanow Int. J. Mol Sci. 2024, 25(7), 3614;
hitps://doi.org/10.3390/ijms25073614 (IF=4,9). Na podstawie CRediT (o$wiadczen

autor6w), mozna jednoznacznie stwierdzi¢ iz udziat Doktorantki w powstawaniu pracy byt
dominujacy; Doktorantka deklaruje swoj udzial w tworzeniu idei pracy, gromadzeniu
danych, opracowaniu metodyki, przeprowadzeniu wybranych czesci eksperymentalnych,
przygotowaniu manuskryptu oraz poprawkach porecenzyjnych.

Aplikacyjna czgé¢ pracy dotyczaca opracowania i zastosowania innowacyjnego
immunosensora, umozliwiajacego szybkie wykrywanie norowirusa w roznych typach
probek zywnosci zostata rowniez opublikowana jako wieloautorski artykut:

Sensitive electrochemical gold nanoparticle-based immunosensor for norovirus detection in
Jood samples. Paulina Janicka, Sylwia Baluta, Juliusz Winiarski, Kinga Halicka-Stepien,
Aleksandra Pogorzelska, Joanna Cabaj, Katarzyna Pala, Barbara Bazanéw. RSC Adv.,
2024,14, 6028-6040. hiips://doi.org/10.1039/D3RA08586D (IF= 3,9). W tej pracy nie zostat
przedstawiony udzial autoréw w postaci CRediT, natomiast w opisie wspotautoréw zostato
wyszczegoOlnione, iz Doktorantka realizuje badania i przygotowuje prace doktorska w
zakresie stworzenia szybkiego zestawu diagnostycznego do wykrywania norowiruséw w
probkach zywnosci. Pomimo, iz badania opisane w niniejszej publikacji stanowig centralny
element doktoratu, sugeruje aby dla porzadku zostaly dotaczone oswiadczenia Doktorantki
oraz pozostatych wspélautoréw odnosnie udziatu zadaniowego w powstawaniu pracy aby
jednoznacznie potwierdzi¢ wiodacy udzial Pani mgr Pauliny Janickie] w niniejszej
publikacji.

Wyniki dotyczace bdjczego dziatania wybranych ekstraktéw roslinnych w stosunku do

norowirusa zostaly przedstawione w formie opisowej jako integralna cze$é monografii.
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Rozprawa doktorska zostata napisana zgodnie z ogélnie przyjetymi zasadami dla tego typu
opracowan: liczy 148 stron, w tym zalaczone kopie dwoch opublikowanych prac obejmuja
26 stron. Pozostale rozdzialy to: wykaz skrotow, ktorymi Doktorantka postugiwata sie w
niniejszej pracy (2 strony), wstep (10 stron), cele pracy (1 strona), materiat i metody (9
stron, niemniej czg$¢ eksperymentalna zostala rowniez szczegdtowo opisana w dotgczonych
publikacjach), wyniki (21 stron, w tym 3 tabele i 12 rycin o dobrej rozdzielczosci) dyskusja
(14 stron), podsumowana trzema wnioskami, oraz pismiennictwo, obejmujgce tacznie 175
pozycji literaturowych. Praca zostata réwniez opatrzona streszczeniem w jezyku polskim i w
jezyku angielskim. Doktorantka zalgczyta takze suplement szczegdtowo opisujacy zasade
dziatania prototypu urzadzenia do wykrywania norowiruséw w prébkach zywnosci, jego
opis, metodyke przygotowania probek do oznaczenia oraz procedure walidacji. Suplement
tacznie z rycinami obrazujacymi uzyskane wyniki obejmuje 38 stron.

Ocena szczegotowa
Wstep zostal podzielony na az dziewigé krotkich podrozdziatéw, w ktérych Doktorantka
naswietlita problem infekcji norowiruséwych, ich znaczenie w epidemiologii, krétko
scharakteryzowata czasteczke norowirusa w aspekcie najistotniejszych antygenow, historie
badan nad norowirusami, dotychczas wykorzystywane techniki diagnostyczne, a takze dwa
podrozdziaty zatytulowane ,,Stres oksydacyjny” oraz ,,Wyciagi roslinne wykorzystywane w
walce z norowirusami”. Intencja Doktorantki bylo zapewne przyblizenie wszystkich
poruszanych w pracy aspektow, niemniej poszczegélne podrozdzialy nie tworzg plynnego
ciggu informacji. By¢ moze gdyby wstep zostal podzielony na mniej czedci, tj. Ogdlna
charakterystyka wirusa, Patogeneza zakazen i znaczemie epidemiologiczne, Dostepne
metody i wyzwania diagnostyczne oraz Mozliwosci terapeutyczne, poszczegdlne zagadnienia
utworzylyby spojna catosé, stanowiaca wprowadzenie do planowanych badan.
Cele badawcze pracy zostaty rowniez przedstawione jako odrgbne zagadnienia. Zabraklo mi
nieco, syntetycznego wskazania scalajacej mysli zaproponowanych badan, a przeciez celem
Doktorantki bylo udoskonalenie i skrécenie diagnostyki (zaprojektowanie prototypu
urzadzenia do wykrywania norowiruséw oraz wykazanie potencjalnych markerdow,
wskazujacych na rozwdj infekcji norowirusowej) oraz udoskonalenie profilaktyki i leczenia
wspomagajacego zakazen norowirusowych (aktywnos$é bojcza preparatdéw pochodzenia
naturalnego w stosunku do norowirusow)

Warto podkresli¢, iz Doktorantka zalozyta przeprowadzenie wielokierunkowej analizy w
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oparciu o badania in vivo, badania histopatologiczne i enzymatyczne, badania in vitro (ocena
wlasciwosci  bojczych) oraz badania majace na celu analize biosensoryczng, tj.
przeksztalcenie sygnalu biologicznego, pochodzacego z analitu w sygnat analityczny,
przydatny w diagnostyce. Tak wielokierunkowe badania wymagaja rozleglej wiedzy i
umiejetnosel, co z pewnoscig stanowi wartos¢ dodang pracy Doktorantki, dlatego z duzym
uznaniem odnosze sie do tak przekrojowo skonstruowanej i zastosowanej metodyki.

Czes¢ eksperymentalna zostala dobrze zaprojektowana i jasno przedstawiona. Rozdziat
~Materialy i metody” obejmuje co prawda kilka stron przedstawiajacych ogoélny opis
wykorzystanej aparatury, odczynnikdw, procedur oraz uzytych materiatoéw biologicznych, w
tym zwierzat laboratoryjnych, niemniej zalaczone publikacje oraz suplement doskonale
dopehiaja t¢ cze$é, umozliwiajac powtdrzenie przedstawionych eksperymentow. Moze
nieco zbyt ogolnie zostala opisana czes¢ eksperymentalna dotyczgca badania aktywnosci
bojczej naturalnych zwigzkéw roslinnych, mniemam jednak, ze przy przygotowywaniu do
publikacji tej cze¢sci wynikow Doktorantka metodycznie i szczegdtowo przedstawi
zastosowane protokoly oraz ich celowo$¢ na kazdym etapie eksperymentu.

Rozdziat ,,Wyniki” rozpoczyna sie od prezentacji wynikow opisujacych zmiany
histopatologiczne w réznych narzadach u myszy zakazonych norowirusem. Zmiany te
zostaly zilustrowane 6 rycinami o bardzo dobrej jakosci. Nastepnie Doktorantka
przedstawita wyniki dotyczace parametrow stresu oksydacyjnego, mierzonych w réznych
tkankach (moézg, mézdzek, watroba, ptuca, nerka) u zwierzgt zakazonych norowirusem w
odniesieniu do grupy kontrolnej, ktore zostaty zilustrowane za pomoca Tabeli 1.
Najciekawsze wyniki dotycza jednak efektow stworzenia i oceny parametréw biosensora,
ktéry ma za zadanie wykrywaé obecno$¢ norowirusa w probkach zywnosci. Ocene
przeprowadzono wielokierunkowo, zarowno pod wzgledem jakosci jak i stabilnosci
zastosowanej matrycy, selektywnosci w stosunku do innych patogendéw generujgcych
podobne objawy kliniczne jak norowirusy, a takze rdéznych rodzajow probek, ktére dobrano
pod wzgledem najczgstszego wystepowania w nich norowirusow (niepoddane obrobce
technologicznej owoce morza, surowe warzywa i owoce). Jako kontrole pozytywna
wykorzystano metode amplifikacji materialu genetycznego, poprzedzona odwrotng
transkrypcja, ktora uznawana jest za zloty standard w detekcji norowirusow. Badania
wykonano zaréwno na probkach ,$lepych™ (probki zywnosci bez obecnosci wirusa, ptyn

znad hodowli komdrkowej oraz ich kompilacja), probkach zywnosci zmieszanych z
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czgsteczkami wirusa, probkach zywnosci zmieszanych z innymi patogenami wywolujacymi
objawy zakazen zotagdkowo-jelitowych. Nalezy podkreslié, ze badania przeprowadzono na
reprezentatywnej puli probek pozytywnych i negatywnych, co potwierdza wiarygodno$é
uzyskanych wynikow.

W przypadku analizy wirusobojczej Doktorantka przebadata 10 réznych ekstraktow
roslinnych, analizujac nie tylko aktywno$é wirusobojczg ale réwniez zawarto$é fenoli,
flawonoidéw i zdolnos$¢ antyoksydacyjng ekstraktéw. Aktywnos$é bdjcza w przypadku
wszystkich substancji byta relatywnie wysoka (od 99,9 do 99,99%), natomiast ekstrakty
roznity sie znacznie w przypadku pozostatych oznaczanych parametrow.

Uzyskane wyniki staly si¢ podstawa do interesujacej dyskusji, ukierunkowanej gtéwnie na
unikalne dla badan Autorki zmiany histopatologiczne oraz zmiany w uktadzie red-oks, ktdre
moga by¢ przyczyng nasilajgcych sie objawow klinicznych. Doktorantka na tym etapie
badan uzyskata dos¢ ciekawe wyniki zwiazane z wykazaniem zmian histopatologicznych w
tkance nerwowej zakazonych norowirusem myszy, co oznacza ze pomimo iz dotychczas
norowirusy powiazane byly gléwnie z zakazeniem przewodu pokarmowego i przylegtych
weziow chlonnych, istnieje ryzyko iz réwniez ta grupa wiruséw moze byé potencjalna
przyczyng zakazen w obrebie uktadu nerwowego. W dobie coraz czestszych chordb na tle
niedoboréw immunologicznych, taki scenariusz bardzo szybko moze sta¢ sie rzeczywistym
zagrozeniem. Wyniki badan Doktorantki wykazaty rowniez iz w przypadku zakazenia
norowirusem odpowiedz uktadu antyoksydacyjnego moze by¢ zrdznicowana w zaleznosci
od badanej tkanki, niemniej infekcja obniza catkowita pojemnosé antyoksydacyjna, co
finalnie moze przyczynia¢ si¢ do poglebiania objawéw klinicznych i pogorszenia stanu
pacjenta.

Przyznam, ze jestem pod wrazeniem osiagnigcia zwigzanego z opracowaniem prototypu
urzadzenia, majacego na celu wykrywanie norowiruséw w prébkach zywnosci. Doktorantka
dotozyla wszelkiej starannosci w ocenie mozliwosci detekcyjnych urzadzenia, jego czutosci
oraz specyfiki. W przypadku wszystkich rodzajéw badanych probek wyniki potwierdzity
oczekiwane dzialanie metody. Doktorantka jest juz wspottworcg patentu metody
wykrywania wirusa SARS CoV-2, co rokuje sukcesem wdrozeniowym zaprojektowanego
urzadzenia, natomiast zaproponowany w niniejsze] pracy test cechuje sie dodatkowo
fatwoscig i szybkoscia wykonania (czas wykrywania to ok 20 min, w poréwnaniu do RT-

PCR zajmujgcego od 6 do 48 godzin) i ze wzgledu na niewielkie wymagania odnosnie jego
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obstugi moze by¢ szeroko wykorzystywany na réznych etapach oceny bezpieczenstwa
mikrobiologicznego zywnosci. Z informacji na stronie producenta wynika iz test ten jest juz

na etapie przygotowania (https://fishfarmsolutions.eu/).

Obiecujace wyniki Doktorantka uzyskata réwniez w przypadku oceny wirusobojczych i
przeciwutleniajacych wihasciwosci 10 réznych ekstraktow przygotowanych na zimno. Czesé
wynikow badan Doktorantki potwierdzita wyniki uzyskane przez innych autoréw, a czesé
roznifa si¢ znacznie lub w niewielkim stopniu. Niemniej jest to zjawisko naturalne w
przypadku oceny aktywnosci zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych, zawartych w
wyciagach roslinnych. Mogg si¢ one rézni¢ w znacznym stopniu ze wzgledu na fakt iz na
zawartos$¢ zwiazkow aktywnych ma wplyw bardzo wiele czynnikoéw, m. in. jakos¢ okresu
wegetacyjnego (ilo$¢ opadéw, amplitudy temperatury), jakosé gleby, okres wegetacji, w
ktorym zebrano rosliny, a takze sposob ekstrakcji zwigzkdéw aktywnych. Niemniej uzyskane
wyniki badan wydaja si¢ obiecujace i z pewnoscig warte kontynuowania, szczegoélnie ze w
przypadku zakazen norowirusowych stosowane jest leczenie objawowe, a substancje
naturalne mogg wspomagac ten proces poprzez aktywnos¢ wirusobojcza, wspomaganie
odpowiedzi immunologicznej, dziatanie przeciwzapalne i przeciwutleniajace. Generalnie
trudno jest precyzyjnie okresli¢ wszystkie mechanizmy przeciwwirusowego dziatania tego
typu zwiazkéw, niemniej z duzym prawdopodobienstwem mozna je okresli¢ jako dziatanie
wspomagajace przy zwalczaniu objawow klinicznych.

Dyskusja zostata podsumowana trzema wnioskami. Musze odnies¢ sie z duzym uznaniem
do wywazonego sformutowania wnioskow. Z pewnoscig potwierdzone obserwacje, stanowig
doskonaly punkt wyjsciowy do dalszych badan majgcych na celu poszerzenie wiedzy w
zakresie mechanizmow patogenezy i charakteru zmian histopatologicznych w przypadku
infekcji norowirusowych, opracowania kolejnego testu, o jeszcze wicksze] czulosei i
przekroju badanych probek, czy poszerzenia badania wybranych ekstraktow roslinnych,
ktére by¢ moze doprowadzi do skomercjalizowania uzyskanych wynikéw w postaci
biopreparatow wspomagajacych zwalczanie zakazen norowirusowych.

Mimo bardzo duzej starannosci wlozonej przez Doktorantke przy przygotowaniu rozprawy,
nie ustrzegla si¢ Ona kilku w wigkszosci drobnych bleddw, ktore z obowiazku recenzenta
powinnam wskazac:

Tytut pracy: o ile pierwsza czgs$é tytutu pracy jest zgodna z trescig doktoratu, o tyle co do

drugiej czesci mam pewne watpliwosci. Nie bardzo widze zbiezno$¢ przeprowadzonych
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analiz z czgstotliwoscig wystgpowania norowirusow i ich znaczenia epidemiologicznego.
Doktorantka nie prowadzila badan przesiewowych w kierunku wystepowania norowirusow
jak rowniez nie okreSlata wskaznikéw epidemiologicznych, dlatego w mojej opinii tytut
pracy doktorskiej nie jest w peini kompatybilny z trescia.

- str 19: pojawily si¢ drobne literowki o charakterze bledéw korektorskich (powtdrzenie
wyrazow, klatce-klatkach)

- Pomimo, iz Tabela 1 stanowi odwzorowanie wynikéw prezentowanych w publikacii,
sugeruj¢ zaznaczyC réznice istotne statystycznie (mozna zastosowaé gwiazdke lub inny
kolor czcionki) dla lepszej czytelnosei.

- str. 49: sugeruje zmieni¢ ,,chorobie klinicznej” na ,.,objawom klinicznym”

- str 59: wniosek nr 1 : status oksydacyjny czy stres oksydacyjny?

Wszystkie te niedociggnigcia maja jedynie charakter porzadkowy i z pewnoscia nie
wplywaja na bardzo wysoka oceng caloksztattu rozprawy.

W zwigzku z powyzszym jednoznacznie stwierdzam, iz recenzowana przez mnie
rozprawa doktorska Pani mgr Pauliny Janickiej pt. ,.Opracowanie zestawu diagnostycznego
do detekcji norowirusow w probkach biologicznych i Srodowiskowych. Czestotliwosé
wystepowania i znaczenie epidemiologiczne norowiruséow”, odpowiada warunkom
okreslonym w art. 187 ustawy z dnia 1 lipca z 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z pdzn zm). Nalezy podkresli¢ iz w mysl ustawy praca
stanowi oryginalne rozwigzanie w zakresie zastosowania wynikéw wiasnych badan
naukowych w sferze gospodarczej, co powinno by¢ celem doktoratu wdrozeniowego, a
ktory Doktorantka bezsprzecznie osiggneta.

Dlatego przedkladam Wysokiej Radzie Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroclawiu wniosek o dopuszczenie mgr Pauliny Janickiej do dalszych
etapow postepowania doktorskiego.

Jednocze$nie, biorgc pod uwage wysokie walory naukowe i aplikacyjne uzyskanych

wynikow, wnosze o wyrdznienie pracy doktorskiej stosowng nagrodg.

/%/Mf%/& Nloatior,
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