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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Kingi Urbaniak

pt. ,,Replikacja wirusa grypy ptakdw w organizmie $wini”
wykonanej pod kierunkiem naukowym prof. dr hab. Iwony Markowskiej-Daniel
(promotor) i dr Andrzeja Kowalczyka (promotor pomocniczy) w Zakladzie
Choréb Swin Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego

Instytutu Badawczego w Putawach

Podstawe formalng wykonania recenzji stanowi pismo  Komisji
Doktorskiej Rady Naukowej z dnia 21.07.2015 r. (BRN — 410/6/15), zgodnie z
uchwatg Rady Naukowej PIWet — PIB w Putawach podje¢ta w dniu 26.09.2012 r.

Grypa jako zakazna i bardzo zarazliwa choroba ludzi i roéznych
gatunkow zwierzat stanowi ciaggle przedmiot duzego zainteresowania nauki i
praktyki lekarsko-weterynaryjnej, w tym zwlaszcza Swiatowej Organizaciji
Zdrowia (WHO) i Swiatowej Organizacji Zdrowia Zwierzat (OIE).
Zainteresowanie 1 obawy zwigzane z t3 chorobg wynikajag z corocznie
obserwowanej duzej zachorowalnos$ci 1 historycznych przekazow dotyczacych
potencjalnie wysokiej $miertelnosci — przyktad tzw. ,,grypa hiszpanka”, na ktora
w latach 1918-1919 zachorowato okoto 500 mln o0s6b (1/3 populacji), a zmarto

co najmniej 50 min.



Z uwagi na bardzo duza zmienno$¢ wirusa grypy stale pojawiajg si¢
nowe warianty antygenowe, mutanty, czy reasortanty, co wymaga ciaglej
kontroli  epidemiologiczne; 1 molekularnej, roéwniez w  kontekScie
immunoprofilaktyki swoistej. Duza napastliwo$¢ wirusa oraz migracje dzikiego
ptactwa wodnego, bedacego naturalnym jego rezerwuarem, Sprzyjaja jego
rozprzestrzenianiu na dalekie odlegtosci i rozwojowi epidemii lub pandemii.
Szczegbdlne emocje wzbudzily pandemie grypy ptasiej i tzw grypy $winskiej,
ktore na poczatku XXI wieku przybraty zasieg ogdlnoswiatowy.

Populacja $win odgrywa w epidemiologii grypy role szczegolna,
poniewaz stanowi rezerwuar, w ktorym nastepuje mieszanie szczepow ludzkich,
ptasich i1 $winskich, z duza mozliwo$cig powstawania nowych wariantow
stanowigcych potencjalne zagrozenie dla zdrowia publicznego.

Wyjatkowe wilasciwosci wirusa grypy powoduja, ze szereg zagadnien
dotyczacych  patogenezy 1 epidemiologii zakazen oraz transmisji
miedzygatunkowej jest stabo poznanych. Dlatego podjecie przez doktorantke
tematu oceny replikacji wirusa grypy ptakow w organizmie §wini nalezy uznac
za bardzo trafne i aktualne, o duzym znaczeniu przede wszystkim poznawczym,
ale rowniez aplikacyjnym.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska liczy 147 stron wydruku
komputerowego 1 ma uktad typowy dla opracowan tego typu, ktory obejmuje
Wstep, Uzasadnienie i cel pracy, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusje,
Whioski, Streszczenia w jezykach polskim i angielskim oraz PiSmiennictwo.
Wstep zostal poprzedzony wykazem uzywanych w tekscie licznych skrotow.
Dokumentacj¢ stanowi 12 tabel 1 30 rycin, ktore zostaly umiejetnie
wkomponowane w tekst rozprawy.

W obszernym, liczagcym 20 stron tekstu ,,Wstepie”, podzielonym na 5
podrozdziatéw, doktorantka scharakteryzowata typy A, B, C wirusa grypy i
wrazliwos¢ gatunkowa na zakazenie, bardzo szczegdétowo opisata budowe

wirusa typu A, rolg poszczegolnych bialek podstawowych i dodatkowych oraz
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cykl replikacyjny. Nastepnie oméwita miedzygatunkowa transmisje wirusa,
zwracajac uwage na skomplikowane, nie w pelni poznane, mechanizmy
przekraczania bariery gatunkowej i adaptacji do nowego gatunku gospodarza.
Przedstawila zmienno$¢ wirusa grypy podkreslajac znaczenie przesunigcia
antygenowego i skoku antygenowego w powstawaniu nowych wariantow,
stanowigcych zagrozenie dla czlowieka. Wstep konczy omowienie grypy $win
jako zoonozy z zaznaczeniem, ze szczepy SIV stanowig potencjalne i ciagle
zagrozenie dla czlowieka, aczkolwiek dotychczasowa liczba przypadkow
zakazen ludzi SIV w $wiecie jest niewspotmierna do zakazen szczepami
ptasimi, a zwlaszcza ludzkimi.

Cel gléwny pracy zostat sformutowany jako proba okreslenia faktycznej
roli swin w miedzygatunkowej transmisji AIV. Zdaniem recenzenta cel ten ma
wyrazne nachylenie epidemiologiczne, podczas gdy tytul rozprawy nachylenie
patogenetyczne. Pozostaje to oczywiscie kwestiga dyskusyjng, poniewaz w
dalszych pieciu celach szczegdétowych doktorantka precyzuje zakres badan,
obejmujacy ocen¢ adaptacji AIV do organizmu $wini w wyniku seryjnych
pasazy in vivo, okresleniec mozliwosci i mechanizméw transmisji AIV od $win
zakazonych eksperymentalnie do $win kontaktowych oraz oceng¢ zjawiska
reasortacji w wyniku rownoczesnego zakazenia AIV 1 SIV.

W rozdziale ,Materialty 1 metody” doktorantka bardzo szczegdtowo
opisata uzyte w badaniach szczepy wirusa grypy, zwierzeta doswiadczalne, plan
dos$wiadczen, w tym metodyke zakazen eksperymentalnych, badan klinicznych 1
anatomopatologicznych, zasady pobierania probek od zwierzat, przygotowania
szczepow 1 przeprowadzenia zakazen oraz wykonania badan wirusologicznych,
molekularnych i serologicznych. Tak szczegdtowe opisy mozna uznac za zalete
w przypadku zamiaru powtorzenia badan, ale w niektorych miejscach sg one
moze zbyt szczegdtowe.

Badania zostaly wykonane w postaci trzech doswiadczen. W pierwszym,

dotyczacym oceny adaptacji AIV do organizmu $wini, do badan uzyto 50
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warchlakéw, z ktorych po dwa zakazano donosowo kolejnymi 25 (od 0 do 24)
pasazami wirusa w hodowli MDCK. W wymazach z nosa i tkankach uktadu
oddechowego wykrywano material genetyczny wirusa testem RRT-PCR, ktory
nastepnie poddano sekwencjonowaniu i analizie. Okreslano miano wirusa
testem HA i poziom przeciwcial testem HI. W doswiadczeniu drugim,
dotyczacym okreslenia transmisji AIV od $§win zakazonych do kontaktowych
uzyto 20 warchlakéw. Swinie kontaktowe umieszczano z zakazonymi AIV,
réwniez z kolejnych pasazy (5, 10, 15 i 20) i przez 5 kolejnych dni badano
siewstwo wirusa. Badania serologiczne wykonywano testami HI i IPMA.
Doswiadczenie trzecie, dotyczace oceny reasortacji AlV i SIV, wykonano na 12
warchlakach, ktore zakazono donosowo rownoczesnie oboma wirusami.
Material genetyczny w wymazach z nosa i tkankach wykrywano testem RRT-
PCR, a pojedyncze izolaty uzyskiwano metoda tysinkowa. Po zréznicowaniu
obu wirusoOw testem RT-PCR dokonywano analizy dlugosci fragmentdéw
restrykcyjnych 1 sekwencjonowania. Badania serologiczne wykonywano
rowniez testami HI 1 IPMA. We wszystkich do$wiadczeniach prowadzono
ponadto badania kliniczne w kierunku objawow oddechowych i badania
anatomopatologiczne swin poddawanych eutanazji w kolejnych etapach badan.

Obszerny, liczacy 32 strony rozdziat ,,Wyniki”, obejmuje opisowa
prezentacje uzyskanych wynikéw badan, kolejno zgodnie z przyjetymi celami
badawczymi oraz etapami badan w kolejnych doswiadczeniach. Opis bardzo
licznych wynikéw zostat udokumentowany graficznie w 12 tabelach 1 30
rycinach, czytelnych i starannie  opracowanych, przedstawiajacych
konsekwentnie w sposob jasny i zrozumiaty rezultaty uzyskiwane w ramach
poszczegdlnych eksperymentow.

Rozdziat ,,.Dyskusja”, liczacy 27 stron, stanowi bardzo umiejetng probe
analitycznej i jednocze$nie krytycznej oceny wynikow badan wilasnych w
konteks$cie wynikow uzyskanych przez innych autoréw w trakcie wyjatkowo

licznych badan prowadzonych w innych osrodkach naukowych. W tym bardzo
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dobrze napisanym rozdziale doktorantka dowiodla gruntownej znajomosci
badanej problematyki, umiejetnosci wyboru odpowiednich pozycji z ogromnie
bogatego, swiatowego pismiennictwa z tego zakresu, jak rowniez prowadzenia
naukowej dyskusji i konfrontacji uzyskanych wynikow wlasnych z wynikami
innych badaczy.

Rozprawe konczy 8 syntetycznych wnioskéw, dowodzacych pelnego
osiggniecia zaplanowanych celéw badawczych, po ktérych zamieszczono dwa
streszczenia w jezykach polskim i angielskim oraz obszerny wykaz 203
starannie dobranych pozycji piSmiennictwa zagranicznego i krajowego.

Przeprowadzone przez doktorantke w ramach recenzowanej rozprawy
wielowatkowe, bardzo obszerne, wyjatkowo praco- 1 czasochionne badania
pozwolily na uzyskanie wielu interesujacych, wartosciowych, oryginalnych i
unikalnych wynikoéw, stanowigcych uzupeknienie dotychczasowej wiedzy
dotyczacej patogenezy i epidemiologii zakazen AIV w organizmie $wini.
Wyniki te sg cenne zwlaszcza pod wzgledem poznawczym, ale moga rowniez
znalez¢ zastosowanie praktyczne. Badania potwierdzity mozliwos¢ replikacji
AlIV w drogach oddechowych $win, aczkolwiek zakazenie, poza krotkotrwalg
goraczka, przebiega zwykle subklinicznie, co sprzyja rozprzestrzenianiu si¢
wirusa. Podkreslenia wymaga wykazanie, ze adaptacja szczepow ptasich do
organizmu $wini jest procesem ztozonym i dhlugotrwatym, wymagajacym
kilkunastu pasazy oraz jednoczesnego wystgpienia pewnych mutacji
zmieniajacych sekwencje aminokwasow w HA. Cennym rezultatem badan jest
roOwniez okreslenie, jakie zmiany genomowe majg, a jakie nie majg wptywu na
adaptacje i transmisje szczepOw ptasich w populacji $win, co stanowi pewnego
rodzaju barier¢ gatunkowg. Potwierdzono 1 okreslono takze warunki
zachodzenia procesu reasortacji gendw u szczepoéw AIV 1 SIV, podkreslono jego
znaczenie w powstawaniu nowych szczepdw wirusa, z zaznaczeniem, ze wiele
elementow tego procesu pozostaje dalej niejasnych. Waznym praktycznym dla

badan monitoringowych rezultatem badan bylo wykazanie wickszej
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przydatnosci testu IPMA w stosunku do testu HI w ocenie serokonwersji przy
zakazeniach szczepami AIV.

Rozprawa zawiera szereg elementéw nowatorskich, wnoszacych nowa
jakos$¢ do nauki 1 praktyki lekarsko-weterynaryjnej, zwlaszcza w zakresie badan
laboratoryjnych, =zostata wykonana bardzo poprawnie metodycznie, z
zastosowaniem kompletu zaré6wno tradycyjnych metod wirusologicznych i
serologicznych, jak i najnowszych metod molekularnych, a uzyskane wyniki
poszerzaja wiedze¢ na temat zakazen AIV u $win i1 usprawniajg diagnostyke
laboratoryjng w tym obszarze badawczym.

Szczegdlowa analiza rozprawy ujawnita jednak pewne usterki lub
niedociggnigcia, niektore o charakterze dyskusyjnym, na ktore z obowigzku
wnikliwego recenzenta zmuszony jestem zwrdci¢ uwage:

» W przypadku wyjasnienia stosowanych skrotow w wykazie nie ma
potrzeby ich ponownego wyjasniania w tekscie pracy.

» W rozdziale ,,Materialy i metody” nalezalo:

o zamiast obr./min. zastosowaé oznaczenie x g;

o zastosowac skroty np. godz., min., s zamiast petnych nazw;

o Ujednolici¢ stosowanie lub nie stowa ,,temperatura”;

o przechowywanie materiatu w temp. -20+£7°C wydaje si¢ zbyt
duzym zakresem (14-27°C).

» W przypadku opisu zmian w phucach i uzycia okreslen np. ,,zmiany
niewielkie” lub ,zmiany duze 1 wyraznie widoczne” mozna bylo
zastosowaé system punktowy np. Goodwina i Whittlestone'a (1973),
stosowany przy mykoplazmowym zapaleniu pluc $win, woéowczas
porownanie zmian bytoby bardziej czytelne.

» Wyniki badan serologicznych podano jedynie opisowo, a mozna je byto

przedstawi¢ w formie tabel lub rycin.



» W streszczeniach nalezalo zaznaczy¢, ze u zakazonych $§win nie
stwierdzono objawow klinicznych grypy, z wyjatkiem podwyzszenia
Wwewnetrznej cieptoty ciata.

» W przypadku podawania w tekScie nazwisk autorow cytowanych
publikacji numeracja pozycji piSmiennictwa jest niepotrzebna.

» Przypominam, ze w przypadku cytowania pracy dwéch autoréw podaje
si¢ oba nazwiska, natomiast przy wickszej liczbie autoréw nazwisko
pierwszego autora z dopiskiem ,,i wsp.”.

» Sugeruj¢ zmiang niektorych okreslen:

o ,lnfekcja”, ,,zainfekowane” na ,,zakazenie”, ,,zakazone”;
o ,ko-infekcja” na ,,zakazenie mieszane lub rownoczesne”;

o ,,szczep o podtypie HIN1” na ,;szczep podtypu HIN1”,

Przedstawione uwagi krytyczne, majace generalnie charakter
porzadkowy, uzupelniajacy lub wrecz polemiczny nie umniejszajg wartosci
recenzowanej rozprawy 1 nie majag wptywu na jej jednoznacznie pozytywng i
bardzo wysoka ocene.

We wniosku koncowym stwierdzam, ze rozprawa doktorska pt.
,Replikacja wirusa grypy ptakow w organizmie $wini” w petni odpowiada
warunkom okre§lonym w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. 0
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. 2003 Nr 65 poz. 595 z pozn. zm.), dlatego przedktadam wysokie;j
Radzie Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego
Instytutu Badawczego w Putawach wniosek o dopuszczenie mgr Kingi Urbaniak
do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednocze$nie, z uwagi na
wyjatkowa warto§¢ poznawczg wykonanych perfekcyjnie praco- i
czasochlonnych badan, poprawiajaca znajomos$¢ patogenezy i epidemiologii

grypy S$win, jak rowniez wartos¢ aplikacyjng zastosowanych metod



laboratoryjnych usprawniajacych diagnostyke zakazen wirusem grypy,

wnioskuj¢ 0 wyréznienie niniejszej rozprawy stosowna nagroda.




