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Recenzja rozprawy doktorskiej magister Edyty Swigton ,,Ocena zmiennosci genetycznej oraz
patogennosci wirusa grypy ptakow podtypu HON2 u wybranych gatunkow drobiu”
wykonanej pod kierunkiem dr hab. Krzysztofa Smietanki prof. nadzw. oraz dr Joanny
Sajewicz-Krukowskie;.

Podstawe formalna recenzji stanowi pismo z dnia 20.08.2018 roku, zgodne z uchwatg Rady
Naukowej Pafistwowego Instytutu Weterynaryjnego-Panstwowego Instytutu Badawczego w

Putawach podjetej w dniu 15.04.2015r.

Grypa ptakéw (Avian Influenza - Al) jest wirusowg chorobg stanowigcg jeden z
najistotniejszych probleméw w produkcji drobiu. Ponadto ze wzgledu na potencjal
zoonotyczny po$wigca sie jej szczegblna uwagg. Choroba u ptakow wystgpuje w efekcie
zakazenia wirusami grypy typu A, wystepujacymi w licznych odmianach antygenowych i
charakteryzujacych sie duza zmiennoscig genetyczng i fenotypowa.

Podzial na podtypy uwzglednia budowe antygenowa dwoch biatek powierzchniowych,
odgrywajacych gtéwna role¢ w patogenezie: hemaglutyniny (H) i neuraminidazy (N). Do



chwili obecnej stwierdzono wystepowanie 16 podtypow H (H1 — H16) 1 9 podtypow N (N1-
NO), ktore moga tworzy¢ rézne kombinacje.

Wysoce zjadliwa grypa ptakow (Highly Pathogenic Avian Influenza - HPAI),
wywolywana przez podtypy H5 i H7 jest monitorowana i zwalczana z urzedu, stad w
literaturze $wiatowej znajdujemy wiele prac dotyczacych charakterystyki tych izolatow.

Zakazenia drobiu wirusami podtypow innych niz H5/H7 nie podlegaja obowigzkowi
zglaszania ani zwalczania, dlatego dane na temat wystgpowania niskopatogennej grypy
ptakow (Low Pathogenic Avian Influenza — LPAI) oraz charakterystyki izolatow sa skape.

Podjecie przez mgr Edyte Swicton badan dotyczacych charakterystyki izolatow
wirusow grypy innych niz szczepy o wysokiej patogennosci jest niezwykle istotne ze
wzgledow poznawczych 1 aplikacyjnych. Magister Edyta Swicton podjela wieloetapowe
badania, majace na celu migdzy innymi analize filogenetyczna szczepow wirusa grypy
ptakéw podtypu HIN2 wywodzacych si¢ od drobiu z Europy, charakterystyke izolatow -
okreslenia markeréw zjadliwosci, adaptacji i potencjalu zoonotycznego oraz oceng
patogennosci krajowego izolatu dla indykow, przepiorek i kaczek wraz z oceng zmiennosci
genetycznej w przebiegu zakazenia. Ponadto Doktorantka oceniala potencjat zoonotyczny na
modelu mvsim i zmianv w genomie wirusa poprzez wielokrotne pasaze wirusa przez kury
SPF.

Manuskrypt ocenianej rozprawy ma struktur¢ i uklad typowy dla prac doktorskich 1
liczy 150 stron wydruku komputerowego. Obszerna dokumentacj¢ dysertacji stanowi 30 tabel
i 25 rycin umiejetnie wkomponowanych w tekst rozprawy oraz 4 tabele dotyczace wariantow
wirusa zalgczone do dysertac;ji.

,»Wstep” obejmujacy 33 strony sklada si¢ z 8 podrozdzialow i zawiera informacje
dotyczace budowy, cyklu replikacji i zmiennosci wirusa grypy typu A, patobiologii i
epidemiologii, zakazen wirusem grypy ptakow u ludzi, diagnostyki i zwalczania grypy
ptakéw. Wstep pracy napisany jest przejrzyscie i stanowi spdjne opracowanie wprowadzajace
czytelnika w temat badan, dowodzi bardzo dobrej znajomosci przez Doktorantkg omawianej
tematyki oraz krajowego i zagranicznego pismiennictwa z tego zakresu.

Celem pracy mgr Edyty Swigton bylo:

- okreslenie pochodzenia i powigzan filogenetycznych szczepow wirusa grypy ptakow
podtypu HON2 wywodzacych si¢ od drobiu w Europie

- okreslenie markerow zjadliwosci, adaptacji i potencjalu zoonotycznego szczepow AIV
HON2

- ocena patogennosci krajowego izolatu AIV HIN2 dla indykoéw, przepiorek i kaczek



- ocena potencjatu zoonotycznego izolatow ATV HIN2 na modelu mysim

- ocena zmiennosci genetycznej wirusa w przebiegu zakazenia u indykow, przepiorek i
kaczek

- ocena zmian w genomie wirusa w wyniku pasazy przez organizm kur SPF

Cele pracy zostaly sformulowane jasno, precyzyjne a ich rozwigzanie bedzie miato duze

znaczenie poznawcze i aplikacyjne.

Rozdzial , Materialy i metody”, sklada si¢ z 5 podrozdzialdw obejmujgcych tematy
takie jak analiza filogenetyczna i molekularna izolatéw wirusa HON2, ocena patogennosci
wirusa dla indykow, przepiorek i kaczek, ocena mutacji W genomie wirusa w przebiegu
eksperymentalnych pasazy przez organizm kur SPF czy ocena patogennosci dla myszy.

W celu oceny zmiennosci genetycznej oraz patogenno$ci wirusa grypy ptakow
podtypu H9N2, Doktorantka uzyla réznorodnych i nowoczesnych technik badawczych takich
jak: RT-PCR, glebokie sekwencjonowanie oraz analiza bioinformatyczna, a takze wykonata

cze$¢ eksperymentalng na zwierzgtach, wykazujac si¢ znakomitym warsztatem badawczym.

Rozdzial ,Wyniki” jest najobszerniejszym rozdziatem, obejmujacym 39 stron i
podzielony jest na 8 podrozdzialow opisujacych wyniki badan analizy filogenetycznej 1
molekularnej terenowych szczepow wirusa grypy HON2, patogennos¢, pordwnanie poziomu
siewstwa i zmienno$¢ genetyczng wirusa w przebiegu zakazenia u indykow, przepidrek 1

kaczek, pasaze wirusa przez organizm kur SPF i jego patogennos¢ dla myszy.

Doktorantka bardzo wnikliwie przeprowadzita zaplanowane badania. Efektem analizy
genetycznej w oparciu o sekwencje genomu izolatow bylo stwierdzenie, iz réznig si¢ one od
szczepoéw pochodzacych z Azji i Afryki, a sa zblizone do szczepow europejskich, stad to
najprawdopodobniej populacja europejskich ptakow dzikich byla zrodlem zakazenia stad
indykow w Polsce. Analiza molekularna wykazata zmiany w genomie badanych wiruséw, a w
genie jednego z izolatow wykryto mutacje-marker zjadliwosci dla ssakow. W badaniach na
myszach nie stwierdzono jednak roznic w patogennosci szczepu z mutacjg w genie PA w
stosunku do szczepu bez mutacji, co swiadczy o niskim potencjale zoonotycznym badanych
wiruséw. Badania dotyczace oceny patogennosci wykazaly niska, lecz zroznicowana
zjadliwos¢ podtypu HIN2, ktéra byla najwyzsza u indykéw a najnizsza u kaczek. Na
podstawie badan Doktorantki ocenia¢ mozna, iz po zakazeniu izolatem wirusa grypy ptakow

podtypem H9N2 najdtuzsze i najintensywniejsze siewstwo oraz objawy kliniczne i
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¢miertelnos¢ w grupie doswiadczalnei obserwowano u indvkow. U ptakow grzebiacvch
odnotowano wyrazny tropizm wirusa do ukladu oddechowego, natomiast u kaczek
obserwowano wvdalanie wirusa gldownie z kalem. Badania potwierdzily takze. iz ewolucia
wirusow Al u drobiu grzebigcego jest szybsza niz u kaczek. Proces adaptacji wirusa grypy do

nowego gatunku prowadzono na kurach SPF. Wvkazano szereg mutacji, w tym w miejscu

cigcia hemaglutyniny. Podczas 10 pasazy utrwalito si¢ 8 mutacji, z czego 4 byly obecne jako
warianty mniejszosciowe, a pozostale pojawily si¢ podczas pasazowania. Potwierdza to
zdolno$¢ wirusow HIN2 do szybkich mutacji zachodzacych podczas zakazania kolejnych
ptakow. W przypadku korzystnego charakteru, mutacja utrwala sig.

Przedstawione na 21 stronach pracy doktorskiej ,,Omowienie i dyskusja” jest wnikliwa
analizag uzyskanych wynikow badan w odniesieniu do danych zawartych w dostgpnym
pismiennictwie i $wiadczy o duzej wiedzy i znajomosci literatury z przedstawionego tematu.
Podkresli¢ nalezy aktualno$¢ dobranego pismiennictwa, ktdrego czes$¢ pochodzi z biezacego,
2018 roku. Mimo iz podtyp HIN2 wystepuje powszechnie w populacji drobiu, danych
dotyczacych analizy sekwencji wirusa i potencjalnych mozliwosci adaptacji do ro6znych
gatunkow ptakow i zwigkszania zjadliwosci jest nadal niewiele.

Zdaniem recenzenta, bardzo dobrym dopelnieniem dyskusji byloby uwzglednienie pracy
Wang i wsp. ,.Characterization of avian infuenza H9N2 viruses isolated from ostriches
(Struthio camelus)” opublikowanej w lutym 2018r. w Nature - Scientific Reports, gdyz
opisane szczepy HIN2 wyizolowane od strusi w latach 2013-2014, w przeciwienstwie do
izolatow polskich, posiadaly zdolno$¢ wiazania do a2, 6 glikanéw, wykazujgc tym samym
mozliwos$¢é przylgczania do receptorow ludzkich.

Zakazenie myszy jednym ze szczepéw wykazalo spadek masy ciala i zmniejszenie
aktywnosci myszy, co potwierdza potencjalne zagrozenie podtypem HON2 dla ssakow.
Przedstawione wyniki badan Wang i wsp. (2018) podkreslaja stusznos¢ i aktualno$¢ badan
Doktorantki w aspekcie mozliwosci transmisji wirusa HON2 z ptakéw na ludzi. Zakladam, iz
nieuwzglednienie w dyskusji wspomnianej powyzej pozycji wynika z faktu, iz ukazata si¢ ona
po napisaniu dysertacji, sugeruj¢ wigc uwzglednienie tej pracy w przypadku

przygotowywania kolejnych publikacji.

Stwierdzam, iz zaprezentowane wnioski zostaly wyciggni¢te w sposob adekwatny do
uzyskanych wynikow badan.
Mimo braku odniesienia do wynikow badan Wang 1 wsp., bogaty wykaz

piSmiennictwa krajowego i zagranicznego liczacy 220 pozycji $wiadczy o zdolnosci
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Doktorantki do wyboru prac odpowiednich do analizy uzyskanych wynikéw i dyskusji w
ramach tematyki, bedacej przedmiotem badan. Zamieszczone w ostatniej czgsci pracy
syntetyczne streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz zalaczniki w postaci tabel sg

bardzo dobrym uzupelnieniem pracy.

W mojej ocenie rozprawa mgr Edyty Swicton stanowi wartosciowe opracowanie
naukowe dotyczace aktualnego problemu badawczego, a zastosowanie réznorodnych metod
badawczych $wiadczy o doglebnej analizie podjgtego tematu. Praca bez watpienia zawiera
elementy innowacyjne i odpowiada wymogom naukowym i formalnym stawianym
rozprawom doktorskim. Biorac pod uwage istotnos¢ grypy ptakéw zaréwno w aspekcie
produkeji drobiarskiej jak i zdrowia ludzi, prace nalezy zaliczy¢ do prac o duzej wartosci
poznawczej.

7 obowiazku recenzenta pragng jednakze zwrocic uwage na nastgpujace

niedociggniecia:

1) Uwazam, iz obszernie opisane czynniki zjadliwosci (hemaglutynina, neuraminidaza,
NS1, kompleks polimerazy, M2) powinny znalez¢ si¢ w podrozdziale 1.1 dotyczacym
budowy wirusa, nie w podrozdziale 1.4. o patobiologii zakazen wirusem grypy.

2) Sugeruj¢ aby w podrozdziale 1.3 ,,Wstepu” umiesci¢ krotki opis techniki glgbokiego
sekwencjonowania. Informacja, iz w technice glebokiego sekwencjonowania ta sama
pozycja genomu jest sekwencjonowana kilkanascie tysigcy razy i dzigki temu mozliwe
jest wykrycie w probce wariantdow — w tym przypadku wirusa grypy znalazla sig W
pracy, natomiast nie we ,,Wstepie”, a w rozdziale ,,Oméwienie wynikow i dyskusja”.

3) W podrozdziale 3.2 nalezaloby doprecyzowa¢ ,,przebadanie indykow wedtug procedur
ZCHD” w kierunku szeregu patogenoéw — czy ograniczono si¢ do badan RT- PCR, czy
wykonano rowniez test ELISA jak w przypadku grypy?

4) lle ptakow doswiadczalnych zakupiono? skad réznica w liczbie przepiorek
..kontaktowych™ w poréwnaniu z pozostatymi gatunkami?

5) Nalezatoby doprecyzowaé takze opis zakazenia - czy ptaki, ktore zostaly zakazone
dospojéwkowo i donosowo, otrzymaty po 0,1ml izolatu do worka spojowkowego i do
nosa, czy 0,Iml byla to catkowita ilos¢, ktora podano zwierzeciu (podobnego
doprecyzowania wymaga opis zakazenia kur SPF w podrozdziale 3.4)

6) Jaki byl sposdb eutanazji indykow, przepiorek i kur?



7) Jakie byly dalsze losy zakazonych kur SPF po pobraniu wymazow (3 dzien po
zakazeniu)? Czy byly utrzymywane i obserwowano przebieg zakazenia, czy ptaki
usmiercano?

8) W rozdziale 4.1 czytelniejsze byloby oznaczanie na drzewach filogenetycznych
izolatéw polskich w ten sam sposob — w tym przypadku czerwonym kolorem jak na
Ryc. 6. Na rycinach 7 i 8 s3 one pogrubione, gdy tymczasem na wczesniejszej rycinie
pogrubieniem oznaczono izolaty niemieckie.

9) Czy w przypadku padiego w grupie doswiadczalnej indyka wykonano dodatkowe
badania mikrobiologiczne lub histopatologiczne celem wykluczenia innych przyczyn
$mierci ptaka, anizeli zakazenie wirusem grypy?

10)Dodatkowo w pracy, glownie w rozdziatach ,,Wstep” i ,,Oméwienie wynikow i
dyskusja” znalazlo si¢ kilka zdan wymagajacych przeredagowania — skladnia
wskazuje na bezposrednie przetozenie z jezyka angielskiego ( str. 24, 25, 27, 28, 29,
98,101, 110)

11)Ponadto stwierdzono kilka niefortunnych sformutowan np. ,,zarodki padie”, zamiast
,zamarle zarodki” (str. 31) .prazki DNA” zamiast ,.produkty reakcji PCR”(str. 47),
..przynosi korzy$¢ dla wirusa” zamiast ,jest korzystne™ (str. 98).

12)Nazwa bakterii E. coli powinna by¢ napisana kursywa (str. 102-104).

13) Dodatkowo pojawity si¢ nieliczne bledy literowe oraz niepelne dane bibliograficzne

jednej z pozycji pismiennictwa (pozycja 79).

Mimo wspominanych drobnych niedociagni¢¢ uwazam, iz badania mgr Edyty Swieton
wnosza istotny wklad zarowno w zakresie epidemiologii grypy ptakow, jak i ewolucji
molekularnej oraz zmian adaptacyjnych wirusa. Sg to jedne z pierwszych badan analizujgcych
izolaty ATV HIN2 zaréwno pod katem filogenetycznym, adaptacyjnym jak i zoonotycznym.
Poza oczywistym duzym aspektem poznawczym, nalezy podkresli¢ charakter aplikacyjny
badan — ocena zjadliwosci wiruséw po pasazach moze by¢ pomocna w ustalaniu nowych
wytycznych zabezpieczania stad drobiu przed zachorowaniem. Wyniki badan mgr Swieton
rzucaja wiec $wiatlo nie tylko na zagrozenia zwiazane z zakazeniami wirusem grypy stad
drobiu, ale réwniez sa zrodlem informacji w aspekcie zdrowia publicznego.

Cze$¢ wynikow rozprawy doktorskiej, mgr Edyta Swieton zawarla w pracy .,Genetic
characterization of HON2 avian influenza viruses isolated from poultry in Poland during

2013/2014” opublikowanej w 2018 roku na tamach czasopisma Virus Genes (IF 1.5).



Doktorantka jest réwniez wspotautorka kilku prac z zakresu grypy ptakéw — zaréwno
dotyczacych wystgpowania zakazen jak i analiz molekularnych.

Reasumujac, aktualnosé poruszonego problemu badawczego, jego innowacyjnosc,
nowoczesny i rzetelny warsztat badawczy, rzetelnos¢ przy opracowywaniu wynikéw badan
oraz przeprowadzona z duzym znawstwem dyskusja i wyciagnigcie wlasciwych, adekwatnych
do uzyskanych wynikéw wnioskow, sprawiajg iz zaprezentowana dysertacja nalezy do prac
wyrdzniajacych sig.

Z wielka przyjemnoscig stwierdzam ze prezentowana dysertacja pt.: ,.Ocena
zmienno$ci genetycznej oraz patogennosci wirusa grypy ptakéw podtypu HON2 u wybranych
gatunk6w drobiu” odpowiada wymogom okreslonym w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki.
Przedkladam Radzie Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego-Panstwowego
Instytutu Badawczego w Putawach wniosek o dopuszczenie mgr Edyty Swieton do dalszych

etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie wnosz¢ o wyrdznienie pracy stosowng nagroda.

Dr hab. Andrzej Gawel prof. nadzw
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