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Oceny dokonano na zlecenie Rady Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego
— Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach zgodnie z jej uchwata z dnia 27 04 2016
roku, na podstawie materiatow przekazanych przez Pana prof. dr. hab. Dariusza Bednarka
przewodniczacego Komisji Doktorskiej (Nr pisma BRN-410/3/20).

Wstep

Z perspektywy ponad 40 lat zajmowania si¢ immunoprofilaktyka choréb drobiu moge
stwierdzi¢, ze w ostatnich 10 latach najwiecej probleméw w Kkrajowej praktyce
awiopatologicznej sprawia podj¢cie racjonalnej decyzji o programie szczepien przeciwko
zakaznemu zapaleniu oskrzeli, zar6wno w stadach brojleréw kurzych, jak 1 stadach
dhugozyjacych kur (stada rodzicielskie kur i nioski jaj konsumpcyjnych).

Wykazane w badaniach Zaktadu Choréb Drobiu Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego w Putawach, znaczne rozprzestrzenienie u kur w kraju, zakazen wirusem
zakaznego zapalenia oskrzeli (IBV), sktonito naukowcow tej placowki do podjecia prob nad
uzyskaniem krajowych szczepionek przeciwko IBV. Doktorantka wspomina o tym we wstepie,
ale z pewnoscig warto podkresli¢, ze bylo to przedmiotem licznych publikacji Zespotu i
tematem pracy doktorskiej Pani Doktor Ewy Karpinskiej (Karpinska E., Karczewski W.:
Optymalne warunki namnazania szczepéow H-120 i H-20 wirusa IB. Biul. VI Zjazdu PTNW,
Wroctaw, 627, 1978, Karpinska E., Karczewski W.: Proby uzyskania i konserwacji surowicy
diagnostycznej przeciwko zakaznemu zapaleniu oskrzeli kur do odczynu precypitacji w Zelu
agarowym. Medycyna Wet. 32, 27, 1976, Karpinska E., Zadura J., Roszkowski J.: Badania nad
patogennoscig i immunogennosciq szczepu H-52 wirusa 1B dla 3-tygodniowych kurczqt. Biul.
VI Zjazdu PTNW, Wroctaw, 628, 1978). W tych badaniach okreslono optymalne warunki



namnazania szczepow szczepionkowych (H-52 i H-120), przeprowadzono cykl badan nad ich
nieszkodliwos$cig i skutecznoscia, wreszcie opracowano metod¢ produkeji i kontroli zywych
szczepionek Iboral | i Iboral 1l (Producent Biowet Pulawy) oraz wytyczne do szczepien
profilaktycznych przeciwko IB w kraju. Za opracowanie dokumentacji tych szczepionek
Zespol Instytutu otrzymal 2 nagrody I Stopnia Ministerstwa Rolnictwa i Gospodarki
Zywnosciowej W roku 1984 i 1985. Niestety preparaty te opracowane w ramach produkcji
antyimportowej, szybko zniknety z rynku i nie sg stosowane. W latach nastepnych, w
zalezno$ci od narastajgcego zagrozenia, programy szczepien przeciwko IB ulegaty ewolucji,
cho¢ jeszcze okoto 15 lat temu (co wydaje si¢ z dzisiejszej perspektywy trudne do zrozumienia)
liczba Zaktadow Woylegu Drobiu szczepigcych piskleta byla stosunkowo niska. Jak
wspomniano wczesniej, poczatkowo dla kurczat dostgpne byly, szczepionki zawierajace
atenuowany szczep Massachusetts wirusa IB (H-120 i H-52). Nastepnie zarejestrowano wariant
793 B (szczep 4/91). Po stwierdzeniu w kraju wariantu chinskiego w 2006 roku (Domanska -
Blicharz i wsp., 2006) na rynku pojawita si¢ szczepionka zawierajaca ten wariant. W roku 2016
oferta zywych szczepionek wariantowych poszerzyta si¢ o bliskowschodni wariant Var2 1BV,
co juz wtedy wydawato si¢ specjalistom nie do konca stusznym rozwigzaniem (Lisowska A.,
Domanska-Blicharz K.: Pierwsze w Polsce przypadki bliskowschodniego wariantu Var2 wirusa
zakaznego zapalenia oskrzeli kur. Zdrowie Suplement Polskie Drobiarstwo, 2016).

W praktyce liczba mozliwych polgczen poszczegdlnych preparatow stosowanych w
immunoprofilaktyce IB jest niezwykle szeroka. Brak jest doktadnych badan nad procentowym
udziatem poszczegbdlnych programow szczepien, ale wedtug obserwacji recenzenta, w praktyce
jest ich co najmniej kilkanascie. Wprowadzenie okre§lonego programu najczesciej opiera si¢
na intuicji lekarza i sugestiach przedstawicieli firm szczepionkowych. Jak si¢ wydaje
standardem jest szczepienie pisklat brojlerowskich w ZWD (z reguty Mass, do$¢ czgsto 793B,
niekiedy QX). Nastepnie stada sa szczepione réznymi szczepionkami, z reguty zawierajacymi
Szczepy wariantowe, czgsto w wodzie do picia, cho¢ droga inhalacyjna jest coraz czgsciej
preferowana. Niestety poza bardzo nielicznymi wyjatkami w krajowej praktyce
awiopatologicznej nie jest prowadzona ocena skutecznosci programow immunoprofilaktyki IB
w stadach kurczat brojlerow. Jest natomiast, coraz szerzej oceniania czgsto$¢ wystepowania
wariantow tego zarazka w ramach molekularnych przegladow epidemiologicznych
prowadzonych przez Panstwowy Instytut Weterynaryjny — PIB i koncerny farmaceutyczne w
ramach serwisu dla klientow stosujgcych szczepionki danej firmy. Nie ma ujednoliconej
metodologii badan, stad wynikaja rdznice w prezentowanych przez ich wykonawcow

wynikach.



Bez watpienia zakazenia wariantem Var2 wirusa zakaznego zapalenia oskrzeli byty i sg bardzo
waznym problemem zdrowotnym, dla intensywnej produkcji drobiarskiej, stad wazno$é¢

podjetych przez Panig Magister badan.

Ocena pracy doktorskiej

Przedstawiona do oceny praca doktorska ,,Charakterystyka molekularna i ocena
patogennosci szczepdw Var2 wirusa zakaznego zapalenia oskrzeli kur” zostala wykonana w
Zaktadzie Chorob Drobiu Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu
Badawczego w Putawach pod kierunkiem dr hab. Katarzyny Domanskiej Blicharz, prof. nadzw.
Instytutu. Odnotowa¢ nalezy, ze o poziom merytoryczny rozprawy dbala takze dr Katarzyna
Podgorska — promotor pomocniczy.

Dysertacja posiada uktad typowy dla opracowan na stopien naukowy i zawarta jest na
119 stronach uwzgledniajacych 14 tabel, 25 rycin (w tym kolorowe fotografie kliniczne i
opisujgcych zmiany mikroskopowe) oraz podzielona jest na nast¢pujace rozdziaty: wstep, cel,
material i metody, wyniki, oméwienie wynikow i dyskusja, wnioski, streszczenie, summary
oraz piSmiennictwo.

Szata edytorska ocenianej rozprawy jest staranna i estetyczna, zawiera ona dobrej
jakosci oryginalne fotografie zarowno makro jak 1 mikroskopowe. Ogdlne wrazenie z lektury
dysertacji jest, pozytywne i mozna stwierdzi¢, ze recenzowana praca doktorska Pani mgr Anny
Lisowskiej napisana jest poprawnym jezykiem, spetnia wymogi merytoryczne i formalne
stawiane opracowaniom na stopien naukowy doktora. Bardzo bogate i prawidtowo uzywane w
tek$cie opracowania nazewnictwo fachowe $wiadczy 0 dobrym przygotowaniu merytorycznym
Doktorantki. Dotyczy to szczegdlnie czgéci poswieconej badaniom eksperymentalnym na
ptakach i analizie uzyskanych wynikow badan molekularnych. Na korzys¢ Doktorantki
przemawia i to, ze stara si¢ przyblizy¢ zrozumienie wykonywanych badan opisujac krotko 1
przystepnie zasady stosowanych metodyk.

Cytowane w pracy doktorskiej, wydawaloby si¢ bardzo obszerne, pismiennictwo
zamykajace si¢ liczbg 156 publikacji jest w istocie wyborem wyselekcjonowanych pozycji
literaturowych poswieconych IBV. Dobor piSmiennictwa wskazuje na dojrzatos¢ naukowa i
umiejetnos¢ wyboru bardzo bogatej w zakresie zakaznego zapalenia oskrzeli literatury
zrodtowej. Podkresli¢ nalezy, ze Autorka wyselekcjonowata pozycje piSmiennictwa krajowego
wybierajac 8 Jej zdaniem, najbardziej reprezentatywnych prac. W tej liczbie wszystkie
najwazniejsze prace z tego zakresu wykonane zostaly przez Zespot pod kierunkiem Pani
Profesor Domanskiej Blicharz w latach w latach 2006 -20109.



Opiniowang prace doktorskg rozpoczyna wstep, obejmujacy 17 stron, wprowadzajacy
czytelnika w problematyke zwigzang z przebiegiem zakazenia wirusem zakaznego zapalenia
oskrzeli. Doktorantka w 10 podrozdziatach omawia w syntetycznej formie cato$¢ problematyki
poczynajagc od historii choroby poprzez jej epidemiologi¢ i zwalczanie. W pierwszym
podrozdziale wstepu Pani Magister przedstawia ogdlne dane na temat historii tej jednostki. Jak
pisze, cytujac de Wita i wsp. (2011) ,,Aktualnie w literaturze swiatowej opisano ponad 50
antygenowych lub genetycznych wariantow IBV . To wazne stwierdzenie w aspekcie badan
planowanych do wykonania i problemoéw jakie sprawia ten ,,wirusowy kameleon”. Przez lata
koronawirus zakaznego zapalenia oskrzeli byt referencyjnym wzorcem rodziny Coronaviridae,
ale od kilkunastu miesiecy systematyka tych zarazkéw bardzo si¢ zmienita, co Autorka
szczegbtowo omodwita. Zamieszczony na rycinie 1 ,,zrzut z ekranu” obrazujacy pozycje
taksonomiczng IBV jest malo czytelny i1 z pewno$cig lepszym z rozwigzaniem byloby
umieszczenie tych informacji w tabeli. W podrozdziale 3, stosunkowo rozbudowanym
,Doktorantka omawia budowe¢ wirusa zakaznego =zapalenia oskrzeli, przytaczajac
encyklopedyczne dane na temat struktury genomu i biatek wirusowych, oraz cyklu
replikacyjnego. Autorka wyjasnia na zakonczenie tego podrozdzialu jakie sa mechanizmy
duzej zmienno$ci genetycznej wirusa. Zasadnicze znaczenie majga tu mutacje (substytucja
insercja, delecja) w obrebie genu kodujacego glikoproteine S.

Za najbardziej ciekawy rozdzial wstepu mozna uzna¢ fragment w ktorym autorka
przedstawia patogeneze zakazen IBV (1.4.). W rozdziale tym Doktorantka bardzo szczegotowo
omawia wrazliwo$¢ gatunkowa (kury, bazanty, pawie) na zakazenie wirusem IB. Porusza
réwniez, miedzy innymi, istotny w praktyce problem mozliwosci pionowego przekazywania
infekcji. Waznym wskazaniem praktycznym jest rowniez podkreslenie, ze miejscem
utrzymywania si¢ wirusa sg nerki co moze mie¢ znaczenie przy pobieraniu probek do badan
diagnostycznych. Autorka szczegdétowo omowila roéwniez mechanizmy odpornosci
indukowane przez wirus IB. Szczegdlnie uwzgledniajac kinetyke cytokin 1 wplyw zakazen
wirusowych na ksztalttowanie si¢ immunokompetentnych limfocytow T. Jak podkresla
Doktorantka istotng role¢ w przebiegu zakazenia tym koronawirusem odgrywa
odporno$¢ humoralna. Obecno$¢ specyficznych przeciwciat wykorzystuje sie szeroko w
praktycznej diagnostyce zakazen IBV. W kolejnym rozdziale Doktorantka bardzo krotko
opisuje objawy kliniczne (rozdziat 1.6.), by nastgpnie przejs¢ do opisu zmian makroskopowych
i mikroskopowych przebiegu zakazenia wirusem IB. W rozdziale 1.7. Pani Magister podaje
zarys zwalczania i zapobiegania zakazeniom wywolanym przez ten grozny patogen. Jest bardzo

stuszne Jej ogodlne stwierdzenie, ze szczepienia i bioasekuracja stanowig podstawowe narzedzia
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kontroli zakazen wirusem IB. Za istotne nalezy uzna¢ podkreslenie, rzadziej podnoszonego
watku, iz stosowanie szczepien obok niezaprzeczalnych zalet sprzyja niestety szybszej ewolucji
wirusa i dodatkowo utrudnia prawidtowa diagnostyke tej choroby. Za ciekawy fragment tego
rozdzialu mozna uzna¢ rzadziej przedstawiany w opracowaniach historyczny fakt, o ktérym
recenzent wspomniat we wstepie, ze w roku 1985 wprowadzono pierwsze szczepionki krajowe;j
produkcji (Iboral 1 i Iboral 2), ktére jednak nie odniosty sukcesu marketingowego. Zmieniajaca
si¢ sytuacja w zakresie nowych szczepow wirusa wymuszala potrzebe rozszerzenia protekcji
poprzez wprowadzanie preparatow zawierajacych pojawiajace si¢ warianty wirusa IB. W maju
2016 roku dopuszczono w Polsce szczepionke zawierajacg wirus IB typu Var2, co jak
podniesiono wczesniej, byto sprawa dyskusyjng i1 miato swoje pozytywne i negatywne
nastepstwa. W rozdziale 1.8. Doktorantka krétko opisata metody stosowane w diagnostyce
laboratoryjnej zakazen wirusem IB, zwlaszcza aktualnie wprowadzone metody molekularne
wykrywania materialu genetycznego wirusa, podkreslajac, ze do pelnego 1 prawidtowego
rozpoznania choroby wymagane jest przeprowadzenie badan wirusologicznych oraz
serologicznych. Konczac ciekawy i akademicko poprawny wstep autorka bardzo umiejgtnie
przedstawila zawito$ci aktualnej klasyfikacji wirusa zakaznego zapalenia oskrzeli.
Obserwowany w ostatnich latach lawinowy przyrost informacji na temat budowy genetycznej
1zolatow tego zarazka powoduje ogromny chaos nomenklaturowy. Jest oczywiste, ze w tym
zakresie konieczne sg dalsze badania, ktore by¢ moze uporzadkuja nasza wiedze¢ w tym
zakresie, cho¢ nie nastapi to z pewnoscig bardzo szybko. Wiedza ta jest najpilniej potrzebna
zwlaszcza w odniesieniu do majgceg0 najwazniejsze znaczenie w praktycznej
immunoprofilaktyce choroby okreslenia wtasciwosci protektotypowych poszczegdlnych
szczepow IBV. Konczac wstep Doktorantka przedstawia krotkg historie pojawienia si¢ 1
rozprzestrzenienia epizoocji wywotanej przez szczep Var2 wirusa IB na $wiecie i1 kraju. W
Polsce wariant ten zostat po raz pierwszy opisany w roku 2017 a jego izolacja w krajowym
laboratorium byt niezaprzeczalnym osiggnieciem Pani magister Lisowskiej a bardzo potrzebna
charakterystyka szczepu Var2 byla przedmiotem podjetych przez Nig badan w ramach
recenzowanej pracy doktorskiej.

W mojej ocenie wstep jest zwigzla 1 strannie skomponowang czescig pracy, dobrze
wprowadzajaca czytajacego w cato§¢ zagadnien bedacych przedmiotem badan.

Cel badan (rozdziat 2) jest z kolei bardzo krotko i jasno sprecyzowany w czterech
punktach. Autorka stwierdza, ze Jej zamiarem podczas realizacji pracy jest: , Ocena
rozprzestrzeniania szczepow Var2 wirusa zakaznego zapalenia oskrzeli kur w Polsce”. W

trzech pozostatych celach Doktorantka zamierza dokonac¢ charakterystyki molekularnej
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krajowych szczepdéw Var2 wirusa zakaznego zapalenia oskrzeli wyizolowanych z przypadkow
terenowych na podstawie genu S1 oraz calego genomu, okresli¢ zjadliwo$¢ in vitro wybranego
szczepu Var2 IBV oraz, co jest szczeg6lnie ciekawe i wazne z praktycznego punktu widzenia,
okresli¢ jego wiasciwosci protektotypowe. Wszystkie cele sg z pewnosScig warte, aby je
zrealizowac zarowno w aspekcie naukowym i co bardzo istotne rowniez praktycznym w swietle
problemdéw na jakie napotyka krajowa patologia drobiu w ograniczaniu strat spowodowanych
przez zakazenia wirusem zakaznego zapalenia oskrzeli.

Trzeba zdecydowanie podkresli¢, ze kazdy z obszardéw, ktore Doktorantka badata
wymagat wyspecjalizowanego warsztatu badawczego na najwyzszym poziomie, ktory w Kraju
jest dostepny jedynie w Zaktadzie Chorob Drobiu Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego —
Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach!

Poniewaz recenzowana praca jest wielowatkowa i obejmuje szeroki zakres warsztatowy
od doswiadczen in vivo, poprzez badania in vitro i bioinformatyke, opis badan wymagat
podania licznych protokotdw, w zwigzku z tym Doktorantka wyrdznita w kolejnych 7czesciach
podrozdziatu 3 dysertacji opisy materialdw 1 metod zastosowanych przez nig przy realizacji
doktoratu. Do oceny sytuacji epidemiologicznej w zakresie rozprzestrzeniania wirusa 1BV
wykorzystala ona material biologiczny nadestany do badan ustugowych w Zaktadzie Chorob
Drobiu PIWet-PIB w Putawach w okresie styczen 2016 - pazdziernik 2019. Jak wynika z
informacji podanej w punkcie 4.1 rozdzialu materiat i metody, w tym czasie autorka zbadata
189 stad drobiu. W opisie materialu do badan, zdaniem recenzenta powinna by¢ podana
bardziej szczegdlowa charakterystyka materiatu uzytego do wykonania analiz co oczywiscie
nie jest fatwe w warunkach gromadzenia materiatu ustugowego. Pobrany z dostarczonych
probek materiat biologiczny byt przygotowany do badan wedlug standardowej procedury i
uzyty do badan wirusologicznych - izolacji wirusa na zarodkach kurzych SPF. Z uzyskanych
probek pozyskiwano rowniez RNA, ktore wykorzystano do wykrywania obecnosci materiatu
genetycznego wirusa IB. Autorka podaje szczegdtowy opis wykorzystanej metody Real Time
RT-PCR. Warto podkresli¢, ze zastosowano tutaj akredytowang przez Polskie Centrum
Akredytacji w Zaktadzie Chorob Drobiu PIWet-PIB, zwalidowang procedurg tej metody. W
celu doktadnej charakterystyki szczepéw Var2 IBV Autorka zaproponowata panel starterow
amplifikujacych fragmenty genu kodujacego biatka wirusowej wypustki S o wielko$ciach
pomiedzy 650-700 nukleotydow. Podata rowniez zastosowany sktad mieszaniny reakcyjnej
PCR. Uzyskany material genetyczny poddano sekwencjonowaniu w laboratorium firmy
Genomed Warszawa. Pani Magister szczegdtowo opisuje zastosowane w analizie uzyskanych

wynikow protokoly bioinformatyczne. W opracowywaniu uzyskanych wynikow (zbudowanie
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drzewa filogenetycznego 1 przypisanie przynaleznosci izolatobw do poszczegdlnych
rodow/genotypow wirusa IB) uzyto 199 szczepow nalezacych do 32 rodéw pogrupowanych w
6 genotypach (GI-GVI) oraz 6 unikalnych (nie zakwalifikowanych do Zadnej genogrupy -
wedhug rekomendacji tworcow nowej taksonomii tego zarazka) wariantow IBV. Uwzgledniono
rowniez inne dostepne szczepy tak, ze tacznie do analizy poréwnawczej wykorzystano 207
izolatéw. Autorka podaje rowniez zestawienie szczepow uwzglednionych w analizie
zmiennosci regionu kodujacego S1 genu biatka S szczepow Var2 wirusa IB. Ta czgsé
metodologii badawczej wskazuje na duza biegtos¢ mgr Anny Lisowskiej w zakresie badan
genetycznych wiruso6w drobiowych 1 potwierdza, bardzo wysoki i w petni profesjonalny
poziom diagnostyki molekularnej w Zaktadzie Chorob Drobiu PIWet-PIB. Zdaniem recenzenta
za bardzo cenng i niezwykle interesujaca czgs$¢ rozprawy doktorskiej nalezy uznaé podjeta
przez Doktorantke probe okreslenia patogennosci IBV Var2 w warunkach in vivo. W badaniach
tych, na ktérych przeprowadzenie autorka uzyskata stosowng zgode lokalnej komisji etycznej,
wykorzystujac ptaki w dwoch grupach wiekowych (1-dniowe piskleta kurze i 3-tygodniowe
kurczeta) okreslita zjadliwos¢ polskiego szczepu IBV Var2 (GI-23). Warto podkreslié, ze
zastosowany izolat IBV pochodzit z klinicznego przypadku zakaznego zapalenia oskrzeli u 6-
tygodniowych brojlerow. U zakazonych ptakow w okresie 3 tyg. pobierano wymazy jako
materiat do dalszych szczegotowych badan. Autorka podaje, Ze wymazy pobierano z ,,jamy
ustnej 1 kloaki”, cho¢ w tym przypadku bardzie; wiasciwym okresleniem bytoby z ,,jamy
dziobowo - gardtowej i kloaki”. Doktorantka podaje dalej bardzo szczegdtowy opis badan
immunohistochemicznych wykrywajacych antygen IBV.

Roéwnie ciekawa a z praktycznego punktu widzenia najbardziej istotna, byta wykonana
przez Panig Magister proba okreslenia protekcji poszczepiennej po kontrolnym zakazeniu IBV
Var2. Szczegdlowy opis postepowania w badaniu tej protekcji i zastosowane programy
profilaktyczne Autorka zwizualizowala na ryc.4. W badaniach poréwnawczych, co nalezy
uzna¢ za wlasciwe, zastosowano komercyjne szczepionki i schematy ich stosowania najczesciej
uzywane w krajowej immunoprofilaktyce IB w stadach kurczat brojlerow. Zaszczepione
wedhug réznych schematéw ptaki podano challengowi polskim izolatem IBV Var2 Gamma
CV/Ck/Poland/G0O52/2016. W badaniach zastosowano powszechnie zalecany do oceny
protektotypowej test ciliostazy, co umozliwia poréwnanie wynikéw badan Autorki z danymi
pisSmiennictwa.

Kolejny rozdziat dysertacji omawiajacy uzyskane wyniki jest jej najobszerniejszym
rozdziatem (42 str.), bardzo zr6znicowanym pod wzgledem formy, w zalezno$ci od rodzaju

wykonanych badan, jednak bardzo wiarygodnie i poprawnie przedstawia on dokonania
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Doktorantki. Zgrupowanie wynikéw w 4 podrozdziatach utatwia sledzenie uzyskanych danych.
Bardzo ciekawy 1 oryginalny jest podrozdziat 4.1. w ktérych Pani Magister ocenia
wystepowanie wirusa IB Var2 w polskiej populacji kurczat brojleréw i niosek jaj
konsumpcyjnych. Z posrdd 189 stad drobiu obecnos¢ genomu IBV stwierdzono w ponad 84%
stad, dominujacym szczepem byl wariant 793D, ktory stanowit pond 48% wszystkich
wykrytych izolatow. Na drugim miejscu plasowaly si¢ szczepy Var2, ktére zidentyfikowano w
28,3% stad. Oceniajac czestos¢ wystepowania wariantu Var2 w poszczeg6lnych latach Autorka
wykazata, ze najwigkszg ich liczbe wykrywano w roku 2016 z postepujacym spadkiem liczby
izolatow w latach nastepnych. Bardzo ciekawe zestawienie zawiera tabela 7 przedstawiajaca
rodzaj uzytkowania kur, wiek oraz miejsce pochodzenia stad.

W zdecydowanej wickszosci ten typ wirusa IB izolowano z materiatu pobranego ze stad
kurczat brojlerow, zwykle migdzy 4 a 6 tyg. zycia. Identyfikowata go rowniez w stadach kur
reprodukcyjnych zaréwno w okresie odchowu jak i1 niesnosci. Szczepy IBV Var2 wystepowaly
we wszystkich wojewodztwach, w ktérych prowadzona jest intensywna produkcja drobiarska.
Przedstawione wyniki nalezy uznaé, za niezwykle istotne osiggni¢cie Autorki. Jak wspomniano
wczesniej sg dostepne rezultaty epidemiologicznych badan molekularnych nad charakterystyka
populacji wiruséw IB prezentowane przez przedstawicieli firm farmaceutycznych dziatajacych
w Kkraju, jednak rezultaty uzyskane przez doktorantke sg bardziej reprezentatywne. Co ciekawe
przy podjetej probach izolacji wirusa IBV Var2 na zarodkach kurzych SPF wynik dodatni
uzyskano w przypadku 7 stad.

Charakterystyka molekularna krajowych szczepow IBV Var2 pozwolita na stworzenie
sekwencji polskich szczepow terenowych tego wariantu zarazka, ktére Pani Magister
zarejestrowata w bazie danych GenBank, wzbogacajac tym samym dorobek nauki §wiatowe;.
Bardzo wazng czg$cig badan molekularnych wykonanych przed Doktorantke byta analiza
filogenetyczna regionu kodujacego S1 acznie 32 polskich szczepow IBV Var2. Jest ciekawe,
ze wszystkie te szczepy nalezaly do grupy 1 liczacej] w sumie 49 wiruséw izolowanych w
Rumunii, Turcji i Egipcie. Otrzymane na podstawie sekwencji nukleotydow sekwencje
aminokwasowe polskich szczepéw wskazuja, ze znajduje si¢ w nich wiele zmienionych
aminokwaséw w pordwnaniu do szczepu szczepionkowego stosowanego w kraju (Tabic
Var206). W dalszej czgséci tego podrozdziatu Autorka szczegdétowo omawia wyniki analizy
filogenetycznej calego genomu oraz analize¢ dotyczaca mozliwosci powstania polskiego
szczepu IBV Var2 w wyniku rekombinacji. Stwierdzono, ze rekombinacja miata wielokrotnie
miejsce ale tylko jedno zdarzenie mozna bylto uzna¢ za statystycznie istotne i w tym przypadku

wstawka pochodzita z europejskich i chinskich szczepow wariantu QX.



Badania patogennosci krajowego izolatu IBV Var2 potwierdzity jego zjadliwo$¢ 1 wystapienie
wyraznych objawdw klinicznych u ptakow obu grup wiekowych cho¢ w grupie ptakow
zakazonych, jako 3-tygodniowe, przebieg choroby miat zdecydowanie tagodniejszy charakter.
Autorka szczegdtowo opisata zmiany sekcyjne, dokumentujac je ciekawymi cho¢ niekiedy
mato wyraznymi fotografiami zmian anatomopatologicznych. Uzyty do zakazenia wirus 1B
wplywal negatywnie na mas¢ ciala zainfekowanych ptakow 1 powodowal bardzo
charakterystyczne zmiany histopatologiczne w badanych narzadach wewngtrznych. Zmiany te
byly, zdecydowanie wyrazniejsze u ptakoéw zakazonych w 1 dniu zycia. Autorka przedstawita
interesujacy material fotograficzny obrazujacy charakter zmian histopatologicznych (11
preparatéw). Obecno$¢ antygenu w tkankach zakazonych kurczat wykrywano gltownie w
komorkach nabtonka tchawicy, ptucach i nerkach. Doktorantka zobrazowata wyniki uzyskane
badaniu immunocytohistochemicznym na 6 mikrofotografiach.

Jak wskazano wcze$niej wykonane przez doktorantke badania protekcji krzyzowej po
zastosowaniu réznych programéw immunizacji byly bardzo interesujace. Uzyskane wyniki
winne by¢, jak najszerzej rozpropagowane wsrod krajowych awiopatologow, jako obiektywny
miernik efektywnosci najczesciej stosowanych w Polsce programow szczepien przeciwko 1B
w warunkach zagrozenia krajowym izolatem wariantu izraelskiego wirusa zakaznego zapalenia
oskrzeli. Za niezwykle wazng praktyczng informacj¢ mozna uznaé fakt, ze w badaniach
Doktorantki nie stwierdzono w zadnej ze szczepionych grup objawow klinicznych. Protekcja
indukowana przez podanie szczepionki Ma5 w 1 dniu Zycia oraz 1/96, dwa tyg. pOzniej
wyniosta 70% natomiast kombinacja Ma5 oraz D388 w tych samych dniach zycia, byta mniej
efektywna 1 protekcja wynosita 60%. Podobng ochrone indukowata szczepionka 793D podana
w pierwszym dniu zycia. Z kolei sama szczepionka QX podana w pierwszym dniu Zycia
indukowata protekcje na poziomie 50%. Najnizsza ochrone (30% protekcj¢) uzyskano po
podaniu w pierwszym dniu Zycia jedynie szczepionki zawierajacej klasyczny (Mass) szczep
Mas.

Rozdzial pigty ,,Omowienie wynikow i1 dyskusja” to proba oceny wilasnych badan
Autorki na tle §wiatowego pisSmiennictwa. Cytujac dane literaturowe Pani Magister stara si¢
odnies¢ uzyskane wyniki badan wtasnych do rezultatéw innych autorow. W kilku miejscach
wskazuje Ona na oryginalno$¢ podjetych przez siebie tematow 1 niewatpliwie Jej badania nie
znajdujg odpowiednika w krajowym piSmiennictwie.

Generalnie mozna stwierdzi¢, ze Doktorantka wykazujac si¢ duzg wiedzg na temat
dotychczasowego stanu badan nad wirusowym zapaleniem oskrzeli kur, sprawnie konfrontuje

je z uzyskanymi wynikami wtasnymi. W kilku miejscach Pani Magister powotuje si¢ na
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informacje uzyskane dzigki osobistym kontaktom z mi¢dzynarodowymi specjalistami
zajmujacymi si¢ 1B, co potwierdza Jej dobrg znajomos$¢ aktualnych zagadnien zwigzanych z
badaniami nad tym patogenem i aktywna obecno$¢ w srodowisku specjalistow z tego obszaru.

W rozdziale tym znalazt si¢ do$¢ obszerny fragment rozpoczynajacy si¢ w od 15 wiersza
od dotu na stronie 87 1 konczacy si¢ na ostatnim wierszu strony 88, ktory moim zdaniem
powinien by¢ przeniesiony do rozdziatu ,,Wstep”, bowiem historia rozprzestrzeniania si¢
wirusa IB w kraju nie byta zwigzana bezposrednio z badaniami Doktorantki.

Realizujac pierwszy cel pracy Autorka przedstawila wyniki badan uzyskanych w
okresie 3 lat i 10 miesiecy obserwacji, stwierdzajac, ze bardzo charakterystycznym zjawiskiem,
ktéry obserwuje si¢ od 2017 roku jest wyraznie widoczny spadek liczby probek dostarczanych
do Zaktadu Chorob Drobiu Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego, co Jej zdaniem, wydaje
by¢ konsekwencja wdrozenia przez PIWet-PIB bezwzglednego obowigzku rejestracji ognisk
IB (formalnie wymdg ten obowigzuje od 3 grudnia 2013 roku). Charakterystycznym 1 stale
nasilajgcym si¢ zjawiskiem jest takze fakt wysytania probek z krajowych ferm drobiu do
laboratoridow zagranicznych. Z punktu widzenia efektywnosci zwalczania zakazen wirusem IB
w kraju wydaje sie, Ze rejestracja ognisk choroby jest podstawowym i niezb¢dnym warunkiem
opracowania skutecznych programéw zwalczania. Straty, jakie ponosi polskie drobiarstwo z
powodu tej choroby nakazuje specjalistom, by takie badania wykonywaé¢ w kraju 1 zgtaszac
potwierdzone ogniska zakaznego zapalenia oskrzeli powiatowym lekarzom weterynarii. Nie
jest to jednak wciaz bardzo powszechng praktyka.

W zdecydowanej wigkszosci (73,8%) zakazenie IBV Var2 w Polsce dotyczyto kurczat
brojleréw. Autorka w tym fragmencie rozdziatu 5 dysertacji niepotrzebnie czg$ciowo powtarza
informacje opisane wczesniej w rozdziale ,,Wyniki”. Drugim celem pracy doktorskiej byta
charakterystyka molekularna krajowych szczepdw Var2 na podstawie budowy genu S1 oraz
calego genomu. Analiza filogenetyczna potwierdzita przynalezno$¢ wszystkich badanych 32
szczepow do genotypu Gl w linii 23. Autorka powtarza rowniez fragmenty informacji
wcezesniej podanych w rozdziale czwartym pracy. Analiza uzyskanych przez Doktorantke
danych wyraznie potwierdza, ze wirusy rodu G1 - 23 podlegaja zmianom ewolucyjnym
widocznym dla poszczegolnych grup filogenetycznych. Intersujace jest zwlaszcza wysoka
homologia regionu kodujacego biatko S polskich szczepoéw IBV i szczepéw koronawiruséw
izolowanych od ptakéw dzikich w Egipcie, co moze wskazywaé¢ na potencjalne zrodio
transmisji zakazenia. Autorka podkres$la, ze polskie szczepy wykazywaly si¢ bliskim
podobienstwem z regionu kodujacego S1 ze szczepem szczepionkowym Tabic Var206.

Stusznie zauwaza, ze wprowadzenie tej szczepionki spowodowato prawdopodobnie korzysci

10



produkcyjne, jednak przyczynito si¢ do wprowadzenia duzego chaosu w zakresie diagnostyki.
Podkresla rowniez, ze budzi watpliwosci struktura szczepu szczepionkowego 2-06, co jest
trudne do interpretacji i moze by¢ powodem poglebiajacym klopoty diagnostyczne. Mgr
Lisowska zaproponowata, aby cechg charakterystyczng odrdzniajaca szczepy terenowe od
szczepionkowego Tabic Var206 byla obecnos¢ seryny (S) w pozycji 122 rejonu
hyperzmiennego (HVR2). To jest bardzo wazna i konkretna propozycja, ktorg nalezy uznaé za
istotne osiggniecie wynikajace z wykonanych badan. Jak Autorka wspominata wcze$niej,
wszystkie badane szczepy sa rekombinantami. Fakt, ze udato wyosobnic¢ si¢ w tylko 7 izolatow
wirusa IBV Var2 na zarodkach kurzych SPF wynika z wilasciwosci tego patogenu, ktory
stosunkowo trudno si¢ namnaza. Nie mozna jednak wykluczy¢ na taki rezultat negatywnego
wplywu pobrania i transportu pobranych probek.

Pani Magister odniosta si¢ rowniez do wynikow zakazenia eksperymentalnego
wskazujac ze ptaki starsze sa mniej wrazliwe na zakazenie IBV Var2. Konfrontuje te rezultaty
z wynikami badan innych autoréw, ktorzy potwierdzili taka sama zaleznos¢ Autorka wyjasnia
dlaczego w warunkach terenowych bardzo czgsto obserwuje si¢ ostrg posta¢ choroby, ktorej
towarzyszy wysoka $miertelno$¢, u 4-6 tyg. kurczat, thumaczac, ze przebieg kliniczny infekcji
obok zjadliwosci IBV zalezy w znacznym stopniu od innych czynnikéw w tym warunkow
zootechnicznych, a takze obecnosci innych towarzyszacych czynnikow zakaznych
(immunosupresja wirusowa).

Omawiajac wyniki badan nad okresleniem stopnia protekcji indukowanej przez roézne
programy szczepien Autorka przytacza rowniez wyniki innych autoréw, ktore wskazuja na
skutecznos¢ immunoprofilaktyki IB wykorzystujacej zjawisko odpornosci protektotypowe;.
Uzyskane przez Autorke dane potwierdzaja, ze szczepionki dostepne przed wystapieniem
pierwszych przypadkéow IBV Var2 w Polsce indukowaty réwnie wysoka protekcje co
szczepionka homologiczna. Warto zacytowaé niezwykle istotng uwage Pani Magister, Ze
»Wieksza uwage i dbalosc nalezy poswieci¢ samemu procesowi przygotowania szczepionki i jej
aplikacji”. Szczepionka nalezy w taki sposob aby jak najwigksza liczna ptakow otrzymata
wymagang dawke. Nieodpowiednia technika szczepienia moze powodowac obnizony poziom
protekcji lub jej opoznienie.

W odrdznieniu od celow pracy, ktory byly lapidarnie sformulowane, rozdziat
,»Wnioski” - ten bardzo istotny element pracy Doktorskiej, bardzo czgsto krytykowany przez
recenzentéw, zawiera wnioski wyciagniete przez Paniag mgr Anne Lisowska, ktore sa bardzo
rozbudowane i stanowig w cze$ci powtdrzenie uzyskanych wynikow.

We wniosku pierwszym Pani Magister stwierdza, Ze szczepy Var2 wirusa IB stanowity
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ponad 28 % wszystkich zidentyfikowanych wirusow IB. Wniosek drugi informuje czytelnika,
ze wszystkie izolowane szczepy IBV miaty wspodlne pochodzenie, stosunkowa niewielka
zmienno$¢ sekwencji nukleotydowej regionu S1, potwierdzajaca jednak dynamiczny charakter
epidemii i ich postgpujaca ewolucje.

We wniosku 3 Autorka formuluje opini¢ ze organizacja genoméw polskich izolatow
charakteryzowata si¢ obecnoscig dodatkowych trzech genéw biatek pomocniczych, 4b-4c oraz
6b oraz duzg zmiennos¢ sekwencji nukleotydowej zwlaszcza w obrebie sekwencji genow N-4b
oraz 6b. We wniosku 4 natomiast wskazuje, ze wszystkie trzy szczepy Var2 posiadaty wstawke
w obrebie genu 1 w wyniku rekombinacji homologicznej ze szczepem typu QX. W badaniach
in vitro (punkt 5 wnioskéw) Autorka stwierdza, ze badany szczep Var2 IBV byt patogenny dla
kurczat SPF z wyraznie zaznaczonym tropizmem do uktadu oddechowego i nerek oraz wigksza
patogennoscig dla pisklat. Wyniki prac eksperymentalnych zaprezentowane przez Doktorantke
stanowig bardzo ciekawy punkt wyjscia do dalszych badan w tym zakresie.

Whniosek 6 wynika z badan nad okresleniem protektotypii wybranego szczepu Var2.
Jest istotng wartoscig pracy doktorskiej Pani Anny Lisowskiej, ze probowata odpowiedzie¢ na
to pytanie w serii bardzo pracochtonnych i warsztatowo trudnych doswiadczen in vivo.
Whniosek ten opisuje wazne osiagnigcie doktorantki, bowiem w dotychczasowych badaniach
krajowych nie podejmowano eksperymentalnego zakazenia kurczat objetych réznymi
programami immunoprofilaktyki 1B. Drugi punkt tego wniosku: ,, Wprowadzenie do obrotu
szczepionki homologicznej Var2 w Polsce nie bylo konieczne, gdyz zastosowanie
odpowiedniego schematu szczepien daje podobng ochrone na zakazenie IBV Var2 zas obecnos¢
w terenie dodatkowych szczepow tego samego typu zwigksza trudnosci w rutynowej diagnostyce
zakaznego zapalenia oskrzeli kur”. Wydaje si¢ by¢ dos$¢ stanowczo sformutowanym, choé
moim zdaniem nie pozbawionym racji, stwierdzeniem.

Po krytycznej analizie opracowania, z nadzieja, ze uwagi i sugestie pomoga Autorce w
poprawieniu dysertacji przy jej publikacji, stwierdzam, iz Pani mgr Anna Lisowska wykazata
w pracy doktorskiej bardzo dobre przygotowanie merytoryczne do samodzielnego
rozwigzywania postawionych celow badawczych.

Recenzowana rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz w
pelni potwierdza ogodlng wiedze teoretyczng doktorantki, a tym samym w pelni speinia
wymagania stawiane tego typu opracowaniom okreslone w art.13 ust.1. Ustawy o stopniach
naukowych i tytule naukowym z dnia 14 marca 2003 roku (Dz.U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595; z
2005 r. Nr 164, poz. 1365).

Po caloSciowym rozwazeniu warto$ci poznawczej recenzowanej dysertacji
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zwracam si¢ z wnioskiem do Wysokiej Rady Naukowej Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach o0 dopuszczenie
Pani mgr Anny Lisowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Majac na wzgledzie wartoSci poznawcze dysertacji i wysilek wlozony przez
Doktorantke w opanowanie tak szerokiego warsztatu badawczego wnioskuje o

wyroznienie pracy stosowna nagroda.
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