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Prof. dr hab. Andrzej Gawet

Katedra Epizootiologii z Klinikg Ptakoéw
1 Zwierzat Egzotycznych

Uniwersytetu Przyrodniczego

we Wroclawiu

Recenzja rozprawy doktorskiej magister Anny Lisowskiej ,,Charakterystyka molekularna i ocena
patogennosci szczepdw wariantu Var2 wirusa zakaznego zapalenia oskrzeli kur”
wykonanej pod kierunkiem dr hab. Katarzyny Domanskiej-Blicharz, prof. instytutu i dr
Katarzyny Podgérskiej

Podstawg formalng recenzji stanowi pismo z dnia 02.03.2020 roku, zgodne z uchwalg Rady
Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego-Panstwowego Instytutu Badawczego w

Putawach podjetej w dniu 27.04.2016r.

Zakazne zapalenie oskrzeli kur (Infectious bronchitis, IB) jest wysoce zakazng chorobg
wirusowg o istotnym znaczeniu ekonomicznym. Wirus zakaznego zapalenia oskrzeli (IBV) jest
koronawirusem nalezagcym do rodzaju Gammacoronavirus, podrodzaju Igacovirus do ktérego
nalezg ptasie koronawirusy. Ssacze koronawirusy nalezg natomiast do rodzajow
Alphacoronavirus i Betacoronavirus. Ptasie koronawirusy sa rozpowszechnione na calym

$wiecie. Pierwszym poznanym szczepem IBV byl szczep Massachusetts, na bazie ktérego
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stworzono pierwsza szczepionke. Kilka lat pdzniej stwierdzono, iz wirus zakaznego zapalenia
oskrzeli nie jest jednorodny i badania prowadzone do dnia dzisiejszego wykazaly obecno$¢
ponad 50 antygenowych lub genetycznych wariantow IBV.

Na zakazenie IBV wrazliwe sg kury i bazanty w kazdym wieku niezaleznie od pici. Przy
naturalnym zakazeniu droga oddechowa okres wylegania choroby wynosi okoto 36 godzin, a
szerzenie si¢ wsréd wrazliwych ptakow trwa ok. 36-48 godzin. Wérdd najcze$ciej notowanych
objawoéw Kklinicznych obserwowaé mozna rzg¢zenia, duszno$é, katar i problemy z uktadem
oddechowym, a takze gromadzenie wokot Zrddet ciepta, apati¢, a w przypadku kur nie$nych —
spadek ilosci znoszonych jaj.

W badaniu sekcyjnym, zaleznie od powinowactwa wirusa do okreslonych narzgdéw
obserwowa¢ mozna liczne zmiany. U chorych kurczat stwierdza si¢ zmiany gtownie w ukladzie
oddechowym - rozpulchniong blong¢ $luzows tchawicy z obecnoscig czopéw o réznym
charakterze - surowiczym, $luzowym lub serowatym. Przy zakazeniu typem 793B obserwuje si¢
miopati¢ mies$ni piersiowych, przy zakazeniu wariantem QX u ptakéw w odchowie -
niedorozwoj jajowodu, a przy zakazeniu szczepami nefropatogennymi — uszkodzenie nerek.

Jednym z wariantéw, ktére przez lata opisywano jako lokalne, jest IBV Var2 zwany
wariantem izraelskim, obecny w krajach Bliskiego Wschodu od ponad 20 lat. Szczepy wariantu
izraelskiego sg zdolne wywota¢ zmiany w ukladzie oddechowym i nerkach. Do niedawna Var2
nie wystepowat w Polsce, ale od 2015 roku jest powszechnie notowany w kraju.

Magister Anna Lisowska podjela wieloetapowe badania, majace na celu ocene
rozprzestrzenia szczepdw Var2 w Polsce, charakterystyke molekularng krajowych szczepow
Var2 na podstawie genu S1 oraz calego genomu, okre$lenie zjadliwosci in vivo wybranego
szczepu Var2 IBV oraz okre$lenie jego protektotypu.

Manuskrypt ocenianej rozprawy ma strukture i uktad typowy dla prac doktorskich i liczy
119 stron wydruku komputerowego. Obszerng dokumentacj¢ dysertacji stanowi 14 tabel i 25
rycin umiej¢tnie wkomponowanych w tekst rozprawy.

, Wstep” obejmujagcy 16 stron sklada si¢ z 10 podrozdziatéw i zawiera informacje
dotyczace taksonomii wirusa IB, jego budowy, patogenezy zakazen IBV, objawéw klinicznych i

zmian anatomo- i histopatologicznych, zwalczania i zapobiegania zakaznemu zapaleniu oskrzeli
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oraz informacje na temat diagnostyki laboratoryjnej i klasyfikacji szczepéw IBV. Ostatni
podrozdzial wstepu omawia pokrdtce wystepowanie Var2 IBV na §wiecie. Wstep pracy napisany
jest przejrzyscie i stanowi spdjne opracowanie wprowadzajace czytelnika w temat badan,
dowodzi bardzo dobrej znajomosci przez Doktorantke omawianej tematyki oraz krajowego i

zagranicznego pi$miennictwa z tego zakresu.

Celem pracy doktorskiej mgr Anny Lisowskiej byty:
1. Ocena rozprzestrzenia szczepéw Var2 wirusa zakaznego zapalenia oskrzeli kur w Polsce

2. Charakterystyka molekularna krajowych szczepéw Var2 wirusa zakaznego zapalenia
oskrzeli wyizolowanych z przypadkéw terenowych na podstawie genu S1 oraz catego

genomu
3. Okreslenie zjadliwosci in vivo wybranego szczepu Var2 IBV
4. Okreslenie protektotypu wybranego szczepu Var2 IBV

Cele pracy zostaly sformulowane jasno, precyzyjnie, a otrzymane wyniki poszerzaja wiedz¢ na
temat charakterystyki molekularnej i patogennos$ci szczepu Var2 oraz dostarczajg informacji na

temat skuteczno$ci szczepien protektotypowych.

Rozdzial ,,Materialy i metody”, sktada si¢ z 7 podrozdziatéw obejmujacych tematy takie
jak opis pobierania i przygotowania prob do badan, badania wirusologiczne i molekularne, oceng

patogennos$ci wirusa Var2 w warunkach in vivo i protekcji przeciwko zakazeniom IBV Var2.

Techniki badawcze uzyte przez Doktorantke sg réznorodne i nowoczesne - obejmowaty
izolacj¢ wirusa na zarodkach kurzych SPF, RT-PCR, nested PCR oraz analiz¢ bioinformatyczna.
Przeprowadzone zostaly rowniez doswiadczenia na kurczetach SPF w celu okreslenia
zjadliwo$ci polskiego szczepu Var2 (gammaCoV/Ck/Poland/G052/2016) oraz badania

histologiczne i immunohistochemiczne pobranych od zakazonych ptakéw tkanek.
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Rozdziat ,,Wyniki” jest najobszerniejszym rozdzialem, obejmujagcym 41 stron i jest
podzielony na 5 podrozdziatéw opisujgcych wystgpowanie poszczeg6lnych wariantéw wirusa IB
w latach 2016-2019. Szczepy Var2 byly drugag najczesciej notowang grupg wiruséw IB (28,3%),

przy czym najwigcej zakazen tym wariantem notowano w 2016 roku.

Analiza genetyczna polskich izolatow IB Var2 na podstawie genu S1 wykazala, ze naleza
one do jednej grupy filogenetycznej, ale obserwowana zmienno$¢ sekwencji (na poziomie 97%-
100%) potwierdza ich ewolucj¢. Duza zmienno$¢ sekwencji polskich izolatéw wykazana zostala
w obszarze genow N (dla konserwatywnego biatka nukleokapsydu) oraz 4b i 6b (dla bialek
niestrukturalnych). Przeprowadzona analiza rekombinacji dowiodla obecnos¢ wstawki w obrebie
genu 1 (pol 1b) we wszystkich trzech badanych szczepach Var2 wprowadzong do genomu w
wyniku rekombinacji homologicznej ze szczepem typu QX. Badania na kurczgtach SPF
wykazaly tropizm izolatu Var2 do uktadu oddechowego i wydalniczego oraz zmienng
patogennos¢ zaleznie od wieku ptakow. Najwyzsza $Smiertelno$¢ i najbardziej wyraziste objawy
kliniczne notowano po zakazeniu ptakéw ldniowych, gdy u ptakéw w 3 tygodniu zycia
obserwowano tylko przej$ciowe objawy, bez $miertelnosci. Okreslajac protektotyp wybranego
szczepu Var2 IBV wykazano, ze szczepienia z uzyciem szczepionek zawierajacych wirusy
niehomologiczne (typu Mass -1 dzien zycia) oraz typu QX i 793B -14 dzien zycia) zapewniajg
protekcj¢ krzyzowa na zakazenie badanym izolatem Var2. Jest to niezwykle cenna obserwacja
dla lekarzy praktykow uktadajgcych programy profilaktyczne w stadach drobiu w Polsce.
Zaprezentowane wnioski zostaly wyciagnigte w sposéb adekwatny do uzyskanych wynikéw

badan.

Badania genetyczne wykazaly znaczng homologi¢ migdzy polskimi izolatami Var2,
Doktorantka podkresla jednak, ze ,,dotychczasowa wiedza nie pozwala na okreslenie, ktére
czesci genomu modyfikuja zjadliwo$¢ IBV, informacja o regionie kodujagcym S1 czy nawet
sekwencjonowanie catego genomu nie okre$laja patogennosci danego szczepu (...) dlatego tez
podjeto préby okreslenia zjadliwosci wyizolowanego szczepu IBV Var2 w warunkach in vivo™.
Whnioskowanie, iz wprowadzenie do obrotu szczepionki homologicznej Var2 w Polsce nie bylo

konieczne - sluszne w stosunku do uzyskanych przez mgr Lisowska wynikéw - moze budzi¢
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emocje i dyskusje w $rodowisku lekarzy praktykow. Ptaki do$wiadczalne zakazano tylko 1
izolatem - czy jest mozliwe ze zakazenie innymi izolatami Var2 datoby odmienne wyniki
dotyczace protekcji krzyzowej? Czy na podstawie wynikow eksperymentu w ktérym ptaki
zakazano 1 izolatem mozna wnioskowaé o celowosci wprowadzenia szczepionki opartej na Var2
w catym kraju? Co wigcej, obserwacje lekarzy praktykow w sposob jednoznaczny wykazuja, iz
profilaktyka w odniesieniu do Var2 z zastosowaniem szczepien protektotypowych w wielu
wypadkach nie przynosi zadawalajgcych rezultatow. Dopiero wprowadzenie szczepien

homologicznych z zastosowaniem Var2 w pelni zabezpieczalo ptaki przed zachorowaniem.

Uzupetnieniem pracy jest liczacy 156 pozycji wykaz pismiennictwa krajowego i
zagranicznego, $wiadczacy o zdolnosci Doktorantki do wyboru prac odpowiednich do analizy
uzyskanych wynikéw i dyskusji w ramach tematyki, bedacej przedmiotem badan. Syntetyczne

streszczenie w jezyku polskim i angielskim sg bardzo dobrym uzupehieniem pracy.

Z obowigzku recenzenta pragne¢ jednakze zwrdci¢ uwage na nastgpujace niedociggnigceia:

1) Z opisu w rozdziale Materialy i metody (podrozdzialy 3.1-3.3) czytelnik mdglby
wywnioskowaé, ze w przypadku komercyjnych badan w kierunku zakazen IBV w PIW-
PIB w Putawach standardowsg procedurg jest najpierw namnazanie wirusa na zarodkach a
nastepnie badania molekularne. Dopiero w podrozdziale 3.4.1 wspomniane jest iz do
zarodka wprowadzano supernatant probki terenowej w ktdrej stwierdzono wirusa (OIE
2018). Uwazam, iz nalezy opisaé roéwniez ta procedur¢ w podrozdziale 3.2.
»Przygotowanie probek do badan”.

2) Na rycinie 4 pojawit si¢ skrot myslowy. Proponowalbym zamiast hasla ,eutanazja i
ciliostaza” podpis ,,eutanazja i ocena ciliostazy”

3) Rycina 6 skladajaca si¢ z wykresu i tabeli ma niespdjne dane. Np. wg wykresu
stupkowego zakazen w 2016 r. szczepow 793B bylo 39 a w tabeli jest wartos¢ 36.
Podobnie jest w przypadku QX (13/11) i innych szczepéw (2/7). By¢ moze potrzebny
jest doktadniejszy opis tabeli.

4) Tabela 7 — pod tabelg nalezatoby wpisaé dane bibliograficzne publikacji w ktdrej

znajdujg si¢ podane sekwencje, badz dotaczy¢ jej numer ze spisu piSmiennictwa
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5) Dodatkowo pojawily si¢ nieliczne bledy literowe i odmienna czcionka w przypisie
piSmiennictwa oraz drobne bledy skladniowe i opisowe (np. rozdzial ,,Wnioski”
podpisany jako streszczenie - prawy gorny rog; ,,pierwszym zadaniem pracy byla...” —
powinno by¢ ,,pierwszym celem pracy...”) (s 7, 14, 17, 19, 39, 45, 46, 71, 103, 104).

Mimo wspominanych drobnych niedociggni¢é¢ uwazam, iz badania mgr Anny Lisowskiej
wnoszg istotny wklad zard6wno w zakresie epidemiologii zakaznego zapalenia oskrzeli, jak i
ewolucji molekularnej wirusa. Sg to jedne z pierwszych badan analizujgcych izolaty IBV Var2 w
Europie.

Poza oczywistym duzym aspektem poznawczym, nalezy podkresli¢ charakter aplikacyjny
badan — analiza molekularna i wykazanie zmiennosci wirusa oraz ocena zjadliwosci wirusa u
kurczat immunizowanych wedtug réznych programéw profilaktycznych wnosi cenne informacje
na temat zabezpieczania stad drobiu przed infekcjami IB Var2. Bardzo wazng obserwacja jest, iz
zarOwno immunizacja szczepionkg oparta na Var2 jak i program profilaktyczny trzema
produktami (zawierajgcymi Mass, QX i 793B) dajg 100% protekcji, a pozostate programy
szczepien testowanych przez Doktorantke dawaly tylko cze¢$ciowa protekcje.

Podkresli¢ nalezy, ze Doktorantka jest wspélautorka 4 prac o tematyce zwigzanej z
charakterystyka molekularng koronawiruséw zaréwno izolowanych od ptakéw dzikich jak i
drobiu, z czego jest pierwszym autorem w pracy opublikowanej w 2017 roku w Virus Research

(IF 2,7) dotyczacej charakterystyki polskiego izolatu wirusa Var2 (GI-23).

Reasumujgc, aktualno$é poruszonego problemu badawczego, jego innowacyjnosé,
nowoczesny i bogaty warsztat badawczy, rzetelno$¢ przy opracowywaniu wynikéw badan oraz
przeprowadzona z duzym znawstwem dyskusja i wyciagni¢cie adekwatnych do uzyskanych

wynikow wnioskOw sprawiaja, iz zaprezentowana dysertacja nalezy do prac wyrdzniajacych sig.

Z wielka przyjemnoScig stwierdzam ze dysertacja pt.: ,,Charakterystyka molekularna i
ocena patogennosci szczepdw wariantu Var2 wirusa zakaznego zapalenia oskrzeli kur”
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.
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Przedkltadam Radzie Naukowej Pafistwowego Instytutu Weterynaryjnego-Panstwowego
Instytutu Badawczego w Pulawach wniosek o dopuszczenie mgr Anny Lisowskiej do dalszych
etapdw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie wnoszg¢ o wyrdznienie pracy stosowng nagrodg ze
wzgledu na: aktualno$¢ tematu badawczego, zastosowany nowoczesny warsztat badawczy oraz

warto$¢ aplikacyjng uzyskanych wynikéw badan.

Prof. dr hab. Andrzej Gawel
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