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ZAKAZENIE WARIANTEM GOLEBIM WIRUSA CHOROBY NEWCASTLE”

Oceny dokonano na zlecenie Rady Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego
— Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach zgodnie z jej uchwatg z dnia 21 11 2016
roku, na podstawie materiatow przekazanych przez Pana prof. dr hab. Dariusza Bednarka

przewodniczacego Komisji Doktorskiej (Nr pisma BRN-410/10/16).

Wstep

Historia paramyksowirozy gotebi to historia sporej czgséci zycia zawodowego recenzenta
(Szeleszczuk P.: Trzydziesci lat immunoprofilaktyki choréb gotebi w Polsce. Zycie Wet. 90, 603-
609, 2015) stad z duzym zainteresowaniem pochylitem si¢ nad rozprawg doktorska lek. wet.
Moniki Olszewskiej-Tomczyk, ktora to praca formalnie nie dotyczy gotebi, ale wariantu
golebiego wirusa rzekomego pomoru drobiu, to jednak podaje wiele informacji przydatnych
dla kolumbopatologa. Wirusy APMV-1 wystepujace u gotebi rdéznig si¢ antygenowo i
genetycznie od szczepdéw izolowanych od innych gatunkéw drobiu 1 zostaty zakwalifikowane
do grupy tzw. ,wariantow golebich APMV-1" oznaczanych skrotem ,,PPMV-1". Chociaz
wirusy PPMV-1 sa zwykle specyficzne gatunkowo, to stwierdza si¢ rowniez przypadki
zachorowan lub izolacji tego wirusa od ptakow innych niz golebie. Patolodzy gotebi od lat
uzywajg na okreslenie zakazenia wariantem gotebim wirusa rzekomego pomoru drobiu terminu
,paramyksowiroza”. Wczesnie] uzywano tez w krajowym piSmiennictwie okreslenia
,,paramyksowirozowa choroba got¢bi”. Jest oczywiste, ze okreSlenie ,,paramyksowiroza
gotebi” wprowadzone w potowie lat osiemdziesiagtych przez Anglikoéw, ma na celu unikniecie
skojarzen z rzekomym pomorem drobiu, choroba od dziesigtek lat urzedowo zwalczang i

niosgcg za sobg restrykcje formalne. Do czasu opisania transmisji PPMV-1 na kury za pomoca



skazonego ziarna w dokach Dover nie oceniano wtasciwie roli tego zarazka, jako potencjalnego
zagrozenia dla drobiu, stad to rozroéznienie wydawato si¢ zasadne! W bardzo dydaktycznym
opracowaniu Smietanki i Minty (Smietanka K., Minta Z. Paramyksowiroza golebi czy rzekomy
pomor u golebi? Polskie Drobiarstwo, Suplement Zdrowie, 2010, str. 24 -27) znalez¢ mozna
opis wiasciwej terminologii i zasady postepowania w przypadku stwierdzenia rzekomego
pomoru drobiu u gotebi.

W ocenie klinicznej epidemiologia zakazeh PPMV-1 w Polsce miata kilka wyraznie
roéznigcych si¢ okresow. Najwicksze zniwo zebrala ostra posta¢ kliniczna tej infekcji z
dominujgcymi objawami ze strony uktadu nerwowego, ktora dziesigtkowata stada gotebi do
czasu wprowadzenia na szerokg skalg szczepien profilaktycznych (czyli od roku 1984 do roku
1999). Stopniowo choroba zmieniata swdj charakter z neuropatycznego na nefropatyczny.
Przez wiele lat, do mniej wigcej 2010 roku choroba nie stanowita problemu klinicznego u
prawidtowo zaszczepionych gotebi. Od kilku lat pojawia si¢ w Polsce przypadki choroby w
stadach szczepionych, ktore zdaja si¢ wskazywaé na introdukcje bardziej patogennych
szczepow PPMV-1 (Szeleszczuk i wsp., 2016) lub pojawienie si¢ szczepow atypowych
(Smietanka i Minta, 2011).

Z uwagi na do$¢ znaczng rozbiezno$¢ pomigdzy powszechno$cia wystgpowania PPMV-
1 u gotebi przy stosunkowo niskim odsetku izolacji tego wariantu od innych gatunkoéw ptactwa
domowego, uzasadnione wydaje si¢ postawienie pytania o faktyczng role wariantow PPMV-1
w epidemiologii u ptakoéw innych niz golebie. Szczesliwie od czasu wygaszenia ostatniego
ogniska choroby Newcastle (Newcastle Disease - ND), czyli od 1974 roku Polska jest krajem
wolnym od rzekomego pomoru drobiu. Zatem wyraznie wida¢, ze mimo wciaz istotnego w
patologii gatunku problemu, jakim jest infekcja wariantem PPMV-1, golebie nie odgrywaja
praktycznej roli w transmisji wirusa do populacji drobiu w naszym kraju.

Historycznie wrazliwo$¢ gotebi na zakazenie wirusem rzekomego pomoru drobiu
poznano od momentu pojawienia si¢ tej choroby w Europie. W przesztosci w diagnostyce
gotebi uzywano do réznicowania dwoch waznych pomorowych chorob kur — klasycznego
(Pestis gallinarum) i rzekomego pomoru (Pseudopestis gallinarum). Golegbie byly oporne na
infekcje wirusem influenzy i wrazliwe na zakazenie paramyksowirusem rzekomego pomoru.
Zawsze tez, przy kazdej panzoocji ND u kur opisywano rowniez przypadki zakazen u gotebi.

Pojawienie si¢ aktualnie trwajacej panzootii PPMV-1 bylo najwigksza katastrofa
zdrowotng w znanej historii kolumbopatologii. Szacuje si¢, ze choroba zmniejszyta populacje
najcenniejszych golebi hodowlanych w Europie w okresie 1981 - 1985 o polowg.

Wprowadzenie szczepien przeciwko paramyksowirozie stopniowo ograniczylo straty, jednak
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wciaz choroba stanowi istotny problem zwlaszcza dla mtodych gotebi. Przypomnie¢ nalezy, ze
obowigzek szczepienia golebi pocztowych bioragcych udziat w lotach przeciwko
paramyksowirozie wynika wprost z uchwaty Zarzadu Glownego Polskiego Zwigzku
Hodowcoéw Golebi Pocztowych obowigzujacej od 2012 roku.

Generalna, zasadniczo pozytywna uwaga, jaka nasuwa si¢ po lekturze recenzowanej
pracy doktorskiej Pani lek. wet. Moniki Olszewskiej-Tomczyk jest taka iz, doktorantka
wykazala si¢ niespotykanie rozleglym wysoce wyspecjalizowanym warsztatem badawczym.

Jest oczywiste, iz osobiscie, wybor tematu pracy doktorskiej uwazam, za cenny i
potrzebny zwlaszcza w aspekcie aktualnej sytuacji epidemiologicznej w populacji gotebi w
kraju. Niewatpliwie podjecie tak szeroko zakrojonych badan nad rzekomym pomorem drobiu,
byto mozliwe dzigki wieloletnim pracom realizowanym od poczatku swojego istnienia, czyli
od roku 1945, przez Zaktad Chordb Drobiu, Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego —
Panstwowego Instytutu Badawczego, ktory byt bezposrednim nastgpca utworzonego w r. 1942
Pododdziatu Chorob Drobiu (Gefliigelgesundheitsdienst) zorganizowanego na wzor niemiecki
na polecenie okupanta w czasie Il wojny §wiatowej, wtasnie do zwalczania rzekomego pomoru
drobiu. Miescit sie on w Wydziale Weterynarii Instytutu Naukowego Gospodarstwa
Wiejskiego w Putawach i byt kierowany przez przysztego doc. dr Antoniego Teklinskiego,
wowczas lekarza weterynarii (Borzemska W.B. (Red.) Historia aviopatologii polskiej w latach
1942 -2001. Wyd. SGGW, Warszawa, 2002).

Bez watpienia zakazenie wariantem got¢biego wirusa rzekomego pomoru drobiu jest
jednym z potencjalnych probleméw zdrowotnych, dla intensywnej produkcji drobiarskiej i
jednym z niezwykle istotnych probleméow dla hodowli gotebi, stad waznos¢ podjetych przez
Panig Doktor badan.

Ocena pracy doktorskiej

Przedstawiona do oceny praca doktorska ,,Ocena wrazliwosci roznych gatunkow drobiu
na zakazenie wariantem gotebim wirusa choroby Newcastle” zostala wykonana w Zaktadzie
Choréb Drobiu Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu
Badawczego w Putawach pod kierunkiem prof. dr hab. Zenona Minty. Odnotowac nalezy, ze o
wysoki poziom merytoryczny rozprawy dbat takze dr hab. Krzysztof Smietanka, prof. nadzw.
PIWet — promotor pomocniczy.

Dysertacja posiada uktad typowy dla opracowan na stopien naukowy i zawarta jest na
130 stronach uwzgledniajacych 23 tabele, 21 rycin (w tym 7 kolorowych fotografii klinicznych
i opisujacych zmiany mikroskopowe) oraz podzielona jest na nastgpujace rozdziaty: wstep, cel,

materiat i metody, przebieg do§wiadczen wyniki, omowienie wynikéw i dyskusja, wnioski,
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streszczenie, summary oraz pismiennictwo.

Szata edytorska ocenianej rozprawy jest staranna i estetyczna, zawiera ona dobrej
jakosci oryginalne fotografie zar6wno makro jak i mikroskopowe. Ogdlne wrazenie z lektury
dysertacji jest, mimo bardzo licznych usterek redakcyjnych, pozytywne i mozna stwierdzic, ze
recenzowana praca doktorska Pani lek. wet. Moniki Olszewskiej-Tomczyk napisana jest
poprawnym jezykiem, spelnia wymogi merytoryczne i formalne stawiane opracowaniom na
stopien naukowy doktora. Bardzo bogate i prawidlowo uzywane w teks$cie opracowania
nazewnictwo fachowe $wiadczy 0 dobrym przygotowaniu merytorycznym Doktorantki.
Dotyczy to szczegodlnie czesci poswigconej badaniom eksperymentalnym na ptakach i analizie
uzyskanych wynikow badan histopatologicznych. Na korzys¢ Doktorantki przemawia i to, ze
stara si¢ przyblizy¢ zrozumienie wykonywanych badan opisujac krotko i przystepnie zasady
stosowanych metodyk. Oczywiscie w tak obszernym i obejmujacym wiele bardzo
specjalistycznych obszaré6w opracowaniu trudno nie popenié¢ niescisto$ci i niezrecznoSci
jezykowych, ktore zaznaczono w tekscie. Jako przyktad mozna podaé¢ zdanie ,jedno z
najwiekszych zagrozen dla hodowli ptactwa domowego”, ktoére brzmi archaiczne, moim
zdaniem winno ono brzmie¢ ,,jedno z najwigkszych zagrozen dla chowu drobiu”. Niewlasciwe
jest okreslenie ,.Jednodniowych kurczqt SPF”. Jednodniowe moga by¢ tylko piskleta kurze
SPF. Ponadto bardzo liczne literéwki zaznaczono w tekscie pracy.

Cytowane w pracy doktorskiej, wydawaloby si¢ bardzo obszerne, pisSmiennictwo
zamykajace si¢ liczbg 169 publikacji jest w istocie wyborem wyselekcjonowanych pozycji
literaturowych poswieconych PPMV-1. Doboér pismiennictwa wskazuje na dojrzato$¢ naukowsg
i umiejetnos¢ wyboru bardzo bogatej w zakresie rzekomego pomoru drobiu literatury
zrodlowej. Podkresli¢ nalezy, ze Autorka rownie starannie wyselekcjonowata pozycje
pismiennictwa krajowego wybierajac 18 najbardziej reprezentatywnych prac. W tej liczbie
wszystkie najwazniejsze prace z tego zakresu wykonane pod kierunkiem Profesora Krzysztofa
Smietanki w latach 2006 -2014. Nie unikneta jednak pomytek, wielokrotnie powotujac sie w
tekScie pracy na publikacje nieujete w spisie pismiennictwa. Wydaje sig¢, ze praktyczniej byloby
wylaczy¢ z zestawu cytowanego piSmiennictwa akty prawne (pozycje: 24,108,109,110,129).
Autorka podaje, ze ,, ND u drobiu podlega obowigzkowi zglaszania i zwalczania w krajach OIE
(OIE 2013) ,,, (str. 12, wiersz 7) zas w bibliografii jest ta pozycja opisana, pod numerem 110
jako ,,OIE”. Podanie numeru w tekscie utatwitoby odszukanie tego cytatu.

Z obowiazku recenzenta, omawiajac liste publikacji odnotuje, ze Autorka z trudnych do
zrozumienia przyczyn, nie zdecydowata si¢ na jednolity styl cytowania poszczegdlnych pozycji

pismiennictwa. W wigkszosci z nich niezbgdne sg korekty redakcyjne. Poprawienia wymaga
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roOwniez cytowanie rozdziatu z podrgcznika ,,Choroby drobiu” pod redakcja Profesora Michata
Mazurkiewicza (pozycja 97 w zestawieniu), winno mie¢ ono forme przyjeta dla cytowan
rozdzialow w monografiach. Oczywista pomylka redakcyjng wydaje si¢ by¢ z kolei znajdujacy
si¢ w pozycji 134 cytat z podrecznika ,,Avian immunology”.

Opiniowang prace doktorskg rozpoczyna obszerny wstep, obejmujacy 22 strony,
wprowadzajacy czytelnika w problematyke zwigzang z przebiegiem zakazenia wariantem
gotebim wirusa choroby Newcastle. Doktorantka w 17 podrozdziatach omawia w syntetycznej
formie calo$¢ problematyki poczynajac od historii choroby poprzez jej epidemiologi¢ |
zwalczanie. Po krotkim wprowadzeniu terminologicznym Pani Doktor przedstawia histori¢
wystepowania wariantu golebiego wirusa rzekomego pomoru drobiu w populacji golebi na
$wiecie i w Polsce. Jak pisze, cytujgc dr Denisa Alexandra (2011) ,,nalezy odnotowad, ze liczba
ognisk zglaszanych w poszczegolnych krajach nie oddaje w pelni rzeczywistej sytuacji
epidemiologicznej zakazen wirusem PPMV-1 w populacji golebi, poniewaz rozpoznanie
stawiane jest wylgcznie na podstawie przebiegu klinicznego”. Przy tej okazji nalezy tez
odnotowac, ze przy wykonywaniu zestawien dotyczacych chordb gotebi w naszym Kraju, po
roku 2005, w opisach pojawia si¢ okre$lenie ,,niezdiagnozowane zaburzenia ze stronu uktadu
nerwowego”, ktore czgsciej wystepowaty w okresie maja - pazdziernika. Co oczywiscie jest
krypto opisem paramyksowirozy. W podrozdziale 1.3. Autorka podaje nieliczne opisy
naturalnych zakazenh PPMV-1 u drobiu. Ostatni z tych przypadkow opisano w roku 2006 w
Estonii. Czytelnikowi niezajmujagcemu si¢ na co dzien wirusologiga w kilku podrozdziatach
przypomina budowe APMV-1. Dla zrozumienia wykonanych przez Doktorantke badan
szczegoblnie przydatne sg podrozdziaty 1.8. (molekularne podstawy zjadliwosci) oraz 1.9. (cykl
replikacyjny). Podrozdziat 1.10. — odpowiedZ immunologiczna, jest bardzo lapidarny i
obejmuje opis zjawisk odpornosciowych w przebiegu ND u kur, bowiem brak jest tych
informacji w odniesieniu do gotegbi. Jako patolog dos¢ dobrze oceniam napisany przez Panig
Doktor fragment wstepu poswiecony obrazowi Klinicznemu i zmianom sekcyjnym i
histopatologicznym w przebiegu zakazen PPMV-1. W dalszych podrozdziatach: wstepu,
podrozdziat 1.14 sumuje wiedz¢ Doktorantki o diagnostyce zakazen PPMV-1 i podrozdziat
1.15 mowiacy 0 zapobieganiu ND u golebi, ktory jednak nie opisuje wystarczajaco stopnia
ztozonoéci immunoprofilaktyki tej jednostki. Trudno nie zgodzi¢ si¢ ze stanowiskiem
zawartym w tej cze$ci opracowania, ze nie istniejg obecnie terapeutyki, ktore pozwalatyby
przyczynowo leczy¢ rzekomy pomor drobiu o gotebi. Jest to oczywiscie najwigkszy problem i
wyzwanie, jakie stoi przed kolumbopatologami, ktore to wyzwanie, mimo wielu prob i badan

nie zostalo pomyslnie rozwigzane. Dwa ostatnie podrozdzialy sa bardzo ciekawe bowiem
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interpretacja przepisy dotyczace algorytmu postepowania w przypadku wykrycia wirusa
PPMV-1. Nalezy podkresli¢, ze stwierdzenie klinicznej postaci ND u gotgbi nie zawsze
oznacza wstrzymanie eksportu drobiu, zatem nie powinno to by¢ przeszkoda przed zgtaszaniem
przypadkow choroby u golebi. Wiedzg na ten temat nalezy szeroko rozprzestrzenia¢ w
srodowisku hodowcow gotebi i lekarzy weterynarii, bowiem nie ulega watpliwosci, ze
konieczna jest rejestracja kazdego przypadku zakazenia golebi PPMV-1.

W mojej ocenie wstep jest zwiezta i poprawnie skomponowang czescig pracy, dobrze
wprowadzajacg czytajacego w calo$¢ zagadnien bedacych przedmiotem badan.

Cel badan (rozdziat 2) jest krotko i jasno sprecyzowany. Autorka stwierdza, ze
ambitnym zamierzeniem Jej pracy jest: ,ustalenie roli zakazen golebim wariantem
paramyksowirusa ptakow serotypu 1 w patologii drobiu”. Poniewaz tak og6lne sformutowanie
jest bardzo pojemne tresciowo Doktorantka sformutowata pie¢ szczegdétowych zadan ktorych
wykonanie spetni wczesniejsza deklaracj¢ czyli ustalenie roli PPMV-1 w patologii drobiu.
Zadania te to:

- Okreslenie wptywu 6 krotnego pasazowania przez organizm kur na zmiany w genomie oraz
zjadliwo$ci PPMV-1,

- Kliniczna ocena efektu zakazenia PPMV-1 na organizm kur, indykéw, gesi, przepiorek i
gotebi,

- Ocena poziomu i dlugos$ci trwania siewstwa oraz dystrybucji narzadowej wirusa PPMV-1,

- Ocena zmian histopatologicznych w zakazonych tkankach,

- Okre$lenie wptywu infekcji PPMV-1 na parametry odpowiedzi nieswoistej u kur i gotebi.

Trzeba zdecydowanie podkresli¢, ze kazdy z obszarow, ktore Doktorantka badata
wymagal przeprowadzenia pracochtonnych eksperymentow i 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 wyjatkowo wielowatkowa, opis badan wymagat podania
bardzo wielu protokotow, stad zasadne byto wydzielenie w rozdziale 3 dysertacji, opisujacym
material i metody zastosowane przez Doktorantke, trzech odrgbnych podrozdziatow. Opis
metod zastosowanych przy realizacji zadania badawczego majacego na celu okreslenie zmian
zachodzacych w genomie oraz patogennosci wirusa PPMV-1 w wyniku seryjnych pasazy przez
organizm kur SPF Autorka przedstawita w podrozdziale 3.1. Do badan modelowych uzyto
szczepu 332/05, ktéry zostat wyizolowany w roku 2005 od chorych gotebi z Wielkopolski i
charakteryzowat si¢ ICPI na poziomie 1,05 (wedlug badan z 2006 roku) I nastepujaca
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sekwencja - *?RRQKRF - w miejscu podzialu glikoproteiny FO. Doktorantka opisujac
przynaleznosc¢ szczepu 332/05/ do genogrupy 4b (typowych gotebich szczepdw wariantowych)
na postawie analizy filogenetycznej wykonanej przez Smietanke w 2007 roku, niestety w
cytowanym spisie publikacji praca ta nie jest uwzgledniona. Nie jest jednak wykluczone, ze
Autorka miata na mysli prace: ,,Phylogenetic studies of Polish APMV-1 strains”, Joint 13th
Annual Meetings of the National Laboratories for Al and ND of European Union Member
States, Stralsund, Germany, 23-25 May, 2007”. W puli szczepéw zbadanych przez Smietanke
i wsp.(139) znajdowat sie¢ izolat PPMV-1/PL/ARG, ktory wydawat sie by¢ zdecydowanie
bardziej patogeny (indeks ICPI wynoszacy 1.27) i posiadat identyczng budowe ,,cleavage site”.
Zaktadac nalezy, ze to wlasnie analiza genow P, L potwierdzata wybor izolatu 332/05 a nie
PPMV-1/PL/AR6 do wykonanych badan. Nastgpnie przedstawiony jest szczegblowy opis
pasazowania PPPMV-1 na kurcz¢gtach SPF oraz metody badan genetycznych -
konwencjonalnego testu reakcji polimeryzacji tancuchowej z odwrotng transkrypcja oraz
sekwencjonowanie tradycyjne i nowej generacji. W podrozdziale 3.2. Autorka podaje zasady
przeprowadzania oceny przebiegu klinicznego zakazen PPMV-1 (izolatem niepasazowanym i
po pasazach) u wybranych gatunkow drobiu z uwzglednieniem zmian anatomopatologicznych
i histopatologicznych oraz intensywnosci siewstwa i rozmieszczenia wirusa w tkankach. W tym
celu prowadzono codzienng obserwacj¢ kliniczng, a w 2, 4, 7, 10 i 14 dniu po zakazeniu od
wszystkich ptakow pobierano wymazy z jamy dziobowo-gardiowej oraz kloaki. Ponadto od
dwoch ptakow z kazdej grupy zakazonej (padtych, chorych lub zdrowych i poddanych
eutanazji, w zaleznosci od gatunku i przebiegu zakazenia) pobierano narzady: moézg, ptuca,
nerki, watrobe, $ledzion¢ i dwunastnice do badan real time RT-PCR i histopatologicznych.
Zakazenie ptakéw wirusem uzyskanym w nastepstwie pasazy na kurczetach zostato wykonane
w dokfadnie ten sam sposob. Dalej Doktorantka podaje bardzo szczegdtowy opis
wykonywanych badan molekularnych. Podanie opisu metod badan genetycznych w formie
tabel utatwia zapoznanie si¢ ze szczegdtami prowadzonych reakcji. Z zadowoleniem nalezy
podkresli¢ duzg troske Autorki o poprawnosé metodologiczng uzytych metod, byly one nie
tylko optymalizowane, ale i walidowane w celu okreslenia ich czuto$ci i specyficznosci.

Z powodu braku komercyjnie dostgpnych gotebi, indykow, gesi i przepiorek o statusie
wolnym od swoistych patogenéw Autorka musiata pokona¢ kilka putapek metodologicznych.
Dostepne sg krajowe wytyczne (Dolka B., Szeleszczuk P.: Opracowanie parametrow do oceny
zdrowia golebi pocztowych i ozdobnych przeznaczonych do wykorzystania w badaniach
eksperymentalnych. Mat. XIV Kongresu PTNW, Wroctaw, 13-15 09,2012, str. 407) podajace

wymogi, jakie powinny by¢ spelnione w tym zakresie. Jak wynika z opisu i dokumentacji
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fotograficznej uzyte w tym eksperymencie ptaki to gotebie ozdobne, bowiem utrzymanie
nieszczepionych przeciwko paramyksowirozie gotgbi pocztowych jest nierealne. Wyjasnienia
wymaga tez czy test ELISA (Idexx ND Ab, USA) jest przydatny do badania surowic gotebi?

Podrozdziat 3.3. opisuje zupelnie odmienny zakres badan od wczes$niej prowadzonych
i obejmuje ocene¢ wybranych parametrow odpowiedzi nieswoistej w trakcie infekcji PPMV-1 u
kurczat i golgbi. Autorka przeprowadzita oznaczenie transkrypcyjnej ekspresji cytokin
prozapalnych (IFNy, IL-1B, IL-6, IL-8) oraz czynnika hamujacego synteze cytokin (IL-10).
Oddzialywanie wirusa PPMV-1 ocenione na podstawie ekspresji cytokin na poziomie mRNA,
wskazuja na aktywacje wrodzonych komponentow odpowiedzi immunologicznej zaréwno u
gotebi 1 kur. W tym eksperymencie uzyto rocznych gotebi pocztowych. Nalezy podkresli¢, ze
opisany panel przeprowadzonych badan diagnostycznych u tych ptakow majacych wykluczy¢
zakazenia subkliniczne najwazniejszymi patogenami gotebi wykonano wedtug metodologii
opisanej przez Stenzla i wsp. (2012) — brak jest jednak tej publikacji w zestawie piSmiennictwa
— nie obejmuje on jednak oceny stopnia zakazenia ptakow chlamydiami. Infekcje tymi
patogenami sg powszechne i wykluczenie ich obecnosci przy badaniach nad opornos$cig jest
konieczne.

Nalezy podkresli¢, ze na przeprowadzenie wszystkich badan na zwierzetach Autorka
uzyskata zgode lokalnej komisji etycznej.

Rozdziat ,,Wyniki” jest najobszerniejszym fragmentem ocenianej pracy (32 strony) i
bardzo zr6znicowanym pod wzgledem formy, ale poprawnie prezentujacym dokonania
Doktorantki. Zgrupowanie wynikow w trzech podrozdziatach utatwia §ledzenie uzyskanych
danych. Pierwsze dwa podrozdziaty przedstawiaja informacje o zmianach w genomie oraz
patogennosci wirusa PPMV1 w wyniku seryjnych pasazy przez organizm kur SPF. W
pierwszym etapie pracy okreslono zmiany zachodzace w genomie oraz patogennosci wirusa
PPMV-1 w wyniku seryjnych pasazy przez organizm kur SPF. Autorka przeprowadzita szes$¢
pasazy uzyskujac wzrost patogennosci wyrazony wzrostem indeksu domoézgowej zjadliwosci
(ICPI) dla jednodniowych pisklat kurzych SPF. Warto$¢ indeksu ICPI wyniosta dla wirusa
niepasazowanego (izolat 332/05) 1,27, a dla pasazowanego 1,4. Na podstawie wynikoéw
otrzymanych metoda sekwencjonowania nast¢pnej generacji przeprowadzono analiz¢
wariantow wirusa przed 1 po pasazach. Stwierdzono mutacje prowadzace do zmiany
aminokwasu w 11 miejscach genomu wirusa pasazowanego. Nagromadzone zmiany
nukleotydowe zwtaszcza w obrebie czasteczki kompleksu replikacyjnego mogty wplynac¢ na
wzrost patogenno$ci W badaniu in vivo. Jest oryginalnym osiggnigciem Pani Dr Olszewskiej -

Tomczyk sporzadzenie mapy genowej izolatu 332/05/0 i 332/05/6, brak byto dotychczas takich
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danych w krajowym pi$miennictwic. W przeprowadzonych badaniach poréwnawczych
struktury materialu genetycznego izolatu wyjSciowego i wirusa po przeprowadzeniu szesciu
pasazy przez organizm kur stwierdzono 39 zmian nukleotydowych o charakterze mutacji
punktowych obecnych nie tylko w sekwencji kodujgcej wirusowe biatka, ale i w czesci
niekodujacej genomu. Niewatpliwe Doktorantka zgromadzita duzg ilos¢ oryginalnych
informacji, rzucajacych nowe $wiatlo na mechanizm wzrastania patogenno$ci PPMV-1
podczas pasazowania przez organizm wrazliwych kur. Przeniesienie wynikéw tych badan na
warunki terenowe, gdzie wickszo$¢ ptakéw posiada swoiste przeciwciata, moze by¢ jednak
trudne. W kolejnym etapie zakazono eksperymentalnie kury, indyki, przepiorki, gesi i gotebie
wirusem PPMV-1 niepasazowanym i pasazowanym. Prowadzono codzienng obserwacje
kliniczna, a w 2, 4, 7, 10 i 14 dniu po zakazeniu (d.p.i) od wszystkich ptakow pobierano
wymazy z jamy dziobowo-gardtowej oraz kloaki. Ponadto od dwoch ptakow z kazdej grupy
zakazonej (padtych, chorych lub zdrowych 1 poddanych eutanazji, w zalezno$ci od gatunku i
przebiegu zakazenia) pobierano narzady: mozg, pluca, nerki, watrobg, sledzione¢ i dwunastnice
do badan real time RT-PCR i histopatologicznych. Przeprowadzone badania potwierdzaja, ze
naturalnym gospodarzem dla wirusow PPMV-1 sa golebie, gdyz tylko u tego gatunku
stwierdzono wystgpowanie objawow klinicznych i §miertelno$ci, podczas gdy u pozostatych
badanych ptakow przebieg byt bezobjawowy, bez wzgledu na to czy wirus uzyty w
do$wiadczeniu byl wczesniej pasazowany, czy uzyty w formie natywnej. W odniesieniu do
poziomu replikacji i siewstwa mierzonego metoda real time RT-PCR wykazano roznice, ktore
byty dos¢ istotne. Dotyczy to w gltownej mierze indykow, u ktoérych wyzsze wartosci
stwierdzono w odniesieniu do wirusa pasazowanego. Podobne wyniki wykazano w przypadku
przepidrek 1 gesi, gdzie efektem zakazenia wirusem niepasazowanym odnotowano niewielkg
liczbe replikacji, podczas gdy w odniesieniu do wirusa pasazowanego material genetyczny
PPMV-1 byt wykrywalny od 4-14 d.p.i.

Jak wynika z danych sumarycznych zestawionych w tabeli 18, tylko gotgbie
wykazywaty objawy kliniczne po infekcji wirusem wyjsciowym, jak 1 pasazowanym. Wsrod
objawow klinicznych Pani Doktor obserwowata ,,objawy nerwowe w postaci drzen skrzydel i
zaburzen koordynacji ruchowej oraz lekkiej wodnistej biegunki”. Jest raczej pewne, ze w tym
przypadku wystapit wielomocz (poliuria) (w przebiegu paramyksowirozy nie stwierdza si¢
bowiem znaczacych zmian w jelitach).

W tym miejscu pracy pojawia si¢ bardzo interesujgca informacja o wynikach badan nad
poziomem i dlugoscig siewstwa u poszczegdlnych gatunkow ptakow zakazeniu wirusem

332/05/0 1 332/05/6 oraz rozmieszczenie wirusa w narzadach. Jest ciekawe , ze nie wykazano
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siewstwa w probkach pochodzacych od kurczat kontaktowych umieszczonych w klatce z
ptakami zakazonymi wirusem 332/05/6. Jak wiele roznorodnych obserwacji przeprowadzita
doktorantka moze potwierdzaé¢ stojacy na wysokim poziomie rozdzial po§wigcony zmianom
histopatologicznym. Zakres wykonanych badan i szczegdélowo$¢ profesjonalnego opisu
zastuguja na uznanie. Przeprowadzona przez doktorantk¢ mikroskopowa analiza zmian
patomorfologicznych w zakazonych tkankach nie wykazata r6znic w zaleznosci od formy
wirusa uzytego w dos§wiadczeniu. Wykazano zwigkszony tropizm uzytego szczepu PPMV-1
do uktadu nerwowego, oddechowego oraz moczowego u gol¢bi oraz pneumotropizm i
nefrotropizm do organizmu kur i indykow. Jest rowniez ciekawe, ze zmiany sekcyjne u gotebi,
ktore obejmowaty zmiane¢ konsystencji tkanki ptucnej na miejscowo wtoknistg z niewielkimi
ogniskami zwatrobienia oraz obecno$¢ ztogéw widknika na powierzchni tkanki ptucnej oraz w
trzustce ogniska pasmowatych przekrwien byly przez recenzenta obserwowane u mitodych
golebi padtych z powodu paramyksowirozy. Zwtlaszcza typowe i niekiedy zdecydowanie
bardziej nasilone byly zmiany w trzustce.

Zupehie inny obszar wiedzy obejmuje podrozdziat 4.3. sumujacy wyniki analiz
ekspresji cytokin na poziomie transkrypcyjnym w wybranych narzadach kurczat i got¢bi po
zakazeniu PPMV-1. Autorka wykazata odmienny profil ekspresji wszystkich badanych cytokin
w poszczeg6Olnych narzadach zakazonych gotebi wzgledem grupy kontrolnej oraz kurczat w
tym samym ukladzie doswiadczalnym, ktory moze wyjasni¢ zakres i1 charakter zmian
patologicznych stwierdzanych w badaniu mikroskopowym. Jest to bardzo nowatorska i w
cze¢sci oryginalna czg$¢ dysertaci.

Rozdziat piagty ,,Omowienie wynikoéw i dyskusja” to proba oceny wilasnych badan
Autorki na tle literatury $wiatowej. Cytujgc dane piSmiennictwa Autorka stara si¢ odnie$¢
uzyskane wyniki badan wiasnych do rezultatow innych autorow. W kilku punktach podkresla
oryginalnos¢ podjetych przez siebie tematow. Generalnie mozna stwierdzi¢, ze poza drobnymi
(cho¢ nie powinny si¢ one zdarzy¢) usterkami (brak w zestawieniu cytowanych prac)
Doktorantka sprawnie konfrontuje wtasne wyniki badan wykazujac si¢ sporg wiedza na temat
dotychczas wykonanych prac. Mozna odnie$¢ wrazenie, ze podobne prace byty realizowane w
tym samy czasie co badania doktorantki co dodatkowo wskazuje na ich aktualnos¢.

Rozdziat ,,Wnioski” — ten bardzo istotny element pracy doktorskiej, jest bardzo czgsto
krytykowany przez recenzentéw, cho¢ w przypadku wnioskow wyciagnigtych przez Panig lek.
wet. Monike Olszewskg -Tomczyk mozna stwierdzi¢, ze sg one klasycznie akademickie i
zasadniczo poprawne! Uzyskane wyniki badan oraz ich analiza upowaznity Autorke do

wyciggniecia, az szesciu wnioskow powigzanych z celami, jakie doktorantka postawita sobie
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do rozwigzania rozpoczynajac badania.

Whiosek pierwszy informuje czytelnika, ze ,,Pasazowanie szczepu PPMV-1 prowadzi
do zwigkszonej zjadliwosci wirusa, wyrazonej wzrostem indeksu domozgowej zjadliwosci dla
jednodniowych kurzych piskigt SPF . Wniosek ten potwierdza dane innych autoréw, bowiem
juz ponad 30 lat temu stwierdzono t¢ prawidtowos¢. Molekularny mechanizm nabywania
zjadliwosci wirusow PPMV-1 dla drobiu grzebigcego na skutek kilkukrotnego pasazu zostat
opisany przed kilku laty jako pojawienie si¢ mutacji punktowych w obrebie gendow
odpowiedzialnych za kodowanie bialek biorgcych udzial w replikacji, ale w badaniach
Doktorantki uzyskal mocne potwierdzenie.

Whiosek drugi stwierdza, ze ,,Na podstawie analizy form wariantowych wirusa
(,,quasispecies”’) po pasazach stwierdzono zmiany nukleotydowe w obrebie czgsteczki
rybonukleokapsydu (RNP), ktore mogq by¢ odpowiedzialne za podwyzszong wirulencje. Jak
podkresla sama Autorka dalszego wyjasnienia wymaga sprawdzenie czy i w jakim stopniu
stwierdzone zmiany wplywajg na stwierdzony wzrost zjadliwos$ci. Jest istotng wartos$cig pracy
doktorskiej Pani Dr Moniki Olszewskiej-Tomczyk, ze probowata odpowiedzie¢ na to pytanie
w serii bardzo pracochtonnych i warsztatowo trudnych doswiadczen in vivo, jak i w
poglebionych badaniach molekularnych. Whniosek ten opisuje wazne osiggni¢cie Doktorantki
bowiem w dotychczasowych badaniach nie podejmowano eksperymentalnego zakazenia gotebi
szczepami PPMV-1 w formie natywnej i 0 zwigkszonej wirulencji po pasazach przez organizm
kur.

Whniosek podsumowujacy badania w zakresie eksperymentalnego zakazania Kur,
indykow, przepiorek, gesi i gotgbi wirusem PPMV-1 niepasazowanym 1 pasazowanym
(wniosek trzeci) stwierdza, ze : ,,.Biorgc pod uwage charakter wystepujgcych objawow
klinicznych oraz zmian anatomopatologicznych w przebiegu eksperymentalnego zakazenia
szczepem PPMV-1/332/05 u kur, indykow, gesi i przepiorek mozna stwierdzi¢ duzg opornosé
wrodzong na zakazenie PPMV-1 tych gatunkow ptakow”. To stwierdzenie koresponduje z
wynikami badan innych autorow ktére potwierdzaja, ze ryzyko wywotania objawow
klinicznych i upadkdw po zakazeniu drogami zblizonymi do naturalnych
(donosowo/dospojowkowo) PPMV-1 ptakéw starszych niz trzy tygodniowe jest niewielkie.

Ciekawy i w pelni oryginalny jest wniosek czwarty w ktorym Autorka stwierdza, ze:
W eksperymentalnym zakazeniu indykow, przepiorek i gesi wirusem uzyskanym po pasazach
na kurach wykazano zwigkszenie efektywnosci replikacji patogenu, co wskazuje na wWzrost
potencjatu adaptacji.” Na podstawie wynikow przeprowadzonych w tym zakresie badan w

oparciu o nastgpujace kryteria: objawy kliniczne (manifestacja kliniczna?) czas trwania i
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stopien siewstwa z jamy dziobowo-gardtowej i kloaki , rozmieszczenie i ilo§¢ wirusa w roznych
narzadach oraz przekazywanie zakazen do ptakow kontaktowych wyrazajace efektywnos¢
transmisji Autorka podzielita badane gatunki ptakéw na trzy grupy:

I. Golebie — silnie wyrazone objawy kliniczne, $miertelnos$¢, wysoki stopien replikacji wirusa
w narzadach, transmisja wirusa do ptakow (gotebi) kontaktowych;

I1. Kury i indyki — brak objawow Klinicznych i $miertelnosci, niewielkiego stopnia replikacja
wirusa w narzadach i transmisja wirusa do ptakow kontaktowych

I11. Przepiorki i gesi - brak objawow Klinicznych i smiertelnosci, jednak wykazana replikacja
wirusa w tkankach oraz brak transmisji wirusa do ptakow kontaktowych.

Jest to jeden z najbardziej cennych wnioskow (dobrze udokumentowanych) wynikajacych z
przeprowadzonych eksperymentow.

Dwa ostanie wnioski wynikajg z badan nad mechanizmami oporno$ci u zakazonych
PPMV-1 gotebi i kur. Autorka stwierdza, ze ,,Oddziatywanie wirusa PPMV-1 ocenione na
podstawie ekspresji cytokin na poziomie mRNA, wskazuje na aktywacje nieswoistych
komponentow odpowiedzi immunologicznej u golebi i kur (wniosek 5) oraz , ze (wniosek 6)
wZwiekszona aktywnos¢ makrofagowa w poszczegolnych narzgqdach, wykazana wzrostem
ekspresji transkrypcyjnej cytokin oraz badaniem histopatologicznym, moze prowadzi¢ do
zwigkszenia wrazliwosci na wtorne infekcje wirusowe oraz efektywnos¢ prowadzonych
szczepien.”

Badania obejmujace ten dzial immunologii zakazen PPMV-1 u ptakéw maja bardzo
wazne znaczenie i tylko kilka prac bylo im poswigcone. Podobne badania prowadzili
réwnolegle Dan Xiang i wsp. (2015) wskazujagc na potencjalne mozliwosci terapeutyczne,
stosowania moderatorow odpowiedzi nieswoistej. Badania w tym zakresie stwarzajg duze
potencjalne mozliwosci terapii zakazen wirusowych, nie tylko w medycynie, ale i weterynarii.
Wyniki prac eksperymentalnych zaprezentowane przez Doktorantke stanowig bardzo ciekawy
punkt wyjscia do dalszych badan w tym zakresie.

Po bardzo krytycznej analizie opracowania, z nadzieja, ze uwagi i sugestie pomoga
Autorce w poprawieniu dysertacji przy jej publikacji, stwierdzam, iz Pani lek. wet. Monika
Olszewska-Tomczyk 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 ogdlng wiedze teoretyczng Doktorantki, a tym samym w pekni spelnia

wymagania stawiane tego typu opracowaniom okre§lone w art.13 ust.1. Ustawy o stopniach
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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 calo§ciowym rozwazeniu wartoSci poznawczej recenzowanej dysertacji
zwracam si¢ z wnioskiem do Wysokiej Rady Naukowej Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach o dopuszczenie

Pani lek. wet. Moniki Olszewskiej-Tomczyk do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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