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p-t. ,Molekularna charakterystyka zoonotycznych szczepéw rotawirusa §win”

Biegunki w okresie postnatalnym stanowig przyczyne znacznych strat
ekonomicznych, zwlaszcza w intensywnej hodowli zwierzat. Wigza si¢ one gltownie z
zaburzeniami gospodarki wodno-elektrolitowej, obnizeniem przyrostow masy ciata oraz
padni¢ciami oseskow i zwierzat w okresie odsadzeniowym. Wsrdd czynnikow zakaznych
odpowiedzialnych za wystgpowanie biegunek u mtodych zwierzat, a takze u dzieci istotng
rolg¢ odgrywaja wirusy nalezace do rodzaju Rotavirus, rodziny Reoviridae. Postepowanie w
zakazeniach rotawirusowych powinno uwzglednia¢ swoistg profilaktyke, ktéra w przypadku
trzody chlewnej realizowana jest poprzez immunizacj¢ prosigt oseskow lub szczepienie
cigzarnych loch w okresie okotoporodowym. Jednym z probleméw zwigzanych z profilaktyka
tych zakazen u zwierzat i ludzi jest wystgpowanie zarazkoOw w postaci wielu serotypow, a
takze zwigzana z segmentowang strukturg genomu rotawirusow zmienno$¢ genotypowa i
fenotypowa. Ponadto, styczno$¢ $wiata zwierzat i ludzi sprzyja tworzeniu hybrydowych
czastek zarazkoOw powstajacych w efekcie mieszania si¢ w zakazonych komorkach materiatu
genetycznego réznych gatunkow, analogicznie jak ma to miejsce w przypadku grypy.
Wytwarzane woéwczas zoonotyczne szczepy wirusOw cechujace si¢ zdolnoscig przekraczania
bariery miedzygatunkowej stanowia wazny problem z punktu widzenia diagnostyki, kliniki i
profilaktyki zakazen rotawirusowych. Uwzgledniajac te fakty podjecie przez Doktorantke
badan dotyczacych epidemiologii molekularnej zakazeh rotawirusowych $win oraz
charakterystyki zoonotycznych szczepéw rotawirusOw uwazam za aktualne i interesujace tak
z naukowego jak i praktycznego punktu widzenia. O wartosci tych badan przesgdza
dodatkowo skape piSmiennictwo z tego zakresu, tak swiatowe jak i krajowe.

Przedstawiona do recenzji praca ma posta¢ oprawionego maszynopisu liczacego 205
stron, w tym obszerng czg¢$¢ stanowig zatgczniki z wartosciami podobienstwa sekwencji
nukleotydowych szczepow zarazka pochodzacych od §win i ludzi. Rozprawa posiada forme i
uktad tekstu typowe dla prac doktorskich i zawiera standardowo wyodrebnione rozdziaty



facznie ze streszczeniem w jezyku polskim i angielskim. Czg$¢ dotyczaca metodyki badan
poprzedzona jest sprecyzowaniem celu pracy. Celem gléwnym byto okreslenie czgstosci
wystepowania zoonotycznych szczepéw RVA u $win. Realizacji tego celu stuzyto
zaplanowanie i wykonanie kilku zadan dodatkowych, w tym m.in. ocena wystepowania
zakazen rotawirusowych w stadach §win w Polsce oraz identyfikacja genotypéw G i P. Ta
cze$¢ koncepcji badawczej nie jest w pelni oryginalna, poniewaz analogiczne badania byly
juz wykonywane w warunkach krajowych, chociaz miaty miejsce w latach 90-tych ubieglego
wieku. Za stusznoscig ich realizacji moze natomiast przemawia¢ odniesienie do aktualnej
sytuacji epizootycznej zakazen rotawirusowych u swin, ktéra mogta ulec zmianie. Ponadto, w
pracy zaplanowano identyfikacje ludzkich szczepow rotawirusow pochodzacych z
przypadkow zakazen stwierdzanych w regionach kraju, w ktorych wykrywano szczepy
zarazka o genotypie wskazujagcym na potencjal zoonotyczny. Dodatkowo Autorka
zaplanowata dokonanie oceny pokrewienstwa filogenetycznego miedzy szczepami RVA §win
i cztowieka. Posrednim celem, odnoszacym si¢ do caloksztattu badan, byto okreslenie roli
$win jako rezerwuaru szczepoOw RVA 0 potencjale zoonotycznym. Te elementy koncepcji
badan nalezy uzna¢ za oryginalne.

Doktorantka uzyta do badan ogétem 920 prébek katu od §win zdrowych i chorujacych
z objawami biegunki, pochodzacych ze 131 ferm zlokalizowanych na terenie 107 powiatow,
w tym 804 probki pochodzity od zwierzat zdrowych, a 116 od chorych. Dodatkowo zbadano
166 probek katu dzieci i dorostych z potwierdzong infekcja rotawirusowsa, pobranych z
terenow w ktorych stwierdzano u $win szczepy RVA o potencjale zoonotycznym. Antygen
rotawirusowy w probkach kalu wykrywano testem ELISA natomiast identyfikacje
molekularng genotypow w probkach dodatnich 1 watpliwych przeprowadzano metoda RT-
PCR z uzyciem starterow komplementarnych do fragmentu 4 1 9 segmentu genomu wirusa,
kodujacych odpowiednio biatka VP4 (genotyp P) i VP7 (genotyp G). Dodatkowo produkty
amplifikacji genow kodujacych biatka VP7, VP4 i NSP4 poddawano sekwencjonowaniu w
celu dokonania analizy filogenetycznej. Metode izolacji wiruséw w hodowli komdrkowej
zastosowano tylko w odniesieniu do szczepow dla ktorych nie okreslono genotypu G lub P
oraz uznawanych Za zoonotyczne.

Biorgc pod uwage zasadniczy cel pracy najistotniejszym elementem badan bylo
okreslenie wzajemnej zgodnosci sekwencji nukleotydowej w obrebie genotypow G 1 P
szczepéw RVA izolowanych od $win 1 czlowieka oraz ocena pokrewienstwa
filogenetycznego miedzy nimi. Na tej podstawie dokonywano identyfikacji szczepow $win

potencjalnie zoonotycznych 1 zoonotycznych. Te¢ czg$¢ badan wykonywano przy uzyciu



specjalistycznych programow komputerowych. Uzyskiwane wyniki badan poddawano
analizie statystycznej.

Doktorantka wykazata obecnos¢ antygenu RV w 353 sposrdd 920 probek katu swin, tj.
srednio w 38% badanych probek, przy czym czesto$¢ wystepowania dodatnich wynikéw w
teScie ELISA byla wyraznie zréznicowana w poszczegolnych grupach wiekowych i byta
najwyzsza (do 58%) w grupie prosiat ssagcych w wieku 1-4 tyg.

Odnoszac si¢ do tej czgsci pracy mam watpliwosci, czy na podstawie wykazania
wylgcznie obecnosci antygenu RV w probkach katu mozna mowié, ze zwierzeta te byly
zakazone. Tutaj warto przywota¢ jedng z definicji zakazenia, ktéra moéwi m.in. o pobudzeniu
mechanizméw obronnych gospodarza, a tego w pracy nie badano. Warto takze przypomnie¢,
ze wiekszos¢ probek katu od $win pochodzita od zwierzat zdrowych. Ponadto, biorac pod
uwage wyniki wezesniejszych badan dotyczacych wystepowania zakazen rotawirusowych w
krajowych fermach trzody chlewnej (Winiarczyk i wsp. 1993), szkoda, ze Doktorantka nie
ustalita zaleznos$ci pomiedzy liczbg probek dodatnich w tescie ELISA a wielkos$cia poglowia
danego stada. Przypomng, ze wspomniane badania wykazaly wyrazng wprost proporcjonalng
zalezno$¢ pomigdzy liczba wynikow dodatnich i liczebno$cig stada. Uwazam, Ze byloby
interesujgce sprawdzenie czy i w jakim stopniu opisane w latach 90-tych zaleznosci ulegly
zmianie w warunkach wspotczesnej hodowli §win.

Produkty amplifikacji obydwu genow (VP7 1 VP4) uzyskano w przypadku 217 probek
katu na 377 dodatnich 1 watpliwych w tescie ELISA. W przypadku 77 probek uzyskano
produkt tylko dla jednego genu, natomiast w przypadku 83 probek nie uzyskano produktow
amplifikacji. Analizujac interpretacje tej cze$ci wynikOw warto zwrdocic uwage na
zrdznicowane wyniki reakcji RT-PCR 1 zapyta¢ dlaczego w wielu przypadkach nie
uzyskiwano produktow reakcji? Ponadto, zwraca uwage zroznicowanie w liczbie genotypow
G 1 P w poszczegdlnych wojewddztwach. Nalezy si¢ zastanowi¢ czym mozna wythumaczy¢
ten fenomen w odniesieniu do szczepoéw $winskich 1 ludzkich? Wprawdzie Autorka prébuje
thumaczy¢ to zjawisko w rozdziale ,,Dyskusja” na str. 93, ale jest ono mato przekonywujace.

Metoda sekwencjonowania obydwa genotypy (G 1 P) zidentyfikowano u 145
szczepow, w przypadku 72 izolatéw ustalono tylko genotyp G, a w przypadku 12 szczepdéw
tylko genotyp P. Ogotem w populacji §win w Polsce zidentyfikowano szczepy RV A nalezace
do 8 genotypow (G1-G6, G9, G11). Najwigksza liczba szczepow wykazywata obecnos¢
genotypow G5, G4 1 G3. Istotng zalezno$¢ wykazano pomigdzy wystgpowaniem genotypoéw

G u $win 1 wiekiem zwierzat.



Dokumentacja tej czgéci badan obejmuje m.in. ryc. 11, na ktorej diagramy
przedstawiaja odsetek okreslonych genotypéw G z uwzglednieniem liczby wykrytych
szczepoOw. Chee zwroci¢ uwage, ze dane na tej rycinie pozostajg w sprzecznosci z opisem
zamieszczonym na str. 43, odnoszacym sie¢ do odsetka genotypow GS5.

W przypadku genotypéw P dominowaty P6, P13 i P7. Lacznie w krajowej populacji
$win potwierdzono obecno$¢ 145 szczepéw RVA nalezacych do 33 potwierdzonych
genotypow GP. W przypadku 84 szczepow udato si¢ okresli¢ tylko jeden genotyp (G lub P).
Szczepy zoonotyczne nalezaty do genotypow G4P6, G5P6 1 GOP6.

Dokonujac molekularnej identyfikacji genotypéw RVA cztowieka uzyskano produkty
PCR dla obydwu genow (VP7 i VP4) w przypadku 160 sposrod 166 probek katu. Metoda
sekwencjonowania ustalono genotyp G i1 P dla 144 szczepow wirusa, w przypadku 12
szczepow ustalono tylko genotyp G, a w przypadku 4 tylko genotyp P. W przypadku
zoonotycznego szczepu G4P6 okreslono pelny genotyp. W tej czesci badan wykazano, ze
zachorowania u ludzi w Polsce wywotujg rotawirusy nalezace do 6 roznych genotypoéw G, tj.
G1-G4, G8 1 G9. Najwigcej szczepow nalezato do genotypu G1, G4 1 G9, a najmniej do G8.
Analogicznie jak w przypadku szczepow izolowanych od $win w przypadku szczepow
ludzkich takze stwierdzono zréznicowanie odno$nie liczby genotypoéw G i P wywolujacych
zachorowania w poszczegélnych wojewodztwach. W przypadku genotypow P wykazano, ze
zakazenia u ludzi wywolywaly szczepy nalezace do 4 genotypow, a najbardziej
rozpowszechniony byt genotyp P8 i1 P4. Wsérod szczepow ludzkich zidentyfikowano 144
szczepy nalezace do 8 genotypow GP oraz 16 szczepdéw dla ktorych okreslono tylko jeden
genotyp (G lub P).

W odniesieniu do szczepu zoonotycznego G4P6 potwierdzono terytorialng zalezno$é
pomiedzy wystgpowaniem zakazen u §win i u cztowieka. Analiza sekwencji nukleotydowe;j
szczepow o genotypie G1 wykazata wysokie podobienstwo sekwencji w przypadku szczepow
1izolowanych od $win oraz nieco nizsze w przypadku szczepdéw ludzkich. Niskie wzajemne
pokrewienstwo wykazano natomiast w poréwnawczej analizie sekwencji szczepow Gl
pochodzacych od $win i1 czlowieka. Odwrotng zalezno$§¢ wykazano w odniesieniu do
szczepow o genotypie G2. W przypadku szczepdéw $win o genotypie G3 wykazano duze
zroznicowanie genetyczne izolatow nalezacych do tego genotypu, natomiast szczepy ludzkie
majace ten sam genotyp cechowaty si¢ 100% podobienstwem sekwencji 1 wystepowaty na
terenie réznych wojewodztw. Nie wykazano takze pokrewiefistwa pomig¢dzy krajowymi
szczepami G3 izolowanymi od $win 1 czlowieka. Tym niemniej wyniki analizy

filogenetycznej wskazuja na obecno$¢ w krajowej populacji §win szczepdw o potencjale



zoonotycznym. Podobne zaleznosci jesli chodzi o podobienstwo sekwencji wykazano dla
szczepow o genotypie G4. W tej grupie wykazano ponadto obecno$¢ w krajowej populacji
$win szczepow zoonotycznych wywotujacych zachorowania u ludzi.

Wzajemne podobienstwo sekwencji pomig¢dzy szczepami G5 §win bylo zrdznicowane
(81-100%). W tej grupie szczepéw wykazano podobienstwo sekwencji do szczepow ludzkich
izolowanych na $wiecie, co wskazuje na ich potencjal zoonotyczny. Podobne zalezno$ci
wykazano w odniesieniu do szczepdw o genotypie G9.

Odnoszac si¢ do oceny pokrewienstwa RVA $§win i1 czlowieka na podstawie analizy
sekwencji genu kodujacego biatko VP4 wykazano, ze wsrod szczepdéw Swinskich o genotypie
P6 odnotowano najwicksza zmienno$¢ sekwencji nukleotydowej badanego fragmentu genu z
wahaniami podobiefistwa od 79-100%. W tej grupie wykazano jednak takze wysokie
podobienstwo do szczepow P6 izolowanych od ludzi, co $wiadczy o ich potencjale
zoonotycznym lub charakterze zoonotycznym.

Szczepy o genotypie P8 byly czesciej identyfikowane u ludzi niz u §win. Wzajemne
podobienstwo sekwencji szczepow ludzkich przekraczato 92%. Podobne podobienstwo
wykazywaly szczepy o genotypie P8 izolowane od $win i czlowieka. Analiza drzewa
filogenetycznego tych szczepow potwierdza zoonotyczny potencjat wirusow izolowanych od
$win. Badania molekularne pozostatych segmentéw szczepdw zoonotycznych G4P6,
kodujacych biatka strukturalne i niestrukturalne wykazaty, ze nalezag one do tych samych
genotypoéw z wyjatkiem segmentu 1, kodujacego biatko niestrukturalne NSP1.

Z przeprowadzonych badan Doktorantka wyciggneta 8 wnioskow. Analiza ich tresci
zmusza recenzenta do bardziej krytycznej oceny tej czesci pracy w poréwnaniu do
pozostatych rozdziatdéw. Wnioski 1 i 2 wynikajg wprawdzie z przeprowadzonych badan, ale w
zasadzie stanowig potwierdzenie wynikow wczesniejszych badan dotyczacych wystepowania
zakazen rotawirusowych w krajowych fermach trzody chlewnej. Wniosek 3 stanowi inng
forme¢ przedstawienia wynikow badan wlasnych. Wniosek 4 takze odnosi si¢ do wynikow
badan, przy czym czes$¢ interpretacyjna wniosku nie jest do konca przekonywujaca, 0 czym
jest mowa takze na str. 3 niniejszej oceny. Podobne zastrzezenia 0dnosza si¢ do wnioskéw 5,
6 1 7. Wniosek 8 sformutowany jest wlasciwie 1 wyplywa z przeprowadzonych badan oraz
analizy uzyskanych wynikéw. Podsumowujac ten fragment recenzji uwazam, ze Doktorantka
przyjeta niestuszne zatozenie, aby kazda cze$¢ badan ,,uhonorowac” odrebnym wnioskiem.
Mysle, ze nie ma takiej potrzeby, natomiast ograniczenie si¢ do najwazniejszych uogolnien,
formutowanych w oparciu o doglebng analiz¢ uzyskanych wynikéw badan, z reguly jest

korzystne dla recenzowanej rozprawy i jej potencjalnych czytelnikow.



7 obowiazku recenzenta zwracam takze uwage na strong redakcyjng pracy, do ktorej
nie mam wiekszych zastrzezen. Wyjatek to okreslenie ,upadki” w odniesieniu do padniec
zwierzat na str. 8. Ponadto, w tresci rozdziatu 4.6.3. na str. 54 Autorka pisze, ze szczepy O
genotypie G1P8 odpowiedzialne byly za 46% zachorowan. Z analizy ryc. 25 wynika, ze
warto$é liczbowa 46 odnosi sie do liczby szczepow o okreslonym genotypie, a nie odsetka
zachorowan.

Podsumowujac, uwazam ze recenzowana praca spelnia wymagania stawiane
rozprawom doktorskim. Zawiera precyzyjnie okreslone cele badawcze, realizowane
konsekwentnie poprzez wykonanie serii pracochtonnych eksperymentow angazujacych
nowoczesny warsztat metodyczny z zakresu wirusologii klasycznej i molekularnej. Do
oryginalnych osiagnigé Doktorantki nalezy zaliczy¢ dokonanie oceny rozpowszechnienia
zoonotycznych szczepoéw rotawirusow w krajowej populacji  swin, charakterystyke
genotypowa szczepow RVA izolowanych od ludzi oraz oceng pokrewienstwa
filogenetycznego szczepow zwierzecych i ludzkich, wskazujace na znaczenie swin jako
rezerwuaru szczepOw rotawirusow o potencjale zoonotycznym.

Whiosek koncowy

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani lek. wet. Iwony Kozyry p.t. “Molekularna
charakterystyka zoonotycznych szczepow rotawirusa Swin” odpowiada warunkom
okreslonym w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki i przedstawiam Wysokiej Radzie
Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego - Panstwowego Instytutu Badawczego w
Pulawach wniosek o dopuszczenie Pani lek. wet. Iwony Kozyry do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorac pod uwage aktualnos¢ problematyki badawcze] ujete] w
recenzowanej rozprawie doktorskiej, spojnos¢ koncepcyjng oraz rzetelnosc realizacji badan
wnosze do Wysokiej Rady Naukowej o wyroznienie ocenianej pracy doktorskiej stosowng

nagroda.
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