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RECENZJA

rozprawy doktorskiej lek. wet. lwony Kozyry

pt. ,,Molekularna charakterystyka zoonotycznych szczepow rotawirusa $win”

wykonanej pod kierunkiem naukowym dr hab. Artura Rzezutki, prof. nadzw. w Zakladzie
Wirusologii  Zywnosci i Srodowiska Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego —

Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach.

Podstawg formalng wykonania recenzji stanowi pismo Komisji Doktorskiej Rady
Naukowej z dnia 03.07.2017 r. (BRN-410/8/17), zgodnie z uchwata Rady Naukowej PIWet —
BIP w Putawach podjeta w dniu 26.09.2012 r.

Rotawirusy (RV) sa bardzo rozpowszechnione w populacjach czlowieka i réznych
gatunkOw zwierzat na catym $wiecie. Jako wirusy enteropatogenne wywoluja, zwlaszcza u
mtodych osobnikdéw, zaburzenia ze strony przewodu pokarmowego o réznym nasileniu,
mogace nawet konczy¢ si¢ Smiercia.

Zakazenia rotawirusowe moga powodowaé duze straty ekonomiczne w hodowli
trzody chlewnej, jak rowniez stanowig powazny problem epidemiologiczny u ludzi w skali
$wiata, z liczba ponad 140 mln zachorowan i 450 tys. zej$¢ $miertelnych rocznie.
Opracowanie 1 stosowanie w ostatniej dekadzie szczepionek, zwlaszcza u dzieci,
spowodowato poprawe tej sytuacji, ale generalna ocena wynikdw szczepien nie jest w pelni
zadowalajaca. Jedng z przyczyn trudnosci, czy niepowodzen immunoprofilaktycznych jest
specyficzna, segmentowa budowa genomu RV, ktéora powoduje duze zrdznicowanie
genotypowe oraz sprzyja znacznej zmiennosci w wyniku mutacji, a takze reasortacji, czyli

wymiany catych segmentow genomu miedzy szczepami RV danego gatunku zwierzat, czy



cztowieka. Zjawisko reasortacji moze réwniez zachodzi¢ migdzy szczepami ludzkimi i
zwierzecymi prowadzac do powstawania szczepdéw zoonotycznych. Wystepowanie oraz
molekularna charakterystyka zoonotycznych szczepow RV wystepujacych u §win i ludzi sg
jeszcze stabo poznane, zwilaszcza w naszym kraju, dlatego podjecie przez doktorantke tego
tematu nalezy uzna¢ za wlasciwe 1 bardzo aktualne, o duzym znaczeniu, zard6wno o
charakterze poznawczym, jak i mozliwym aplikacyjnym.
Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska liczy 205 stron wydruku komputerowego
1 ma uklad typowy dla tego typu opracowan, obejmujacy: Wstep, Cel pracy, Materiat i
metody, Wyniki, Dyskusje, Wnioski, Streszczenia w jezykach polskim i angielskim oraz
PiSmiennictwo. Wstep zostal poprzedzony wykazem uzywanych w tek$cie skrotow.
Dokumentacj¢ stanowi 20 tabel i 40 rycin, wkomponowanych w tekst rozprawy, na koncu
ktérej zamieszczono réwniez 29 zalacznikow.
W liczacym 17 stron ,,Wstegpie”, podzielonym na 9 podrozdziatow, doktorantka
omoOwita wystepowanie RV U zwierzat i1 czlowieka oraz ich znaczenie kliniczne,
epidemiologiczne i ekonomiczne. Przedstawita ich systematyke, budowe i cykl replikacyjny,
Zwracajac uwage na znaczenie zmiennosci, reasortacji i potencjat zoonotyczny szczepow
swinskich RV grupy A (RVA). Szczegélowo scharakteryzowala molekularng klasyfikacje
genotypow RVA oraz genotypy krazace w populacjach $win i ludzi. Wstep konczy
omowienie rodzajow 1 wlasciwosci szczepionek oraz schematow szczepien profilaktycznych
przeciw zakazeniom rotawirusowym u ludzi i §win w $§wiecie i w Polsce, ich zalet i wad oraz
wplywu szczepien na wystgpowanie zakazefn 1 zmienno$¢ profili genotypowych szczepow
RVA krazacych w populacji ludzi.
Cel, a wlasciwie cele pracy, ktorych doktorantka wymienia szes$¢, zostaty generalnie jasno

sformulowane 1 okreslity kolejno$¢ wykonywania badan, ktére obejmowaty:

- oceng¢ wystepowania zakazen RV w stadach §win w Polsce,

- identyfikacje genotypow G i P RVA $win na bazie analizy sekwencji nukleotydowych
kodujacych biatka VP71 VP4,

- poszukiwanie i ocen¢ rozpowszechnienia zoonotycznych szczepow RVA w krajowej
populacji $win,

- identyfikacje genotypéw RVA cztowieka z przypadkéow klinicznych w regionach, w
ktoérych stwierdzono u §win RVA o genotypie zoonotycznym,

- ocen¢ pokrewienstwa filogenetycznego miedzy szczepami RVA krazagcymi w

populacjach $win 1 ludzi w Polsce,



- okreslenie roli $win jako rezerwuaru RVA stanowiacych zagrozenie dla cztowieka.

W rozdziale ,Material i metody” doktorantka opisata wykorzystywane materiaty
odniesienia, liczby i procedury pobierania probek katu od swin i ludzi, szczegétowe metodyki
wykonania testu ELISA do wykrywania antygenu RVA $§win i cztowieka oraz amplifikacji
genéw kodujacych biatka strukturalne i niestrukturalne RVA. Szczegdtowo przedstawita
rowniez procedury analizy sekwencyjnej, izolacji szczepéw RVA $§win w hodowli
komorkowej, okre§lania zgodnos$ci sekwencji nukleotydowych oraz pokrewienstwa
filogenetycznego szczepow RVA $win i1 czlowieka, a takze identyfikacji potencjalnie
zoonotycznych i zoonotycznych szczepéw RVA. Rozdziat ten konczy opis zastosowanych
metod i programéw statystycznych.

Wyjatkowo obszerny, bo liczacy az 50 stron rozdziat ,,Wyniki” obejmuje opisowa
prezentacj¢ uzyskanych wynikow, kolejno w podrozdziatach zgodnych z przyjetymi celami
badawczymi. Opis bardzo licznych wynikéw zostat starannie udokumentowany w postaci 20
tabel i 40 rycin umieszczonych w tekscie rozprawy oraz uzupetlniony dalszymi licznymi
tabelami na koncu rozprawy, przedstawiajacymi Szczegdélowe wyniki badan zakazen RVA u
swin w Polsce w poszczegdlnych grupach wiekowych i wojewodztwach (Zat. 1-9) oraz
wartosci podobienstwa pomigdzy sekwencjami nukleotydowymi szczepdw RVA $win i
cztowieka pochodzacych z roznych wojewodztw (Zat. 10-29).

W liczacym 12 stron rozdziale ,,Dyskusja” doktorantka, moze w sposéb zbyt
syntetyczny, dokonata zaré6wno analitycznej, jak i krytycznej oceny wynikéw uzyskanych w
badaniach wlasnych, w porownaniu do wynikéw badan innych autorow. Rozdziat ten stanowi
pewne podsumowanie oraz dowdd bardzo dobrej znajomosci badanej problematyki,
prowadzenia naukowej dyskusji w konteks$cie licznych badan realizowanych w innych
krajach, jak rowniez umiejetnosci wyboru odpowiednich pozycji piSmiennictwa.

Rozprawe konczy 8 syntetycznych wnioskow, ktore dowodza osiggniecia
zaplanowanych celow badawczych. Po wnioskach zamieszczono dwa streszczenia — w
jezykach polskim i angielskim oraz obszerny wykaz 214 odpowiednio dobranych pozycji
pismiennictwa, w wigkszos$ci najnowszego zagranicznego oraz nielicznego krajowego.

Badania przeprowadzone przez doktorantke w ramach recenzowane] rozprawy -
wielowatkowe, bardzo obszerne oraz praco— i czasochlonne umozliwily uzyskanie szeregu
interesujacych, cennych i oryginalnych wynikéw, ktéore w znacznym stopniu poszerzyly
dotychczasowg wiedz¢ w zakresie epidemiologii zakazen rotawirusowych w populacjach

swin 1 ludzi, ze szczegdlnym uwzglednieniem elementow zoonotycznych. Wyniki te sg



wartosciowe zarowno w aspekcie poznawczym, jak réwniez aplikacyjnym, umozliwiajagcym
poprawe w zakresie profilaktyki ogdlnej oraz immunoprofilaktyki swoiste;.

Badania potwierdzity powszechne wystgpowanie zakazen RVA w krajowej populacji
Swin oraz wyzsza ich prewalencje u zwierzat mtodych. Wykazano, ze u §win w Polsce,
podobnie jak w innych krajach, dominujg szczepy RVA o genotypach G5 i P[6], natomiast u
ludzi G1 i P[8]. Stwierdzono natomiast znacznie wigksze rozprzestrzenienie genotypow G1 i
P[13], rzadko wykrywanych u $§win w innych regionach $wiata.

Do szczegolnych osiagnig¢ doktorantki w wyniku realizacji tych badan nalezy
zaliczy¢ wykazanie zmian struktury genotypéw P RVA §win uznanych za dominujgce w
Polsce, ktora nastgpita w ostatnich 15 latach, jak réwniez identyfikacja po raz pierwszy u
$win w Polsce bydlecego reasortanta RVA o genotypie G6, dotychczas rzadko wykrywanego
w $wiecie, a takze szczepow o genotypach P[34] i P[14] taczonych dotychczas z zakazeniami
przezuwaczy 1 krolikow. Zaobserwowano ponadto regionalne zréznicowanie wystepowania
genotypow RVA u $win w Polsce. Waznym odkryciem byto zidentyfikowanie nowych
szczepoéw o genotypach G1P[8], G5P[34] i G9P[34], dotychczas nie stwierdzanych u trzody
chlewnej. Z epidemiologicznego punktu widzenia istotne bylo potwierdzenie duzej
zmienno$ci oraz wystgpowanie zjawiska reasortacji pomig¢dzy szczepami RVA $win i
cztowieka, czego dowodem bylo wykrycie zoonotycznych czy potencjalnie zoonotycznych
szczepodw o genotypach G4P[6], G5P[6] oraz GOP[6].

Recenzowana rozprawa, z uwagi na tematyk¢ badawcza oraz metodologi¢ badan,
wnosi nowag jako$¢ do nauki i praktyki lekarsko-weterynaryjnej, zostata wykonana
metodycznie poprawnie, z zastosowaniem réznego typu metod i technik badawczych —
epidemiologicznych, immunoenzymatycznych, wirusologicznych i molekularnych, w tym
analiz sekwencyjnej i filogenetycznej, niekiedy trudnych do realizacji i interpretacji, a
uzyskane wyniki uzupetniajg wiedz¢ na temat wystepowania i rozprzestrzenienia zakazen
RVA u $win 1 ludzi w Polsce, molekularnej charakterystyki RVA §win oraz roli tego gatunku
zwierzat jako rezerwuaru RVA dla ludzi.

Szczegotowa analiza rozprawy ujawnita jednak pewne niedociagnigcia, roOwniez takie
o charakterze dyskusyjnym, ktore z pozycji recenzenta zobowigzany jestem przedstawic:

- Tytul rozprawy jest zawezony 1 sugeruje, ze dokonano jedynie molekularnej
charakterystyki zoonotycznych szczepéw RV $win, podczas gdy oceniono réwniez
wystepowanie zakazen RV w stadach §win w Polsce, dlatego tytut mozna byto poszerzy¢ o

ten element,



str. 9 1 13 — okreslenie ,,toksyna wirusowa” czy ,.enterotoksyna” dla biatka NSP4
wirusa nie wydaje si¢ wlasciwe — sugeruj¢ zmiang na ,,biatko NSP4 0 wlasciwosciach
enterotoksyny”,

str. 10 — wlasciwa nazwa to ,,Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego — Panstwowy
Zaktad Higieny” (patrz poz. pism. 126),

str. 17 i 101 — wystepuje niezgodnos¢ podanej liczby dotychczas zidentyfikowanych
genotypoéw P RVA — 37 czy 35 ?

str. 20 — szczepionki zawierajace szczepy RVA o genotypach najczesciej
stwierdzanych u §win to szczepionki wielowazne lub poliwalentne, a nie skojarzone,
ktore zawierajg antygeny roznych zarazkow (na str. 23 okres§lenie prawidiowe —
szczepionka pentawalentna),

str. 26 — stwierdzenie, ze probki przechowywano w temp. ponizej —18° C jest mato
precyzyjne,

str. 27 — dlaczego z woj. zachodniopomorskiego, o niskim pogltowiu $§win, pobrano
probki az z 19 ferm, skoro na str. 26 podano, ze liczba ferm objetych badaniami byta
proporcjonalna do pogtowia trzody chlewnej w danym wojewo6dztwie ?

w rozdziale ,,Wyniki” nalezato w sposob bardziej doktadny i czytelny przedstawié
rezultaty oceny wystepowania RV oraz rdznice migdzy powiatami, fermami i
zwierzetami bez objawow i z objawami biegunki, zgodnie z Tab. 11 2,

str. 38 — wykrywanie obecnosci antygenu RV w probkach katu nie jest badaniem
serologicznym (tytul Tab. 6), mimo ze w tescie ELISA sg wykorzystywane swoiste
przeciwciata. Tytul podrozdziatu 4.1 powinien brzmie¢ ,,Ocena prewalencji zakazen
RV’ bez stowa ,,Serologiczna”,

str. 48 oraz zal. 6 1 7 — stwierdzono pewne niezgodnosci w wyliczeniach
procentowych, ktore wymagatyby sprawdzenia przed oddaniem pracy do druku,

str. 91 — podano, ze w poszczegdlnych fermach odsetek $win zakazonych G9 RVA
wynosil od 19,3% do 42,8% - w wynikach zabraklo danych o wspodtczynnikach
zakazenia stad,

str. 100 — wniosek 6 — nalezaloby poda¢ do jakich genotypéw G nalezaty szczepy
RVA, a nie ze nalezaty do wszystkich genotypow, z wyjatkiem trzech,

istotnos¢ roznic nalezatoby zaznaczy¢ w tabelach,



- w pi$miennictwie wystepuja nieliczne usterki dotyczace skrotdw czasopism oraz
ujednolicenia prezentacji poszczegolnych pozycji. W przypadku podawania w tekscie
nazwisk autoré6w cytowanych prac nie ma potrzeby ich numeracji w spisie,

- w tekscie cytowanych jest 5 prac, ktorych brak w spisie — Jackowska i wsp. 2008 (str.
10), Wigcek 1 wsp. 2008 (str. 10), Gomez 1 wsp. 2014 (str. 91), Medici 1 wsp. 2008
(str. 93), Zeller i wsp. 2012 (str. 98). W spisie z kolei znajduje si¢ 1 praca, ktorej brak
w tekscie — Maes 1 wsp. 2009 (poz. 94). W cytowanej na str. 19 pracy Amimo i wsp.
2013 powinien by¢ rok 2015, a nie 2013, poniewaz praca ta dotyczy pin. Afryki, a nie
USA. W przypadku prac Parashar i wsp. 2006 i 2006a (poz. 138 i 140) powinno by¢
2006a i 2006b. Dla pracy Mathijnssens i wsp. 2008, cytowanej na str. 32 i 88,
powinno by¢ oznaczenie a czy b. W przypadku pracy Collins 2010, cytowanej na str.
89, powinno by¢ Collins i wsp. 2010.

- Sugeruj¢ zmiany niektorych okreslen:

e str. 8 — ,rozpowszechnione u cztowieka” na ,rrozpowszechnione w populacji
cztowieka”,

e str. 8 i dalsze — ,,infekcja” na ,,zakazenie”,

e str. 25 — ,,w krajowej populacji $win w Polsce” na ,,w krajowej populacji $win” lub
,,W populacji $win w Polsce”,

e str. 38 — ,,probek katow” na ,,probek katu”,

e str. 89 i inne — proponuje ujednolicenie zamiennie uzywanych zwrotow
»prewalencja zakazen RVA”, | czesto$¢ infekcji RVA”, ,,odsetek infekcji RVA”,

e wymieniajac wigkszg liczbg np. genotypoéw, czy wojewodztw nalezy uzywaé

liczby mnogiej np. genotypy 4,51 9, a nie genotyp 4,51 9.

Wyszczegdlnione uwagi o charakterze krytycznym, porzadkowym lub polemicznym
nie umniejszaja warto$ci recenzowanej rozprawy i nie wptywaja w istotny sposob na jej
pozytywna, bardzo wysoka oceng.

We wniosku koncowym stwierdzam, ze rozprawa doktorska pt. ,,Molekularna
charakterystyka zoonotycznych szczepéw rotawirusa $win” odpowiada warunkom
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 (Dz. U. 2003, Nr 65, poz. 595, z pozn.

zm.) i przedktadam Radzie Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego —



Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach wniosek o dopuszczenie lek. wet. Iwony

Kozyry do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. W jciecH Szweda



