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Wstep

W subiektywnej ocenie autora recenzji w Polsce od dnia 08.08.2005 w powszechnej
swiadomosci spolecznej pojawila si¢ ,,ptasia grypa”, stanowigc przez ostanie kilkanascie lat
problem medialny, socjologiczny, ekonomiczny, epidemiologiczny, epizootyczny i w koncu
problem dla patologow drobiu. Po bardzo intensywnym, ale na szczescie krotkim okresie
wrzawy w Srodkach spolecznego przekazu, prowadzacym do wielu irracjonalnych zachowan
i kontrowersyjnych opinii, zainteresowanic mediow tym tematem szczesliwie zmniejszyto sie.
Dzis problem w mediach pojawia si¢ wraz z przypadkami nowych zachorowan u drobiu,
a ,,ptasia grypa” nie wplywa na zachowania obywateli, konsumentow.

Jak dotychczas, w ciagu ostatnich 23 lat w Polsce odnotowano 5 epizodéw zachorowan
na grype ptakow. Bylty to: epizod 1— 1995, indyki — LPAI H7N7, epizod II — 2006, ptaki dzikie
— HPAI H5N1; epizod 111 — 2007, drob — HPAI H5N1; epizod IV — 2013, dréb — LPAI HON2
1 ostatni epizod z przelomu lat 2016-2017 (pierwszy przypadek — ptaki dzikie — H5NS,
2 listopada 2016 i pierwsze ognisko — dréb - HSN8 — 2 grudnia 2016) (Smietanka K., Minta Z.:
Avian influenza in Poland. Acta Biochim Pol. 2014, 61, 453-457).



Pierwszy epizod byl spowodowany przez wirus podtypu H7N7 o niskiej zjadliwosci
(LPAIV) 1 wystapit krajowych stadach indykow, zwlaszcza na Warmii i Mazurach w roku 1995
(Minta Z., Bugajak P., Daniel A., Tomczyk G., Koncicki A.: Stan epidemiologiczny chordéb
wirusowych drobiu grzebigcego w Polsce. Materialy Konferencji Naukowej ,, Aktualny stan
epidemiologiczny i immunoprofilaktyki chordb drobiu”, Pulawy, 21-22.09.1995, 37). Byla to
gwaltownie rozprzestrzeniajgca si¢ epizootia obejmujaca wiele stad o zréznicowanym
przebiegu i stratach (kilka, kilkanascie procent). Zastosowano autoszczepionki.

Na wiosng 2006 roku, wykryto 64 przypadki HSN1 wirusa, glownie u tabedzi niemych,
w wiekszosci u ptakéw przetrzymywanych w wolierze w Toruniu (Minta Z., Smietanka K.,
Domanska-Blicharz K., Tomczyk G., Wijaszka T.. Wysoce zjadliwa grypa ptakéw HS5NI
u dzikich ptakow w Polsce — analiza pierwszych przypadkéw. Medycyna Weter. 2007, 63, 1349-
13352,

W grudniu 2007 roku, dziewig¢ ognisk wysoce zjadliwej grypy ptakow H5N1wykryto
u drobiu oraz jedno u dzikich ptakow trzymanych w niewoli. Ogniska w 2006 i 2007 roku byty
spowodowane przez genetycznie podobne, ale wyraznie odrozniajgce sie od siebie wirusy kladu
2.2 (Smietanka K., Minta Z., Domarska-Blicharz K., Tomczyk G., Wijaszka T., Zwigzek J.,
Batorczak Z., Bartoszewicz L Highly pathogenic avian influenza HSN1 cases in Poland in 2007.
Medycyna Weter. 2009, 65, 115-118). W aspekcie ekonomicznym oficjalny bilans (na dzien
11.02.2008) wystgpienia ,,ptasiej grypy” w Polsce, obejmujacy tylko koszty poniesione na
odszkodowania, uspienie ptakow, utylizacje i dezynfekcje wyniost ponad 12,2 min zt. Zostato
zlikwidowanych lgcznie ok. 939 tys. sztuk drobiu oraz ponad 3,9 mln sztuk jaj. Ogniska
choroby znajdowaly si¢ w wojewddztwach: mazowieckim (w powiatach plockim
1 zurominskim) oraz warminsko-mazurskim (w powiatach lidzbarskim, elblgskim
1 ostrodzkim). Z kolei wedlug wiceprezesa Krajowej Rady lzb Rolniczych, Wiadystawa
Piaseckiego, w wyniku ,,ptasiej grypy” cena drobiu w styczniu spadta o ok. 1 z¥/kg, co oznacza,
ze producenci drobiu stracili ok. 100-120 mln zi. Podobnej wysokosci straty poniosty takze
zaktady drobiarskie. Przytoczone dane wskazuja, ze znaczenie gospodarcze kazdego ogniska
HPALI jest bardzo duze.

Wiosng 2013 roku w zachodniej czgsel Polski u indykéw rzeznych stwierdzono ogniska
grypy ptakow HON2 o niskiej patogennosci. Chore ptaki wykazywaly zmniejszone spozycie
paszy 1 wody, objawy ze strony ukladu oddechowego i rézne (ale zwykle niskie) wskazniki
$miertelnosci (Smietanka K., Minta 7., Swicton E., Olszewska M., Jéwiak M., Domarska-
Blicharz K., Wyrostek K., Tomczyk G., Pikula A.: Avian influenza HIN2 subtype in Poland--

characterization of the isolates and evidence of concomitant infections. Avian Pathol. 2014, 43,
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427-436). Znaczenie tego epizodu pod wzgledem epizootycznym i ekonomicznym nie byto
duze, bowiem odnotowano jedynie 4 ogniska w roku 2013 i dwa w roku nastepnym, ale zebrany
material byl na tyle interesujgcy, ze naukowcy z Zakladu Choréb Drobiu Pafstwowego
Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach zdecydowali sig
na bardzo szczegolowe okreslenie molekularnych markeréw odpowiedzialnych za adaptacje
i patogenno$¢ tych szczepow dla drobiu. Tego trudnego zadania podjeta si¢ Pani mgr Edyta
Swieton w ramach ocenianej pracy doktorskie;j.

Ostatni, jak dotychczas najbardziej dotkliwy, epizod mial miejsce w latach 2016-2017. W
czasie jego trwania stwierdzono 38 ognisk u drobiu fermowego (17 u indykéw, 9 w stadach
gesi, 7 u kaczek i 5 u kur) (Smietanka K., Niemczuk K., Swieton E., Niemczuk P.: Wysoce
ziadliwa grypa ptakow podiypu HS w Europie i Polsce w latach 2016 i 2017 — aktualna
sytuacja, zwalczanie i ocena ryzyka. Zycie Weterynaryjne, 2017,92,481-485). Wirus H5Nx
krazy w europejskiej populacji ptakow dzikich i wywoluje ogniska u drobiu i ptakow
utrzymywanych, wydaje si¢ jednak, ze w pordéwnaniu z rokiem 2016 zagrozenie dla
europejskiego sektora drobiarskiego jest szcze$liwe mniejsze. Z bardzo wielu powodow
badania nad influenza ptakow sg zawsze bardzo celowe i zawsze bardzo potrzebne. Z duzym
uznaniem nalezy odnotowac, ze krajowe osiggnigcia w tym zakresie nie odbiegaja od badan
prowadzonych w wiodacych krajach unijnych, co ma szczegdlnie istotne znaczenie dla lidera
w produkcji drobiarskiej w EU, jakim od kilku lat jest Polska. Generalnie moge stwierdzié,
ze podjete przez doktorantkg¢ badania uwazam za ciekawe, potrzebne i oryginalne.

Generalna, bardzo pozytywna uwaga, jaka nasuwa si¢ po lekturze recenzowanej pracy
doktorskiej Pani mgr Edyty Swicton jest taka, iz Jej badania tworzg krajowa kladystyke wirusa
influenzy ptakow na najwyzszym europejskim poziomie. Osobiscie, wybdr tego tematu
uwazam za bardzo cenny i niezwykle potrzebny, zwlaszcza w aspekcie sytuacji epizootycznej
w kraju. Niewatpliwie podjecie tak szeroko zakrojonych badan w tym zakresie bylo mozliwe
dzigki wieloletnim pracom realizowanym od konca lat dziewigcdziesigtych przez Zaklad
Choréb Drobiu, Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego - Panstwowego Instytutu
Badawczego zapoczgtkowanym przez prof. dr hab. Zenona Mintg (bardzo wazna Konferencja
Naukowa pt. “Influenza ptakow”, Putawy, 20.10.2000) z wieloma sukcesami kontynuowana
przez promotora ocenianej rozprawy, dr hab. Krzysztofa Smietanke, prof. nadzw. PIWet.-PIB.
Bez watpienia influenza ptakow jest jednym z istotnych problemoéw zdrowotnych bez préby
opanowania, ktdrego intensywna produkcja drobiarska nie mogtaby sie rozwijaé, stad waznos¢

podjetych przez Panig Magister badan.



Ocena pracy doktorskiej

Przedstawiona do oceny praca doktorska ,,Ocena zmiennosci genetycznej oraz
patogennosci wirusa grypy ptakow podtypu HON2 u wybranych gatunkéw drobiu” zostala
wykonana w Zakladzie Chorob Drobiu Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego —
Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach pod kierunkiem dr hab. Krzysztofa
Smietanki, prof. nadzw. PIWet-PIB. Odnotowa¢ nalezy, ze o wysoki poziom merytoryczny
rozprawy dbala takze dr Joanna Krukowska-Sajewicz, promotor pomocniczy.

Dysertacja posiada uklad typowy dla opracowan na stopien naukowy i zawarta jest na
150 stronach uwzgledniajgcych 30 tabel, 26 rycin (w tym jedng kolorowsg rycing
przedstawiajgcg charakterystyczne objawy kliniczne u eksperymentalnie zakazonych indyczat)
1 podzielona jest na nast¢pujace rozdzialy: wstep, cel, material i metody, wyniki, omowienie
wynikow 1 dyskusja, wnioski, streszczenie, summary, pismiennictwo oraz zalaczniki
(4 bardzo szczegOlowe tabele). Szata edytorska ocenianej rozprawy jest staranna
1 estetyczna. Ogolne wrazenie z lektury dysertacji jest bardzo pozytywne i mozna z pelnym
przekonaniem stwierdzi¢, ze recenzowana praca doktorska Pani mgr Edyty Swieton napisana
Jest poprawnym jezykiem, spelnia wymogi merytoryczne i formalne stawiane opracowaniom
na stopieft naukowy doktora. Nie mam zadnych zastrzezen do strony redakcyjnej opracowania.
Bardzo bogate i prawidlowo uzywane w tekécie rozprawy nazewnictwo fachowe $wiadczy
0 dobrym przygotowaniu merytorycznym Doktorantki. Dotyczy to szczegdlnie czesci
poswigconej badaniom molekularnym i biostatystycznej analizie uzyskanych wynikow. Na
korzys¢ Doktorantki przemawia takze to, ze stara si¢ przyblizy¢ zrozumienie wykonywanych
badan opisujac krotko i przystgpnie zasady stosowanych metodyk.

Cytowane w pracy doktorskiej, wydawaloby si¢ bardzo obszerne, piSmiennictwo
zamykajace si¢ liczbg 220 publikacji jest w istocie wyborem bardzo starannie
wyselekcjonowanych pozycji literaturowych poswigconych Al Autorka cytuje tez wszystkie
istotne prace z tego zakresu wykonane przez krajowych autoréw w tym przypadku z Zaktadu
Choréb Drobiu PIWet.-PIB. Jest ona rowniez wspétautorem kilku z nich. W spisie sg
oczywiscie ujete prace, ktére ukazaly sie ostatnio (2018) w wysoko impaktowanych
czasopismach, ktore przekonywujaco potwierdzaja wysoka jakos$¢ warsztatu badawczego
Doktorantki. Dobor pismiennictwa wskazuje na pelng dojrzato$é naukows i umiejetnosé
wyboru bardzo bogatej w tym zakresie literatury zrodtowe;j.

Wydaje sig, ze praktyczniej byloby wylaczy¢ z zestawu cytowanego pis$miennictwa akty
prawne (pozycje: 110, 111, 118, 119, 124, 125, 126).

Opiniowang prace doktorsky rozpoczyna obszerny wstgp, obejmujacy 24 strony,
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wprowadzajgcy czytelnika w najistotniejsze, zdaniem Doktorantki, zagadnienia zwiazane
z influenzg ptakow. Podkresla ona, ze bez watpienia, grypa ptakéw stanowi aktualnie jeden
z najwigkszych probleméw w intensywnej produkcji drobiarskiej na $wiecie. Nie mozna
rowniez nie docenia¢ zagrozen, jakie potencjalnie niesie ta jednostka chorobowa dla zdrowia
cziowieka (w latach 2003 — 2018 stwierdzono 860 zachorowan ludzi wywotanych przez H5N1

z tego 454 zakonczylo si¢ zgonem — dane WHO: http://www.who.int/influenza/

human animal interface/HSN1 cumulative table archives/en/ .

W rozdziale 1.1 czytelnikowi nie zajmujgcemu si¢ na co dzien wirusologia autorka
przypomina najwazniejsze dane na temat budowy wirusa typu A, zas w rozdziale 1.2 wybrane
dane z biologii tego patogenu. Dla zrozumicenia wykonanych przez doktorantke badan,
szczegolnie przydatny jest podrozdzial 1.3 opisujacy réznorodnosé i zmiennos$é wirusa grypy
typu A. Z kolei w rozdziale 1.4, w lakonicznej formie, autorka przypomina klinike i charakter
zmian anatomopatologicznych w przebiegu zakazenia wirusem influenzy ptakow. Za
interesujacy w aspekcie wykonanych badan nalezy uzna¢ fragment 1.4.3 wstepu prezentujacy
czynniki zjadliwos$cl, adaptacji i potencjatu zoonotycznego AlV, ktory to podrozdzial krotko
omawia znaczenie hemaglutyniny, neuraminidazy, biatka NS1, kompleksu polimerazy oraz
biatlka kanalu jonowego M2, odpowiedzialnych za patogennos¢ tego zarazka. Wazne jest
umieszczenie informacji o punktach uchwytu leku przeciwwirusowych, hamujacych
aktywnos¢ neuraminidazy oraz mechanizmy nabywania opornosci na tego rodzaju terapeutyki.
W dalszej czgdci wstepu, po omowieniu epidemiologii grypy ptakow, autorka szczegdtowo
opisuje zakazenia wywolane podtypem HIN2. Pierwszym w historii prototypowym izolatem
tego podtypu byl szczep influenzy A/turkey/Wisconsin/1966 (Homme i wsp., 1970). Obok
wystgpowania wirusow tego podtypu w Ameryce Polnocnej od konca lat 80-tych zarazek
izolowano w Azji. W kolejnych latach wirus przemiescit si¢ w kierunku Bliskiego Wschodu
oraz Afryki 1 jest obecnie najczgsciej izolowanym podtypem wirusa Al u drobiu na tych
obszarach. W Europie do 2012 roku ogniska LPAI HON2 zdarzaty si¢ bardzo rzadko. W Polsce
wiosng 2013 roku zdiagnozowano 4 ogniska tego podtypu. Kolejne dwa ogniska stwierdzono
w 2014 roku. Wszystkie one dotyczyly indykéw rzeznych w Zachodniej Polsce.
Charakterystyka szczepéw HO9N2 pochodzacych z tych ognisk jest przedmiotem pracy
doktorskiej mgr Edyty Swieton. W rozdziale 1.6 autorka wskazuje na znaczenie zakazen
wirusem grypy ptakéw u ludzi. Podkreslajage ze wirusy podtypu HON2 réwniez stanowig
potencjalnie wazny czynnik zoonotyczny. W kolejnym podrozdziale wstepu autorka opisuje
bardzo zwigzle diagnostyke zakazen wirusem influenzy ptakow. Czeg$¢ ogdlng wstepu konczy

podrozdzial 1.8 sumujacy wiedz¢ Doktorantki o zasadach zwalczania grypy ptakéw. Trudno
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nie zgodzi¢ si¢ ze stanowiskiem zawartym w tej czesci wstepu, ze nie istnieja obecnie inne
metody, poza bioasekuracja, ktore w praktyce moga wplyngé na ograniczenie strat
powodowanych przez wirus influenzy. Zasadniczo szczepienia profilaktyczne w krajach EU sg
bowiem prawnie zabronione.

W mojej ocenie wstgp jest zwigzla i poprawnie skomponowang czescia pracy, dobrze
wprowadzajaca czytajacego w calos$é zagadnien bedacych przedmiotem badan.

Cele badan (rozdzial 2) sg krétko sprecyzowane w 6 zadaniach, jakie postawila sobie
do wykonania doktorantka. Autorka ambitnie stwierdza, ze ,,podjete badania majg na celu nie
tylko oceng patogennosdci wirusa dla réznych gatunkdw, ezyli wplywu wirusa na gospodarza,
ale rOwniez ocen¢ wplywu gospodarza na wirusa, poprzez analize zmian w genomie
na poziomie populacji wirusowej”. Jak wspomniano wczesniej, cele pracy zrealizowano
w nastgpujacych zadaniach badawezych:

1.Okreslenie pochodzenia i powigzan filogenetycznych szczepow wirusa grypy ptakow podtypu
HIN2 wywodzgcych si¢ od drobiu w Europie.

2. Okreslenie markerow zjadliwosci, adaptacji i potencjalu zoonotycznego szczepow AIV
HIN2.

3. Ocena patogennosci krajowego izolatu AIV HIN2 dla indykow, przepiorek i kaczek.

4. Ocena potencjalu zoonotycznego izolatow AIV HINZ2 na modelu mysim.

5. Ocena zmiennosci genetycznej wirusa w przebiegu zakazenia u indykow, przepiorek i kaczek.
6. Ocena zmian w genomie wirusa w wyniku pasazy przez organizm kur SPF.

Rozdziat 3 dysertacji opisuje z kolei material i metody zastosowane przez doktorantke.

Jak rowniez wspomniano weczesniej, w badaniach wykonanych przez Panig magister
wykorzystano trzy krajowe izolaty wirusa Al podtypu HIN2, ktére wyosobniono z wymazow
z tchawicy badz z narzgdéw wewngtrznych ptakow pochodzacych z zakazonych stad indykow.
Pobrany material postuzyl do izolacji zarazka na zarodkach kurzych. Warto$§¢ wykonanych
badan podnosi fakt, ze obok izolatow krajowych w analizie filogenetycznej i molekularne;j
wykorzystano rowniez 27 izolatow AIV HO9N2 pochodzgcych z ognisk u indykow
w Niemczech z lat 2012-2014. Lgczna pula analizowanych izolatéw wynosita zatem 30. Jest
wazne, ze Autorka opisuje szczegdtowo kliniczny przebieg zakazenia izolatami krajowymi.
Wskazujac, ze wirus spowodowal wyrazne objawy kliniczne, gléwnie ze strony ukladu
oddechowego oraz, w przypadku izolatu A/turkey/Poland/09/2014 (H9N2), objawy ze strony
uktadu nerwowego. Brak jest natomiast danych na temat kliniki jaka towarzyszyla zakazeniom

izolatami niemieckimi.



Opis metod zastosowanych przy realizacji pracy doktorskiej rozpoczyna podrozdziat 3.1.2
podajacy protokot izolacji RNA wirusowego z plynu owodniowo-omoczniowego oraz reakcji
RT-PCR (rozdzial 3.1.3). Dalej autorka podaje szczegdlowy opis wykonanych badan
molekularnych charakteryzujac protokél sekwencjonowania otrzymanych produktéow PCR.
Podanie opiséw metod wykonanych badan genetycznych w formie tabel utatwia zapoznanie sie
ze szczegdlami prowadzonych reakcji. Najbardziej interesujacym elementem badan
wykonanych przez autorke jest analiza filogenetyczna i molekularna wszystkich segmentéw
genomu wirusa zaréwno polskich jak i niemieckich szczepow AIV HIN2 (szczegélowo
opisanych w podrozdziale 3.1.5). Podrozdzial 3.2 opisuje metody oceny patogennosci AIV
HON2 dla przepiorek, indykow i kaczek. Ze wzgledow formalnych nalezy zaznaczyé, ze na
wykonanie doswiadczen autorka uzyskala zgode Lokalnej Komisji Etycznej dla Do$wiadczen
na Zwierzetach (uchwata nr 88/2515). Kazda grupa doswiadczalna poszczegdlnych gatunkow
(indykow, przepiorek i kaczek) skladala si¢ z 13 mlodych ptakow (w wieku 2-3 tyg.). W grupie
znajdowaly si¢ ptaki zakazone izolatem A/ty/PL/14/13(HIN2), do ktérych dolaczano trzy
niezakazone ptaki kontrolne tego samego gatunku (2 w przypadku przepidrek), stanowigce
kontrole transmisji zakazenia. Utworzono réwniez kontrole negatywng. Ptaki obserwowano
klinicznie przez dwa tygodnie pobierajgc cyklicznie wymazy z jamy dziobowo-gardlowe;j
i kloaki od wszystkich osobnikow z obydwu podgrup — zakazonej i dotgczonej do kontroli
transmisji infekcji. W ostatnim dniu do$wiadczenia pobrano krew do badan serologicznych
w tescie HI z homologicznym antygenem. W pobranych wymazach okreslano ilosé
wirusowego RNA w sposob opisany wezesniej (rozdziat 3.1.2). Bez watpienia najbardziej
warto$ciowa czgScig pracy jest szczegdlowe opisanie genetycznej zmiennosci wirusa
w przebiegu zakazenia u indykow. przepiorek i1 kaczek. Uzyskane od ptakow w drugim
1 czwartym dniu po zakazeniu material genetyczny poddano glgbokiemu sekwencjonowaniu,
a po przygotowaniu bibliotek DNA, . positkujgc si¢ technikami stosowanymi przy tego rodzaju
analizach dokonano szczegdtowej analizy bioinformatycznej. By jeszcze doktadniej zbadaé
wplyw pasazowania AIV HON2 przez organizm kur wykonano osobne doswiadczenie,
w ktorym podczas 10 pasazy oceniono wplyw tego zabiegu na mutacje w genomie wirusa.
Dla analizy poréwnawczej potencjalu zoonotycznego izolatéw AIV HI9N2, obok oceny
patogennosci izolatu dla ptakow wykonano doswiadczenie majace oceni¢ patogennosé
szczepow dla 6-8 tyg. myszy doswiadczalnych. Oceng siewstwa ilosci wirusowego RNA
w narzadach uktadu oddechowego oraz serokonwersji wykonano podobnie, jak w przypadku
eksperymentalnego zakazania ptakéw. Zakres badan wykonanych przez mgr Edyte Swicton

jest bardzo szeroki. Obok klasycznych badan molekularnych duzg zastuga autorki jest
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wykonanie dobrze zaplanowanych badai in vive, co jest rtowniez Jej oryginalnym osiggnieciem.
Tak obszerny zakres badan potwierdza dobre przygotowanie warsztatowe Doktorantki.

Rozdzial czwarty, opisujgcy uzyskane wyniki badan, jest najobszerniejszym fragmentem
ocenianej pracy (40 stron), bardzo zréznicowanym pod wzgledem formy, ale doskonale
prezentujgcym dokonania Doktorantki. Zgrupowanie wynikow w osmiu podrozdziatach
ulatwia $ledzenie uzyskanych danych. Podrozdzial 4.1 grupuje uzyskane dane o strukturze
filogenetycznej i molekularnej badanych terenowych szczepow HIN2. Jest ciekawe ze
w drzewach filogenetycznych dla genéw HA i NA polskie szczepy oraz izolaty z Niemiec
tworzyly wyrazng oddzielng grupg. Na tej samej galezi lokowaly si¢ réwniez szczepy
od indykow z Wielkiej Brytanii. Zaobserwowano takze pewne powigzania z wirusami
pochodzgcymi od drobiu jak i od ssakow. Jak podaje autorka, geny PB1 i PA wykazywaly
dosy¢ duze podobienstwo do izolatdw HION7 wyosobnionych od fok. Autorka w kilku
interesujacych zestawieniach (ryc. 5-12) podaje drzewo filogenetyczne dla réznych gendéw
izolowanych wiruséw HON2. Podrozdzial 4.1.6 podaje analize molekularna markerow
zjadliwosci, adaptacji i potencjatu zoonotycznego badanych wiruséw HIN2, podjeta w celu
zidentyfikowania mutacji, ktore mogly wplyna¢ na zdolno$¢ wiruséw do utrzymywania si¢
populacji drobiu. W podrozdziale 4.2-4.3 autorka podaje szczegdlowe informacje na temat
wynikéw badan nad przebiegiem zakazenia, siewstwem i transmisjg zarazka do ptakow
kontaktowych oraz odpowiedzig immunologiczng u poszczegdlnych gatunkow tj. indykdw,
przepidrek, kaczek. Jedynym objawem klinicznym stwierdzonym tylko u indykéw byla
osowiatos¢ (ryc. 16). Jeden indyk padl w 9. dniu po zakazeniu, a na sekcji stwierdzono
przekrwienie dwunastnicy oraz wzdecie jelit slepych. Zaréwno przepiorki, jak i kaczki nie
wykazywaly zadnych objawow klinicznych po infekeji. Jak mozna si¢ bylo spodziewac,
w badaniach serologicznych autorka potwierdzila ze najbardziej wrazliwe na zakazenie byly
indyki natomiast u przepiorek specyficzne przeciwciala HI stwierdzono u 7 na 10 zakazonych
ptakéw, za$ u kaczek u 5/10, a miana przeciwcial nie przekraczaly 5 logz (tab. 21). Ciekawe
byty takze wyniki badan nad siewstwem wirusa, ktore najdtuzej trwato u indykéw, a najkrocej
u przepiorek. W dalszych czgdciach tego rozdzialu autorka omawia wyniki opisujace
zmienno$¢ wirusa w przebiegu zakazenia indykéw, przepiorek i1 kaczek, wskazujac,
ze najwigkszych liczbg polimorficznych pozycji zidentyfikowano w genie HA u wszystkich
badanych gatunkow. Analiza zlozonosci populacji wirusa poszczegdlnych probkach wykazata
ze najwigkszg réznorodnos¢ zardwno u indykow jak i przepiodrek zidentyfikowano dla genu
HA, odzwierciedlajgc tym samym réznice w liczbie populacji mieszanych (ryc. 21). Wsérod

innych interesujgcych danych uzyskanych przez Panig mgr. Edyta Swieton, zwraca uwage
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analiza udzialu wariantow oraz liczby mutacji synonimicznych i niesynonimicznych
w wymazach z jamy dziobowo-gardlowej od przepiérek i indykow. W tym przypadku
u indykow stwierdzono wigcej wariantow o wysokim udziale, skutkujacych zmianami
w sekwencji konsensusowej. Potwierdzeniem réznic we wrazliwodci poszczegolnych
gatunkow ptakéw uzytych w doswiadezeniu byla selekcja wariantow populacji wirusa uzytego
do zakazenia. Z posréd 22 wariantow obecnych w wariancie uzytym do =zakazenia
21 stwierdzono u przepidrek, 20 u indykow natomiast 10 u kaczek. W odréznieniu
od przepiorek, niezaleznie od inokulum, u indykow mutacje stwierdzano w genie PB2, PBI,
PA oraz NA. W podrozdziale 4.7 autorka opisuje wyniki uzyskane podczas pasazowania AIV
HON2 przez organizm kur SPF. Jest ciekawe, ze oceniajac dystans genetyczny dla par kolejnych
pasazy najwigksze przesunigcic stwierdzila autorka pomiedzy 2. a 3. pasazem. Omodwienie
wynikow konczy podrozdzial 4.8 w ktérym autorka potwierdza ze myszy sg stosunkowo oporne
na zakazenie wirusem HON2, bowiem obecnos¢ materialu genetycznego wykrywano
w ukladzie oddechowym tylko przez 10 dni. Natomiast badanie wykonane w 14 dniu nie
potwierdzalo obecno$ci RNA wirusa. Nie stwierdzono siewstwa wirusa ani serokonwersji, poza
jednym wynikiem dodatnim dla jednej myszy z grupy zakazonej izolatem A/T/PL/O8/14.
Rozdzial piaty ..Omowienie wynikow 1 dyskusja” to proba oceny wlasnych badan
autorki na tle literatury $wiatowej. Mimo, ze ze wzgledu na nowatorski charakter podjetych
badan nad zmiennos$cig genetyczng wirusa grypy ptakéow w uktadach eksperymentalnych
u drobiu nie byl tak szeroko badany, to autorka na 20 stronach stara si¢ odnies¢ uzyskane wyniki
badan wlasnych do rezultatow innych badaczy. Nalezy podkresli¢, ze omowienie wynikow
wskazuje na doglebne zrozumienie przez doktorantke zlozonych probleméw biologii
molekularnej zakazen wirusem AIV HYN2. Badania Pani mgr Edyty Swieton potwierdzily
powszechnie przyjmowang tezg, ze przyczyng wprowadzenia wirusa LPAI HON2 do kraju byt
handel wewngtrzwspolnotowy. Prowadzge analiz¢ pochodzenia polskich izolatow wirusa
HO9N2, autorka dochodzi do wniosku ze przodek krajowych izolatéw zostal wprowadzany
do populacji drobiu Niemczech w 2012 i pochodzit od ptakdéw dzikich. Stwierdzajac, ze tak
dlugie utrzymywanie si¢ wirusa pochodzacego od ptakow dzikich w populacji drobiu byto
mozliwe dzigki nabyciu przez ten patogen cech adaptacyjnych, z ktérych najbardziej istotna
byla delecja w rejonie todyzki NA, ktorg stwierdzono we wszystkich krajowych izolatach oraz
w wiegkszosci izolatow niemieckich. Cechy tej nie posiadly izolaty HON2 z 2012 roku. Dalsze
badania nad sekwencjg genomu wirusa trzech krajowych izolatéw HIN2 wykazaly, iz pomimo

bliskiego pokrewienstwa pomiedzy tymi wirusami, stwierdzono znaczace rdznice



w sekwencjach aminokwasowych w obrgbie segmentu PBI, co zdaje si¢ wskazywaé
na dynamiczng ewolucj¢ wirusa w terenie,

Wykonane zostaly przez autorke¢ badania nad markerami adaptacji wskazane na potrzebe
krajowych izolatow wirusa HON2 dla réznych gatunkéw drobiu. Trudno nie zgodzié sig
z opinig autorki, ze tego typu badania maja wazne znaczenie epidemiologiczne, gdyz utatwiajg
okreslenie gatunkow wrazliwych i potencjalnie bezobjawowych rezerwuardéw. Uzasadniajgc
bardzo logicznie wybor gatunkoéw do zakazenia, autorka szczegdlnie podkresla, iz niezwykle
ciekawym obiektem modelowym jest przepiorka japoniska — gatunek, u ktérego czesto zachodzi
wydajna replikacja wirusa przy jednoczesnym braku objawdéw klinicznych. Wybor tak
przemy$lanych modeli badawczych pozwolit na wyciggniecie wielu interesujacych wnioskow
na temat patogennosci wirusa Al H9N2 dla drobiu. Za niezwykle intersujgce fragment
wykonanych badan nalezy uzna¢ analize ksztaltowania si¢ zmiennosci populacji wirusa
w przebiegu zakazenia. Bowiem charakterystyka spektrum mutacji, jakie pojawiajg si¢
w genomie wirusa w trakcie namnazania si¢ u gospodarza, jest podstawa dla zrozumienia
ewolucji tego zarazka, adaptacji i patogenezy. Dzigki stworzonemu modelowi badawczemu
1 zastosowaniu analizy wielu parametrow badania autorki pozwalaja na daleko idace
poréwnania wpltywu wirusa na gospodarza (patogennosci) oraz wplywu gospodarza na wirusa
(czyli oceng zmian w genomie wirusa). Jest bardzo interesujgce, ze w $wietle wykonanych
badan najwiekszg roznorodnosé populacji wirusa stwierdzono u przepiorek. Z kolei u indykéw
stwierdzono wigkszg zmiennos¢ na poziomie fenotypu jak réwniez wigksza zmiennosé
miedzyosobniczg na poczatku infekcji. Wyniki badan autorki sugeruja, ze obserwowane
roznice pomigdzy poszczegolnymi gatunkami sa efektem odmiennej presji selekcyjnej
dzialajacej na populacje wirusa u indykow, przepiorek i kaczek, jak réwniez w ukladzie
oddechowym 1 przewodzie pokarmowym, nie zalezg one jednak od intensywnosci replikacji
wirusa. Wykonane badania zdajg si¢ wskazywac ze uklad oddechowy moze odgrywaé wigksza
role w generowaniu 1 utrzymaniu roznorodno$ci wirusa niz przewdd pokarmowy.
W podsumowaniu omowienia wynikow i dyskusji autorka stwierdza, ze wyniki zrealizowane
w ramach badan stanowig znaczgcy wklad w dziedzing epidemiologii wirusa grypy ptakow.
Jest oczywiste, ze badania te sa bardzo istotne dla wyjasnienia mechanizméw rzadzacych
ewolucja i adaptacja AIV.

Rozdziat ,,Wnioski” — ten bardzo istotny element pracy doktorskiej — jest bardzo czesto
krytykowany przez recenzentow, cho¢ w przypadku wnioskdéw wyciagnigtych przez
Pania mgr Swieton, trzeba wyraznie stwierdzié, ze sa one klasycznie akademickie i poprawne!

Uzyskane wyniki badan oraz ich analiza upowaznily Autorke do wyciagnigcia az 8 obszernych
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wnioskdéw opisowych, scisle jednak powiagzanych z celami jakie doktorantka postawila sobie
do rozwigzania rozpoczynajac badania.

Whiosek pierwszy informuje czytelnika, ze ,,analiza filogenetyczna, w oparciu o sekwencje
calego genomu szczepow AV HIN2 wywolujgcych zakazenia u drobiu w Europie w ostatnich
latach (szczeg6lnie w Niemczech w latach 2013-2015) wyklucza ich zwigzek z endemiqg HIN2
w Azji i Afryce i wskazuje na euroazjatyckq populacje ptakow dzikich jako pierwotne Zrédio
wirusa.”. Wniosek ten potwierdza, ze bez wlasciwego warsztatu badawczego umozliwiajacego
szczegblowe badania molekularne, $ledzenie ewolucji 1 transmisji wiruséw Al jest niemozliwe.
Whniosek drugi, ktory jest dobrze udokumentowany w badaniach autorki ma wazne znacznie
wyjasniajgce przebieg zakazen AIV HON2 w Polsce, bowiem wykrycie znacznych réznic
w genomie izolatéw terenowych z dwoch kolejnych lat, w tym mutacji zwigzanych z adaptacja
i zjadliwoscig, Swiadczy o dynamicznej ewolucji wirusa w terenie. Wniosek wysnuty przez
doktorantke na podstawie badan z zastosowaniem pasazy AIV HIN2 przez organizm kur SPF
potwierdza, ze w genomic wirusa pojawily si¢ i/lub ulegly selekcji mutacje identyczne
do zaobserwowanych w szczepach terenowych (w tym w miejscu ci¢gcia bialka HA),
co swiadczy o ich potencjalnym znaczeniu adaptacyjnym (wniosek 3).

W wniosku czwartym autorka badan stwierdza, ze ,Wymiki badan przeprowadzonych
na myszach $wiadczq o niskim potencjale zoonotycznym analizowanych szczepow terenowych
AIV H9N2, mimo obecnosci w jednym z nich mutacji odpowiedzialnej za wzrost wydajnosci
replikacji wirusa w komorkach ssakow. jednak poréownanie patogennosci dwdch izolatéw
(z mutacjq i bez niej) dla myszy wykazalo niskg patogennosé obu szczepéw i brak istotnych
réznic, co swiadczy o niskim potencjale zoonotycznym badanych wirusow AI HIN2.

Kolejne cztery wnioski podsumowuja wyniki badan nad zakazeniami in vive indykow,
przepiorek 1 kaczek. We wniosku piatym doktorantka stwierdza, ze badany szczep AIV HIN2
charakteryzuje si¢ zroznicowansg, ale generalnie niska zjadliwoscig dla indykow, przepiorek
i kaczek, przy czym analiza poréwnawcza przebiegu klinicznego oraz poziomu i czasu trwania
siewstwa wskazuje na najwyzsza wrazliwos¢ na zakazenie u indykéw, a najnizsza u kaczek.
Bardzo ciekawy jest wniosek szosty wskazujacy na réznice w patomechanizmie infekcji
pomigdzy gatunkami uzytymi w do§wiadczeniu. Obserwowany u przepiorek i1 indykow wyzszy
poziom siewstwa z drog oddechowych niz z kloaki $wiadczy wigkszym tropizmie wirusa
do uktadu oddechowego u tych gatunkow. Wysoki poziom siewstwa, przy jednoczesnym braku
objawow klinicznych lub ich niskiej intensywnosci, wskazuje na potencjalna role przepiorek
i indykow jako ,,cichego rezerwuaru” wirusa. Dodatkowo duza heterogennos¢ genetyczna AIV

H9N2 stwierdzona u przepiorek moze thumaczy¢ rolg tego gatunku jako ,,ogniwa posredniego”
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W generowaniu wariantow wirusa o potencjale adaptacyjnym dla réznych gatunkéw drobiu,
jak 1 dla ssakéw. Duza roznorodno$¢ wirusa w wymazach z jamy dziobowo-gardlowej,
zwlaszcza u przepiorek 1 indykow, oraz bardzo niska w wymazach z kloaki od indykéw
1 kaczek, $wiadczy o silnej presji selekcyjnej dzialajacej na populacje wirusowa w ukladzie
pokarmowym. Ostatni wniosek wskazujacy, ze wigksza homogenno$¢ populacji AIV HON2
w wymazach z kloaki niz jamy dziobowo-gardtowej swiadczy o silniejszej presji selekcyjnej
w uktadzie pokarmowym niz oddechowym i moze by¢ jedng z przyczyn wolniejszego tempa
ewolucji wirusow grypy ptakow przy fekalno-oralnej drodze transmisji, a szybszego przy
transmisji kropelkowej. Powoduje to, ze szybsza ewolucja wirusa Al u ma miejsce u drobiu
grzebigcego, u ktdrego wirus namnaza si¢ przede wszystkim w ukladzie oddechowym,
a transmisja zachodzi glownie drogg kropelkowa, moze wynika¢ z duzej heterogennosci
generowane] w ukladzie oddechowym. Natomiast u dzikich ptakéw wodnych, u ktérych
transmisja odbywa si¢ glownie drogg fekalno-oralng, niska roznorodno$é wydalanego wirusa
moze by¢ przyczyna wolniejszej ewolucji AIV. Badania wykonane w ramach pracy wykazaty,
ze analiza zmiennosci wirusa w przebiegu zakazenia u réznych gatunkdéw moze przyczynié sie
do poglebienia wiedzy na temat mechanizmoéw rzadzacych ewolucja 1 adaptacjg wirusow Al,
otwierajac pole do dalszych badan.

Po krytycznej analizie opracowania, z nadzieja, ze bardzo nieliczne uwagi i sugestie pomoga
Autorce w poprawieniu dysertacji przy jej publikacji, stwierdzam, iz Pani mgr Edyta Swieton
wykazala w pracy doktorskiej bardzo dobre przygotowanie merytoryczne do samodzielnego
rozwigzywania postawionych celéw badawczych.

Recenzowana rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz w pelni
potwierdza ogo6lna wiedze teoretyczng Doktorantki, a tym samym w petni spelnia 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 wartos$ci poznawcezej recenzowanej dysertacji zwracam si¢
z wnioskiem do Wysokiej Rady Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego —

Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach o dopuszczenie Pani mgr Edyty Swicton
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do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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