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Ocena pracy doktorskiej mgr Justyny Mitek-Krupa pt. ,Wystepowanie gamma- i
deltakoronawirusow w populacji dzikich ptakéw na terenie Polski i ich rola w

epidemiologii zakazen koronawirusami drobiu”

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska mgr Justyny Mitek-Krupa pt.
~Wystepowanie gamma- i deltakoronawiruséw w populacji dzikich ptakéw na terenie
Polski i ich rola w epidemiologii zakazern koronawirusami drobiu” zawiera 122
ponumerowane strony, w tym 13 tabel i 21 ponumerowanych rycin. Obszerny spis
literatury liczy 158 pozycji, co Swiadczy o dobrym rozeznaniu doktorantki w tym, czego juz
dokonano w tematyce zwigzanej z jej praca. Podjety temat bardzo dobrze wpasowuje sie
we wzrost zainteresowania koronawirusami, spowodowany pandemia Covid-19 i poszerza
naszg wiedze na temat koronawiruséw wystepujgcych w populacjach dzikich )ptakéw.

Wstep rozprawy doktorskiej Pani Justyny Mitek-Krupa, liczacy 26 strbh, jest dobrym
wprowadzeniem w tematyke jej badan i w wyczerpujacy sposob uzasadnia wybér tematu
rozprawy. We wstepie omowiono tez zagadnienia zwigzane z diagnostyka laboratoryjna. Po
odpowiednim przeredagowaniu ten obszerny fragment pracy mogtby stac sie artykutem
przeglagdowym, zwtaszcza po uzupetnieniu go o niektore fragmenty znajdujace sie na
poczatku rozdziatu Omoéwienie wynikdw i dyskusja. W obecnym czasie taka publikacja na
pewno wzbudzitaby duze zainteresowanie. Cze$¢ wstepna konczy sie sformutowaniem celu
pracy. Pani Justyna Mitek-Krupa postawita przed sobg trzy zadania sformutowane w sposéb
bardzo ogdlny, tj. ocene wystepowania koronawiruséw w populacji dzikich ptakéw na
terenie Polski oraz ich charakterystyke molekularng na podstawie genu replikazy, jak tez na
podstawie catego genomu.

Doktorantka wykazata sie nie tylko znajomosciag metod i technik badawczych, ale
takze umiejetnoscig ich zastosowania w analizach genetycznych. Wdroiyta tez nowa
metode wykrywania materiatu genetycznego koronawiruséw, z ktorg zapoznata sie

przebywajac ma stazu w Luksemburskim Instytucie Zdrowia. Przedstawiony w pracy



doktadny opis stosowanych metod laboratoryjnych liczy az 12 stron i jest moim zdaniem
wystarczajacy do powtdrzenia tego typu analiz w przysztych badaniach.

Nie mam zastrzezen do jezyka i stylu pracy. Niekiedy jednak pojawiaja sie btedy
edycyjne, np. w opisie osi odcietych ryciny nr 21 pojawia sie termin ,przebadane”, a jego
usytuowanie powoduje, ze czytelnik ma przed sobg zapis ,przebadane kaczki”. Natomiast
chodzi tu o liczebnos¢ wszystkich przebadanych ptakéw. W rozdziale Omoéwienie wynikow i
dyskusja pojawiajg sie nazwy facinskie gatunkow ptakéw, z ktorych czes¢ pojawita sie w
tekscie pracy wczesniej i nie powinna juz tu by¢ powtarzana.

Magister Justyna Mitek-Krupa wykazata sie duzg znajomoscia tematyki poruszanej w
rozprawie, a w analizie zebranego przez nig bardzo bogatego materiatu zastosowata
nowoczesne techniki badawcze. Badanie wykonano w oparciu o bardzo duza liczbe probek.
W przypadku, gdy co najmniej pie¢ probek pobrano od ptakéw tego samego gatunku, w
tym samym miejscu i w tym samym czasie, zostaty one potgczone. Pulowanie zostato
przeprowadzone w prawidtowy sposob, jednak w pracy nie znalaztem wyttumaczenia
dlaczego zdecydowano sie na taki zabieg. Czy w gre wchodzity koszty analiz, czy tez okres, z
ktérego pochodzity zebrane dane, na co wskazuje tabela nr 3, gdzie probki z lat 2009-2011
wymienione sg w oddzielnej kolumnie? Nasuwa sie tez pytanie czy pulowanie probek
mogto mie¢ negatywny wplyw na interpretacje uzyskanych wynikow. W grupie probek
zebranych od pojedynczych ptakéw, obecnos¢ materiatu genetycznego koronawirusa
wykryto w 4,2% préb, natomiast w prébach spulowanych odsetek ten byt wyiszy i osiggnat
7,5%. tatwo jest wykaza¢ z pomocg testu niezaleinosci chi-kwadrat, ze ta rdinica jest
istotna statystycznie (X?=9,57; df=1; p=0,002). Prosze doktorantke o rozwiniecie tego
tematu i przyblizenie potencjalnych konsekwencji pulowania prébek dla wynikow
uzyskiwanych w badaniach mikrobiologicznych.

Od 264 ptakéw pobrano prébki krwi w celu wykrycia przeciwciat. Zgodnie z polskim
prawem (Ustawa o ochronie zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych lub
edukacyjnych) na pobieranie krwi od zwierzat wymagane jest zezwolenie Lokalnej Komisji
Etycznej do spraw doswiadczen na zwierzetach, a osoby wykonujgce te czynnos$é powinny
by¢ przeszkolone i posiada¢ odpowiedne certyfikaty. W czasopismach naukowych podanie
takiej informacji jest obowigzkowe. Niestety nie znalaztem jej w przedstawionej mi
rozprawie doktorskiej. Zastanowito mnie tez, ze 88 probek krwi pochodzito od bocianéw

biatych. Osobniki doroste tego gatunku jest niezwykle trudno schwytac, tak wiec moge



przypuszczac, ze probki te wzieto od pisklat lub od ptakéw przebywajacych w osrodkach
rehabilitacji dzikich zwierzat. W pierwszym przypadku powstaje pytanie, czy nalezatoby sie
spodziewac innych wynikéw u pisklgt i u ptakéw dorostych, a w drugim powstaje
watpliwosé, czy ptaki przetrzymywane w niewoli mozna zaliczy¢ do ptakow dzikich i czy
przebywanie wielu osobnikéw w klatkach osrodka rehabilitacyjnego nie wptywa na
uzyskane wyniki, poniewaz transmisja wiruséw w takiej sytuacji jest przeciez utatwiona.

Duig czesc pracy stanowig wyniki analiz filogenetycznych, ktore wedtug mnie s3 jej
najciekawszym fragmentem. Przyporzagdkowano wykryte w prébach koronawirusy do
dwoch podrodzajow i wykazano ich zréznicowanie w obrebie wyréznionych gatezi drzewa
filogenetycznego. Ten fragment wraz z odpowiadajgcg mu czescig dyskusji stanowi dobre
zrodto do oddzielnej publikacji, do czego doktorantke namawiam.

W tej niewatpliwie ciekawej pracy doktorskiej moina tez znalei¢ szereg
niedociggnie¢, ktére z obowigzku recenzenta musze tu wymieni¢. Omawiajgc te
najwazniejsze, $wiadomie pomijam drobne btedy interpunkcyjne i edycyjne.

Moje watpliwosci budzi formalny uktad rozprawy, w ktérym zrezygnowano z
klasycznego rozdziatu dyskusja, a potaczono go z omdwieniem wynikow. Cho¢ nie mam
czesto do czynienia z rozprawami doktorskimi z zakresu wirusologii, moge stwierdzié, ze
takie rozwigzanie jest obecnie bardzo rzadko stosowane, a w przypadku renomowanych
czasopism naukowych i publikacji przedstawiajagcych wyniki oryginalnych badan jest
zdecydowanie unikane. Ponadto, przedstawiony w pierwszym akapicie tego rozdziatu rys
historyczny badan nad koronawirusami u dzikich zwierzat (wraz z tabelg 13) lepiej pasuje
do wstepu niz do rozdziatu dyskusja.

Nazwy wszystkich gatunkéw ptakow zostaty w Polsce ujednolicone. W roku 1999
zostat opublikowany nomenklator i autorzy wszystkich prac naukowych s3 zobowigzani do
uzywania oficjalnych nazw gatunkowych. Jego na biezgco uaktualniana wersja on-line jest
do znalezienia na stronie Instytutu Nauk o Srodowisku Uniwersytetu Jagielloriskiego. Takze
wiekszos¢ popularno-naukowych Zrédet wiedzy stosuje sie do tego oficjalnego
nazewnictwa. Niestety w ocenianej rozprawie doktorskiej nie zawsze jest ono uzywane. O
ile dodanie do nazw jednocztonowych przymiotnika ,zwyczajny” jest formalnie
akceptowane, to nie nalezy modyfikowac¢ nazw oficjalnie przyjetych. Na przyktad na stronie
37 wymieniono orta bielika. Oficjalna nazwa tego gatunku, to bielik, a rewizja

taksonomiczna ptakdw szponiastych oparta na analizach genetycznych wykazata brak



bliskiego pokrewieristwa bielika z ortami, stad uzycie nazwy orzet bielik jest btedem. Tak
samo nazwa gofab sportowy nie jest poprawna. Nie zawsze tei w pracy przytaczane sg
petne nazwy gatunkowe, np. na str. 53 pojawia sie zapis gotab, a wiadomo, ze prébki
analizowane w pracy pochodzity od trzech gatunkdw gotebi. Dopiero z tabeli nr 5 moina
odczyta(, ze chodzi tu o gofgbia miejskiego, bo tylko ten gatunek dat w badaniach prébki
pozytywne.

W pracy zabrakio mapy pokazujgcej miejsca, z ktérych pochodzity préby. Nie
wiadomo, czy miejsca ich poboru byly réwno rozmieszczone po catym terytorium Polski,
czy tez grupowaty sie w kilku miejscach. Roine roztozenie miejsc poboru prob mozie w
pewnym stopniu przektadac sie na interpretacje wynikéw. Przyktadowo krzyzowki
dostarczyty az 1566 prob pobranych w latach 2011-2018 od pojedynczych ptakow, z
ktorych w 4% znajdowaty sie koronawirusy. Bytoby ciekawe zobaczy¢, czy te pozytywne
probki nie wystepowaty czesciej w jakims regionie Polski, czy tez udziat takich pozytywnych
prébek wsréd wszystkich pobranych jest podobny we wszystkich czesciach Polski.

Z tytutu tabeli 1 wynika, ze przedstawiona zostata w niej taksonomia
koronawiruséw wystepujacych w gromadzie ptakéw, natomiast wymieniono w niej dwa
wirusy zwigzane z ssakami. Odpowiednie wyjaénienie znalazto si¢ wprawdzie w przypisie
pod tabelg, jednak lepszym rozwigzaniem bytby zmiana tytutu tabeli, lub pominigcie w niej
koronawiruséw stwierdzanych u ssakéw. Niekiedy w tabelach zamieszczonych w pracy
brakuje tytutéw i numerdw (str. 39, 47, 48, 49, 50 i szczegoOlnie na str. 65). Wprawdzie
poprzedzajgce te tabele zdanie niejako wprowadza w ich zawarto$¢, ale zgodnie z
powszechnie przyjetymi zasadami formatowania tekstu naukowego kazda zamieszczona w
pracy tabela powinna miec swoj tytut i numer, do ktérego autor odwotuje sie w tekscie.

Na stronie 51 zamieszczono krétki opis zastosowanych metod statystycznych. Nie
daje on informacji do oceny jakich réznic wykorzystano test chi-kwadrat i czy to byt test
zgodnosci czy test niezaleznosci. Btednie podano tez, ze poprawke Yatesa stosuje sie, gdy
liczebnos¢ w jednej z kategorii jest nizsza od 5. Tymczasem zalecenie stosowania tej
poprawki dotyczy sytuacji matej wartosci liczebnoéci oczekiwanych, ktére przeciez nie sa
tozsame z liczebnoscig uzyskang w badaniach. Mata objeto$¢ opisu metod statystycznych
wynika z faktu, ze uzyskane wyniki zostaty poddane analizie statystycznej w ograniczonym
zakresie. Zgromadzony bardzo obfity materiat moina byto podda¢ bardziej

zaawansowanym analizom, opartym np. na modelach liniowych. Datoby to mozliwoéé



kompleksowego spojrzenia na uzyskane wyniki i uwzglednienia potencjalnych interakgcji
mogacych wystepowadé miedzy roznymi czynnikami, jakie bierze sie pod uwage w tego typu
badaniach.

Terminy poboru prob od ptakow zostaty przedstawione bardzo zgrubnie w oparciu
o trzy okresy fenologiczne. Taki podziat moze budzi¢ watpliwosci, poniewaz réine gatunki
ptakow réznig sie fenologig migracji i w roinych terminach pozostajg na zimowiskach.
Niektére gatunki, z ktérych pobrano préby, w ogdle nie podejmujg wedrowek (np. gotab
miejski), a w przypadku najliczniej reprezentowanej w pobranym materiale krzyzéwki na
tych samych zbiornikach wodnych, w tym samym czasie, mogg przebywa zaréwno
osobniki z populacji osiadtej, jak i wedrownej. Watpliwosci budzi tez jeden z przyjetych
okresow, nazwany ,,migracja wiosenna i okres wczesnego lata”. Obejmuje on dwie zupetnie
rézne grupy ptakow. Z jednej strony sg to ptaki migrujgce przez nasz kraj, ktorych legowiska
potozne na podtnoc i wschdd sa niekiedy oddalone od Polski nawet o kilka tysiecy
kilometrow. Z drugiej natomiast sg to ptaki odbywajace legi u nas. Te dwie grupy ptakéw
moga byé w réinym stopniu narazone na infekcje koronawirusami i w réznym stopniu
przyczyniac sie do ich transmisji.

Zebranie tak duzej liczby prébek od dzikich ptakow z pewnoscig nie bytoby mozliwe
bez wspotpracy z ornitologami. Nie znalaztem w ocenianej pracy ani jednej wzmianki na ten
temat. Czy probki pochodzity z projektu badawczego dedykowanego monitoringowi
koronawiruséw u dzikiego ptactwa na terenie catej Polski, czy tez zbierane byty na potrzeby
innych badan, np. w ramach monitoringu wirusow ptasiej grypy? Tego typu informacje
powinny znaleZ¢ sie nie tylko przy opisie sposobu zbioru materiatéw do tej pracy, ale takze
wypadatoby, aby odpowiednia wzmianka pojawita sie w podziekowaniach.

Rozprawa doktorska Pani mgr Justyny Mitek-Krupa koriczy sie podaniem wnioskow,
wyciggnietych z jej pracy. Wnioski w pracy naukowej muszg przynosi¢ odpowiedzi na
stawiane w celach pytania. Spotkatem sie nawet ze stwierdzeniem, ze os cele-wnioski jest
kregostupem rozprawy doktorskiej. Tymczasem przy trzech przedstawionych celach pracy,
przedstawionych zostato az 11 wnioskéw, z czym w pracach doktorskich, z ktéorymi miatem
do czynienia, jeszcze sie nie spotkatem. Pewnym usprawiedliwieniem moze by¢ fakt, ze cele
pracy zostaty sformutowane bardzo ogdlnie, co w oczywisty sposdb prowadzi do
sformutowania wiekszej liczby wnioskow, jednak w tej dtugiej liscie mamy wymieszane

punkty podsumowujgce wyniki i rzeczywiste wnioski. Trudno np. uznac za wniosek ptyngcy



z przeprowadzonych analiz stwierdzenie, ze w analizach genetycznych zastosowano dobrze
dobrane startery (punkt 1). Liste wymienionych w rozdziale széstym wnioskéw mozna by
byto skréci¢ poprzez potgczenie niektérych z nich, gdy méwig o tym samym aspekcie pracy
(np. wniosek 4i5, 8i10).

Oceniana rozprawa doktorska ma forme maszynopisu, wiec uzyskane wyniki nie
zostaty pewnie jeszcze opublikowane w czasopismach naukowych. Mam nadzieje, ze moje
uwagi, zwtaszcza te dotyczace metod analizy danych i braku odpowiednich oswiadczen
dotyczgcych pozwolen na pobieranie krwi od dzikich ptakéw pomogag doktorantce w
umieszczeniu najwazniejszych wynikow doktoratu w renomowanych czasopismach
naukowych.

Biorgc pod uwage zaréwno mocniejsze, jak i stabsze strony przedstawionej mi do
oceny rozprawy doktorskiej mgr Justyny Mitek-Krupa, pomimo sporej liczby uwag jakie
przedstawitem w swojej recenzji, uwazam, ze w dostatecznym stopniu spetnia ona
wymagania stawiane tego typu pracom i wnosze o dopuszczenie Doktorantki do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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