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Wstep

Powszechnie uwaza si¢, ze szczepienia sg najwazniejszym i Najwigkszym osiggnigciem,

jakie kiedykolwiek zostalo wdrozone w medycynie i weterynarii.
Szczepionki odgrywaja gtowng role w redukowaniu negatywnego oddzialywania
dewastujgcych patogenow, a mimo uptywu blisko 140 lat, naukowe zasady wakcynologii,
opracowane przez francuskiego geniusza Ludwika Pasteura pozostaja nadal aktualne.
Szczepionki wcigz stanowig najbardziej pozadang metod¢ ograniczania niekorzystnych
skutkow zakazen niebezpiecznymi zarazkami. Warto przy tej okazji przypomniec, ze pierwsza
opracowana przez Pasteura w 1885 roku szczepionka zabezpieczata ptaki przed
zachorowaniem na cholere¢ (pastereloze kur). Od tego tez czasu trwaja poszukiwania
,»szczepionki idealne;j”, ktore jednak nie zakonczyly si¢ pelnym sukcesem mimo wprowadzania
na rynek wciaz bardziej doskonatych bioproduktow chronigcych przed chorobami zarazliwymi.
Immunoprofilaktyka jest kluczowym instrumentem zachowania zdrowia i dobrostanu drobiu
oraz zapobiegania wybuchom chordb, ktéore moga mie¢ powazne negatywne skutki
gospodarcze dla sektora drobiarskiego. Kompleksowy program zapobiegania i kontroli chordb,
ktory z zasady zaktada stosowanie szczepien, obejmuje rowniez procedury zarzadzania, Srodki
bezpieczenstwa biologicznego i monitorowanie ognisk chorob. Wedlug Adroit Market
Research, rynek szczepionek dla drobiu, ktory w 2022 roku miat warto$¢ 2,1 miliarda dolarow,
ma wzrosng¢ do 3,65 miliarda dolarow do 2030 roku, przy Srednim wskazniku rocznego
wzrostu na poziomie 7,5% w latach 2023-2030. Z biegiem czasu opracowano bardziej
skuteczne i ukierunkowane biopreparaty w wyniku wdrazania nowych technologii tworzenia
szczepionek i lepszego zrozumienia dziatania uktadu odpornosciowego.

Od poczatku istnienia wakcynologii starano si¢ opracowac systemy kontroli jakos$ci
biopreparatoéw stosowanych w medycynie 1 weterynarii. Rozwigzania te w miar¢ postgpu
wiedzy coraz bardziej si¢ formalizowaly i obecnie na poziomie Unii Europejskiej szczepionKi
sa pod kontrolg Panstwowych Laboratoriow Kontroli Produktéw Leczniczych. Jak wskazujg
zestawienia statystyczne, niezbyt czesto, ale immunologiczne weterynaryjne produkty
lecznicze moga by¢ niedopuszczane do obrotu z powodow wad jakosciowych. Postep
wakcynologii 1 technik diagnostycznych powala na wprowadzanie nowych rozwigzan w
kontroli szczepionek, jedng z interesujacych propozycji w tym zakresie jest

wysokoprzepustowe sekwencjonowanie (High throughput sequencing, HTS).



Ocena pracy doktorskiej

Przedstawiona do oceny praca doktorska ,,Zastosowanie wysokoprzepustowego
sekwencjonowania do kontroli jako$ci wybranych szczepionek dla drobiu” zostata wykonana
w Zakladzie Farmacji Weterynaryjnej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego —
Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach pod kierunkiem prof. dr hab. Katarzyny
Domanskie j- Blicharz. Odnotowac nalezy, ze o poziom merytoryczny rozprawy dbata takze dr
Joanna Sajewicz — Krukowska — promotor pomocniczy.

Rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Pasik, ma posta¢ klasycznej dysertacji. Jak
si¢ to zwyczajowo czyni przy monograficznych opracowaniach na stopien naukowy, Autorka
podzielita swojg do$¢ obszerng prace, na 9 rozdziatdéw. Dysertacja posiada typowy uktad i
zawarta jest na 140 stronach uwzgledniajac 27 tabel i 30 rycin oraz podzielona jest na
nastepujace rozdziaty: wstep, cel, material i metody, wyniki, oméwienie wynikéw 1 dyskusja,
whnioski, streszczenie, summary, piSmiennictwo oraz suplement, w ktorym autorka zestawila
szczepy referencyjne z bazy GenBank, wykorzystane do analizy bioinformatycznej szczepow
szczepionkowych wirusa zakaznego zapalenia oskrzeli (Infectious Bronchitis Virus — IBV).

Mimo kilku krytycznych uwag ogolne wrazenie z lektury dysertacji jest, pozytywne i
mozna przyjac, ze recenzowana praca doktorska Pani mgr Katarzyny Pasik napisana jest dos¢
poprawnym jezykiem, spelnia wymogi merytoryczne i formalne stawiane opracowaniom na
stopien naukowy doktora.

Cytowane w pracy doktorskiej pismiennictwo, zamykajace si¢ liczba 163 publikacji, w
tym 18 aktow prawnych, jest wyborem wyselekcjonowanych pozycji literaturowych, cho¢ jak
podkresla sama autorka zagadnieniu zastosowania HTS do oceny szczepionek nie poswigcano
dotychczas zbyt duzej uwagi.

Opiniowana prace doktorska rozpoczyna obszerny, obejmujacy 30 stron wstep, w
zatozeniu autorki wprowadzajacy czytelnika w problematyke zwigzang z r6znymi aspektami
opracowywania oraz kontroli szczepionek stosowanych w immunoprofilaktyce weterynaryjnej
ze szczegblnym wykorzystaniem wysoko przepustowego sekwencjonowania. Ten fragment
rozprawy, autorka podzielita na cztery podrozdziaty z, ktérych pierwszy omawia bardzo
interesujaca historie¢ wprowadzania szczepionek dla drobiu w Polsce i kontrolg ich jako$ci ze
szczegdlnym uwzglednieniem szczepionek stosowanych w zapobieganiu zakaznemu zapaleniu
oskrzeli u kur. Podkresli¢ nalezy tutaj, zastugi Profesora Wojciecha Karczewskiego i owym
czasie lek. wet. Ewy Karpinskiej, ktorzy dokonali oceny szczepoéw szczepionkowych H120
oraz H52 i opracowali jedyne, jak dotychczas krajowe szczepionki (Iboral | i Iboral II)

przeciwko zakaznemu zapaleniu oskrzeli, ktore zostaty wprowadzone do praktyki. Badania nad
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przystosowaniem komercyjnych szczepéw IBV do krajowej produkcji szczepionek zostaly
rozpoczete w 1972 roku ubieglego wieku. Produkcje rozpoczeto w 1982 roku, a ich
wytwarzanie zakonczono w1997 roku.

W kolejnych podrozdziatach pracy doktorantka omawia wspotczesne metody kontroli
jakosci szczepionek w Europie i w Polsce. Jak wynika z danych umieszczonych na ryc. 3
procentowo blisko 35% immunologicznych weterynaryjnych produktéw leczniczych badanych
w ramach monitoringu produktéw leczniczych znajdujacych si¢ w obrocie rynkowym bylo
przeznaczonych dla drobiu. Co stanowito okoto potowy produktow przeznaczonych dla
wszystkich gatunkow zwierzat gospodarskich. Warto wiec podkreslié, ze produkcja
biopreparatow dla drobiu jest najwazniejszym segmentem przemyshu bioweterynaryjnego na
Swiecie.

W podrozdziale 1.3 doktorantka opisuje szczepionki dla drobiu podajac ich ogdlng
charakterystyke, powolujac si¢ przy tym na niezwykle ciekawa prace, ktorej jest wspdtautorka
i ktora potwierdza jej wieloletnie zainteresowanie tematyka szczepionek dla drobiu (Cybulski
W., Pasik K., Krasucka D., Lysiak E., Mitura A., Klimowicz A., Tomczyk G., Pietron W.: Poultry
vaccines available on the Polish market after the harmonization of the pharmaceutical code
according to EU legislation: an analysis of trends at the domestic versus global scale. Med.
Weter. 2015, 71 (5), 281-285). Zestawienie to wskazuje, ze wsrod szczepionek dla drobiu,
immunopreparaty stosowane w profilaktyce zakaznego zapalenia oskrzeli (Infectious
Bronchitis -IB) sg na pierwszym miejscu wsrod chorob wirusowych, natomiast w przypadki
chorob bakteryjnych najczesciej stosowne sa szczepionki przeciwko salmonellom. Z tego
powodu do dalszych badaniach zostaty wybrane szczepionki przeciwko IB i Salmonella spp.
W dalszej czg$ci tego podrozdziatu autorka krotko omawia budowe wirusa IB ze szczegdlnym
uwzglednieniem budowy genowej. Dydaktyczny schemat budowy czasteczki wirusa w
graficznej formie podata na ryc. 4a. W dalszej czgsci wstepu, w kolejnym podrozdziale opisuje
przebieg kliniczny IB, ktory to akapit jest bardzo krotki, co jednak istotne wskazuje, ze zakazne
zapalenie oskrzeli wywotuje bardzo duze straty w branzy drobiarskiej na calym $wiecie
(zajmuje drugie na liscie przyczyn strat wywotywanych przez choroby zakazne kur i wyprzedza
je tylko grypa ptakoéw). Nie dziwi zatem, ze od dziesigtkow lat IB obejmowane jest specyficzng
immunoprofilaktyka. Autorka podaje przyktadowy program szczepien zaczerpnigty ze strony
firmy HY-Line, ktory nalezy traktowa¢ jako program pogladowy, bowiem w Polsce w
odniesieniu do szczepien przeciwko tym dwom chorobom (IB 1 salmonellozy) stosowanych jest
bardzo wiele, bardzo roéznych i nie do konca uzasadnionych merytorycznie programoéow

immunizacji, kurczat brojleréw, stad reprodukcyjnych czy stad towarowych niesnych.



W dalszej czesci podrozdziatu trzeciego, doktorantka charakteryzuje czynnik
etiologiczny salmonelloz drobiu oraz podaje opis postaci klinicznych infekcji tymi patogenami
(1.3.2.2). W podrozdziale tym doktorantka popehita kilka podstawowych bledow
nomenklaturowych, nie wiadomo dlaczego, wprowadzajgc nie znang awiopatologii jednostke
,, dur brzuszny drobiu”. Wystarczytaby krétka lektura akademickiego podrecznika ,,Choroby
drobiu” (Mazurkiewicz M., Wieliczko A. (red.): Choroby drobiu. Wydawnictwo Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu. Il wyd., ISBN 978-83-7717-314-5. 2019), aby Pani Magister
przekonata si¢, ze jednostka wywotang przez Salmonella Gallinarum jest tyfus kur (Typhus
gallinarum). Oczywiscie podkreslenie zoonotycznej roli toksykoinfekcji pateczkami
Salmonella jest istotne, jednak sformutowanie ,,zakazona zywnos$¢” jest niepoprawne, winno
by¢ ,,skazona lub zanieczyszczona pateczkami Salmonella zywnos¢ lub jeszcze lepiej ,,
zanieczyszczone pateczkami Salmonella migso drobiowe lub jaja”. T¢ czg$¢ wstepu konczy
omoOwienie biopreparatow stosowanych w immunoprofilaktyce waznych w praktyce zakazen
pateczkami Salmonella.

Czwarta, bardzo wazng czg$¢, wstepu autorka poswiecita omowieniu ogdlnych zasad
sekwencjonowania wysokoprzepustowego. Jest to krotki, ale do$¢ przystgpnie napisany
fragment wprowadzenia a zrozumienie zasad dziatania tej procedury diagnostycznej utatwia
schemat zamieszczony na ryc. 7. Jak stwierdza autorka na zakonczenie tej czg¢sci rozprawy
doktorskiej, nadal nie podjeto prob wykorzystania opisanej techniki diagnostycznej do kontroli
jakosci immunologicznych weterynaryjnych produktow leczniczych -IWPL. Wstep poza
wskazanymi wczesniej btedami jest logicznie spojny i mimo zwigztej formy do$¢ dobrze
wprowadza czytelnika w zakres tematyki realizowanej pracy doktorskiej.

Jak podaje doktorantka realizowana przez nig praca stanowi pierwsze w Polsce, jedne z
nielicznych na $wiecie udokumentowanie badan, ktore wykorzystuja HTS do kontroli jakosci
zywych szczepionek weterynaryjnych. Autorka postawita sobie za cel, probe wykorzystania tej
nowoczesnej technologii do kontroli jakosci immunologicznych weterynaryjnych produktow
leczniczych dla drobiu na modelu zakaznego zapalenia oskrzeli kur (choroba wirusowa) i
Salmonelli (model szczepionki przeciwbakteryjnej). Mozna wigc stwierdzi¢, ze kryterium
wyboru modelu eksperymentalnego jakim kierowata si¢ doktorantka byta czesto$¢ stosowania
szczepien w odniesieniu do poszczegdlnych czynnikéw etiologicznych. Zdaniem recenzenta
jest to stuszny wybor, ale z pewnoscig zastosowanie tej metodyki do oceny budowy genowe;j
duzych i istotnych w praktyce DNA wirus6w szczepionkowych (wirus choroby Mareka, wirus
zakaznego zapalenia krtani i tchawicy, wirus ospy) bytoby niezwykle interesujace bowiem

udowodniono ze w odniesieniu do tych zarazkow mozliwa jest praktyczna transmisja materialu
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genetycznego innych patogenow (np. wirus retikuloendoteliozy — REV w szczepionce
przeciwko MDYV — np. krajowa praca : Wozniakowski G, Mamczur A, Samorek-Salamonowicz
E. Common occurrence of Gallid herpesvirus-2 with reticuloendotheliosis virus in chickens
caused by possible contamination of vaccine stocks. J Appl Microbiol. 2015 Apr;118(4):803-
8. doi: 10.1111/jam.12734. Epub 2015 Feb 4. PMID: 25641090.).

Cel pracy byl bardzo ambitny i co jest istotne mozliwy do zrealizowania dzigki
wspotpracy z laboratorium Zakladu Analiz Omicznych Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach. Z pewnos$cig zamierzenia
badawcze autorki nalezy uznac¢ za pionierskie nie tylko w naszym kraju.

W rozdziale 3 autorka szczegdétowo opisuje material i metody zastosowane przy
realizacji recenzowanej pracy doktorskiej. L.acznie do badan wykorzystano po trzy serie , trzech
roznych szczepionek przeciwko IBV, jak mozna zaktada¢ trzech roznych producentow.
Zawieraly one trzy najczesciej zastosowane w Polsce szczepy tego zarazka: szczep 4/91, typ
793B (GI-13); szczep Ma5, typ Mass (Gl-1); szczep D388, typ QX (GI-19). Do badan
wykorzystano takze po trzy serie roznych preparatow przeciwko salmonellozie, zawierajace
pateczki Salmonella (serowar Enteritidis).

Warto podkreslié, ze bardzo interesujacym uzupetlnieniem wykonanych badan
laboratoryjnych jest analiza rejestru kontroli seryjnej wstepnej, immunologicznych
weterynaryjnych produktow leczniczych przy pomocy systemu MyLIMS. Nalezy docenié, iz
jest to autorski program Zaktadu Farmacji Weterynaryjnej PIWet-PIB, ktory stuzy do zbierania
danych na temat serii szczepionek wprowadzonych do obrotu w Polsce.

W drugiej czgsci podrozdziatu trzeciego autorka krok po kroku przedstawia schemat
badan genetycznych wykonywanych w odniesieniu do ocenianych szczepionek metoda
sekwencjonowania  wysokoprzepustowego. Jak si¢ wydaje najbardziej istotnym
rozbudowanym i nowatorskim fragmentem zastosowanej metodyki byl etap analizy
bioinformatycznej przy zastosowaniu kilku dedykowanych specjalistycznych narzedzi (tab.9).

Rozdzial ,,Wyniki” jest obszernym fragmentem ocenianej pracy liczacym 32 strony 1
poprawnie prezentuje dokonania doktorantki. Dydaktyczny schemat zamieszczony na ryc. 12
ulatwia zapoznanie si¢ z wynikami otrzymanymi w trakcie realizacji ocenianej pracy
doktorskiej mgr Katarzyny Pasik. OczywiScie wyniki analiz rejestrow sa moze mniej
intersujace z punktu widzenia naukowego ale sg niezwykle ciekawe dla zapoznania si¢ z
trendami stosowania szczepionek dla drobiu w Polsce na przestrzeni ostatnich blisko 10 lat
(konfrontujac dane z aktualnej i wczesniejszej pracy autorki). Zdecydowana wigkszo$¢ z tych

bioproduktow - blisko 97% to szczepionki wirusowe, natomiast pozostate to biopreparaty
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przeciwbakteryjne (1,9%) i przeciwpasozytnicze (1,3%). W tabeli 12 zawierajacej zestawienie
chorob drobiu, przeciwko ktérym wprowadzone zostaty do obrotu szczepionki, poprawienia
wymaga nazewnictwo jednostek chorobowych zgodnie z podawanymi przez krajowe
podreczniki. Na przyktad ,, zapalenie mozgu i rdzenia ptakow” poprawnie powinno by¢ opisane
jako ,, zakazne zapalenie mozgu 1 rdzenia kregowego kurczat”. RoOwnie ciekawe jest podanie
typow wirusa zakaznego zapalenia oskrzeli kur wystepujacych w szczepionkach dla drobiu
wprowadzonych do obrotu w Polsce w latach 2018-2020. Ten interesujacy watek zostanie
podjety w rozdziale ,,omowienie wynikow i dyskusja” . Korekty wymaga natomiast zdanie
zamieszczone na str. 65 (trzecie od dohu) ,.zdecydowanie mniejszq pulg wprowadzonych w
Polsce szczepionek na rynek europejski byly kolejno IWPL...”.

Jako osoba §ledzaca praktyczng immunoprofilaktyke zakaznego zapalenia oskrzeli kur
w Polsce na przestrzeni ostatnich 40 lat zgadzam si¢ z autorka, ze na stosowanie konkretnego
szczepu szczepionkowego 1BV do immunizacji kur wptywa aktualna sytuacja epizootyczna,
ktora jak si¢ wydaje ulega w ostatnich trzech latach poprawie, co by¢ moze wptynie na
zmniejszenie liczby szczepéw wariantowych zawartych w szczepionkach stosowanych
immunoprofilaktyce tej choroby. Dane w odniesieniu do szczepionek przeciwko salmonellozie
potwierdzaja, ze w ostatnich latach stwierdza si¢ wzrost szczepien zard6wno szczepionkami
mono- jak i1 dwuwalentnymi. Jak si¢ wydaje kontynuacja tego typu analiz zapoczatkowana
wczesniej cytowang pracg Cybulskiego 1 wsp. (2015), jest niezwykle interesujgca w aspekcie
oceny zagrozenia epizootycznego poszczegolnymi chorobami zakaznymi drobiu w Polsce. We
wczesniejszej pracy cytowani autorzy zestawili liczbe szczepionek wprowadzanych na rynek
europejski i porownali jg z liczbg IWPL zaimportowanych na rynek polski, w pracy doktorskiej
nie ma takiego zestawienia a byloby ono niezwykle ciekawe.

W czescei drugiej rozdziatu ,,Wyniki” autorka zestawila rezultaty analiz genomicznych
szczepionek wirusowych oraz bioproduktéw bakteryjnych. W odniesieniu do szczepionek
przeciwko zakaznemu =zapaleniu oskrzeli wyniki obejmuja nastepujace sktadowe:
optymalizacje parametréw protokotu do ekstrakcji materiatu genetycznego; kontrole jakosci
materialu genetycznego; analize sktadu genetycznego szczepionek, identyfikacje szczepow
szczepionek oraz oceng wystepowania ich wariantow; analize filogenetyczyna szczepow
szczepionkowych IBV na podstawie regionu kodujacego S1 genu biatka S oraz na podstawie
calego genomu IBV. Uzyskane wyniki sg bardzo ciekawe i wskazujg na pewne zrdéznicowanie
w zakresie poszczegolnych testowanych szczepionek. Roznice te autorka uznata jednak za
dopuszczalne. Bardzo szczegdtowa analiza wykazata m. in., Ze zdecydowanie mniej wariantow

wirusa znajdowato si¢ populacji szczepionki V-02 (ryc. 25). Réwnie interesujace byly wyniki
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analizy charakterystyki molekularnej testowanych szczepionek bakteryjnych, zwtaszcza w
odniesieniu do obecnosci genu replikonu plazmidowego w badanych szczepionkach.
Wykazanie tych samych szczepdw szczepionkowych w dwodch roznych komercyjnych
szczepionkach (dla wszystkich serii szczepionek B-05 oraz B-07 zidentyfikowano takg samg
nazw¢ szczepu Salmonella CHS44 oraz identyczne cgST 81326) stanowi duzg niespodzianke i
rodzi pytanie czy prawa autorskie do szczepu zostaly naruszone.

W rozdziale 5 doktorantka omawia wyniki uzyskanych badan i konfrontuje jej z danymi
Swiatowego pisSmiennictwa. Pani magister przed rozpocze¢ciem merytorycznej dyskusji bardzo
stusznie podkresla, Zze od przeszto 17 lat, nasz kraj jest liderem w produkcji migsa drobiowego
w Unii Europejskiej. Biorgc pod uwage produkcj¢ zywca drobiowego na glowe mieszkanca
zajmujemy, po Brazylii, drugie miejsce na §wiecie! W ciggu ostatnich 20 lat warto$¢ krajowe;j
produkcji drobiu w latach rosta w §redniorocznym tempie 7,8% w poréwnaniu do 4% rocznego
wzrostu w przypadku catej produkcji rolniczej. Konkurencyjno$é polskiej branzy drobiarskie;j
w relacji do innych panstw UE systematycznie ro$nie. Ponad polowa naszego migsa
drobiowego jest eksportowana. Jest oczywiste, ze tak dynamiczny rozwdj produkcji nie bytby
mozliwy bez efektywnej 1 profesjonalnej opieki weterynaryjnej nad stadami drobiu
wprowadzajacej skuteczne programy immunoprofilaktyki choréb zakaZnych. Nie dziwi wigc
skala wprowadzanych corocznie do obrotu, kupowanych za granicg szczepionek dla drobiu.
Dla branzy drobiarskiej bardzo wazne jest, aby europejski system kontroli jakosci produktow
leczniczych stanowit gwarancje, Ze preparaty wprowadzane na rynek beda bezpieczne i
skuteczne. System kontroli jako$ci immunopreparatow obejmuje wiele parametrow ale, jak
dotychczas nie wykorzystuje si¢ w praktyce metod okreslajacych sktad genetyczny 1
charakterystyke molekularng szczepionek weterynaryjnych, w tym szczepionek dla drobiu.
Zasadne bylo zatem podjecie przez Panig mgr Katarzyne Pasik proby oceny przydatnos$ci
wysoko przepustowego sekwencjonowania do kontroli jako$ci immunologicznych produktow
weterynaryjnych. Jak wspomniano wczesniej analizujac jakos¢ 1 ilo$¢ szczepionek przeciwko
zakaznemu zapaleniu oskrzeli, dopuszczonych do obrotu w Polsce, wyraznie wida¢, ze w coraz
krotszym czasie po identyfikacji nowego serotypu wirusa tej choroby wprowadzane sa nowe
rodzaje specyficznych szczepionek. Przyktadem moze by¢ tutaj fakt, ze preparat zawierajacy
szczep 4/91 zostat dopuszczony do obrotu w Polsce, juz w 1998 r., czyli po czterech latach od
identyfikacji przypadkéw choroby wywotanej przez ten wariant. Z kolei jedyna dostepna na
rynku szczepionka zawierajgca szczep Var2 zostala wprowadzona w maju 2016 rok, zaledwie
w pot roku po identyfikacji w krajowej populacji kur terenowych szczepoéw tego typu IBV,

cho¢ nie wydaje si¢ by byla to do konca stuszna decyzja! Rownie ciekawe sg wykonane przez
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doktorantke analizy dotyczace trendow wprowadzania do obrotu szczepionek przeciwko
salmonellozie. Ze wzgledu na znaczenie tych zakazen w bezpieczenstwie zywnos$ci wydaje sie,
ze w przysztosci programy immunoprofilaktyki zakazen pateczkami Salmonella beda
rozwijane. Na wielkos¢ wolumenu sprzedazy szczepionek tej grupy zdecydowanie wptywa fakt
ze nie sg one, jak dotychczas, stosowane w stadach kurczat brojleréw (rocznie w Polsce
odchowuje si¢ okoto 1 miliarda 300 milionow kurczat rzeznych!). Analizowana czg¢s¢ rozdziatu
,Omowienie wynikéw i dyskusja” jest bardzo interesujaca i obejmuje opis sytuacji na
krajowym rynku biopreparatéw dla drobiu a komentarze doktorantki sa poprawne i
potwierdzaja jej znajomo$¢ problemow immunoprofilaktyki stad drobiu ze wszystkimi jej
zawito$ciami, w tym z polityka koncernéw farmaceutycznych.

W dalszej tego rozdzialu Pani magister opisuje wyzwania jakie stoja przed
wprowadzeniem do praktyki do kontroli jako$ci szczepionek technologii HTS. Jest to z cala
pewnoscig niezwykle skomplikowany proces, ktory nie zostal formalnie rozpoczety. Jak
wynika z przegladow dokonanych przez pracownikéw Zaktadu Analiz Omicznych Instytutu
(Giza 1 wsp., 2021; Giza i wsp., 2022), najwigcej problemow sprawia opracowanie procesow,
ktére (wypada mie¢ taka nadziej¢) umozliwia ustandaryzowanie protokotu badawczego.
Cytowani w tym rozdziale pracy doktorskiej autorzy z wielu krajow podkreslaja, Ze nie jest to
fatwa 1 szybka droga. Jak skomplikowany to jest proces moze $wiadczy¢ omdéwiona bardzo
szczegdlowo przez doktorantke dokonana ocena homogennosci szczepow szczepionkowych.
Widaé¢ wyrazne, ze oceniane szczepionki przeciwko IB cechuja si¢ r6zng heterogennos$cia. Co
moze by¢ zjawiskiem obojetnym, nie wpltywajacym na ich skuteczno$¢ kliniczna, ale jak si¢
wydaje powinno si¢ monitorowac czy i w jakim stopniu wprowadzane do obrotu szczepionki
sa homogenne. Wedlug podobnego schematu doktorantka omowita oceniane szczepy
preparatow zawierajacych serowar Salmonella Enteritidis. Ciekawy fragmentem, ktory warto
podnie$¢, ze wzgledu na znaczenie praktyczne jest mozliwo$¢ odrdézniania szczepdéw
szczepionkowych od szczepow terenowych pateczek Salmonella. Mimo, Ze producenci
wskazuja metody fenotypowe do ich roéznicowania, rozwigzaniem optymalnym byloby
zastosowanie technik biologii molekularnej. Przewaga testow molekularnych wydaje si¢ by¢ tu
bezdyskusyjna. Konczac obszerne i poprawnie sporzadzone omoéwienie wynikow i dyskusje
doktorantka wskazuje na fakt, Ze wykonane przez Panig magister badania stanowiag wskazowke
dotyczaca formalnych zasad majacych na celu wprowadzenie tej metodyki do praktyki. Wyraza
przy tym nadzieje, ze wraz z postepem technicznym i upowszechnieniem technik HTS ich

zastosowanie do kontroli jakosci IWPL bedzie si¢ rozwijato.



Na podstawie przeprowadzonych badan doktorantka wyciggneta cztery bardzo opisowe
I obszerne (zbyt obszerne ?) wnioski, stanowigce w odniesieniu do wniosku 1, bardziej
rekapitulacje opisu danych liczbowych, w ktdérym to podsumowaniu doktorantka stwierdza, ze:
1.” Przeprowadzona w latach 2018-2020 analiza wykazala, ze na polskim rynku znajdowaty
sig szczepionki dla drobiu przeciwko 19 jednostkom chorobowym” (sugeruj¢ nast¢pujacy zapis
tej czesci wniosku ,, Analiza obejmujaca lata 2018-2020 wykazata, ze na polskim rynku
znajdowaty si¢ szczepionki dla drobiu przeciwko 19 jednostkom chorobowym”.

- wigkszos¢ z mich to immunopreparaty wirusowe (96,8%), przy czym dominujgcymi byly
szczepionki przeciwko zakazZnemu zapaleniu oskrzeli kur (IBV) (sugeruj¢ nastepujacy zapis tej
czesci wniosku ,,...przeciwko wirusowi zakaznego zapalenia oskrzeli kur (IBV)”) (23 zywe i
12 inaktywowanych), a w srod zywych te zawierajgce szczepy IBV typu MASS (Mass)(53%)
oraz 793 B (42%), w dalszej kolejnosci reprezentujgce typ (wariant) QX (5%) i Var2 (0,3%);

- pozostate to immunopreparaty bakteryjne (1,9%), posrod ktorych dominujgcymi byty
(szczepionki) przeciwko salmonellozie drobiu (9 zywych i 8 inaktywowanych), a wsrod Zywych
te zawierajgce serowar Salmonella Enteritidis ((46,6%), a nastepnie Salmonella Gallinarum,
Pullorum (35,8%), Typhimurium (8,9%) oraz dwuwalentne Enteritidis i Typhimurium (8,7%):
- nNajmniej liczne sq szczepionki pasozZytnicze (najmniej liczne sg szczepionki przeciwko
chorobom inwazyjnym)(1,3%).

Whniosek drugi jest rownie rozbudowany, jak pierwszy cho¢ wydaje sig, ze w
odniesieniu do jego poczatkowego fragmentu jest on zdecydowanie ,,przegadany” i nalezy go
koniecznie przeredagowac dotyczy to ponizszych fragmentow:

2. Badanie HTS w kontroli jakosci szczepionek umozliwia:

- okreslenie sktadu genetycznego organizmow zawartych w fiolce/blistrze szczepionki;
-identyfikacje charakterystyke molekularng zawartego w szczepionce organizmu;
-stwierdzenie zgodnosci z dokumentacjq producenta;

-uzupetnienie badan bezpieczenstwa szczepionek;

- analize pokrewienstwa szczepow szczepionkowych;

- w przypadku szczepionek wirusowych:

o Przedstawienie ztozonosci struktury szczepionek wzbogaconej o naturalny mikrobiom;
o Analize populacji wirusa poprzez okreslenie wystgpowania wariantow genetycznych
szczepow szczepionkowych oraz oceng ich stabilnosci. Wsrod badanych szczepionek najwiecej
wariantow zidentyfikowano w szczepionce zawierajgcej szczep typu 793 B, najmniej zas- SZCzep
OX. Warianty te roznily sie zarowno budowgq struktur UTR czy ORFla jak rowniez S,

potencjalnie majgcych wplyw na zjadliwos¢ czy immunogennosé szczepu,
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Whiosek trzeci rowniez wymaga przeredagowania. Stwierdzenie ,,ale istnieje potrzeba
stworzenia dedykowanych narzedzi we wspotpracy z producentami, ze scisle zdefiniowanymi
parametrami analiz” nie jest jasne dla recenzenta czy autorka ma na mysli narzedzia
bioinformatyczne czy HTS ze S$cisle zdefiniowanymi parametrami analiz. Moze stowo
., darmowe” zastapi¢ stowem ,, bezptatne”?

Whniosek czwarty przytoczony w pelnym brzmieniu:

4. HTS stanowi narzedzie uzupetniajqce dla dotychczasowych farmakopealnych metod
biologicznych, stosowanych przez wytworcow szczepionek oraz laboratoria OMCL w kontroli
jakosci, podczas stwierdzenia zgodnosci ze Specyfikacjg Wyrobu Gotowego. Nalezy dgzy¢ do
wprowadzania metody HTS do rutynowej kontroli jakosci IWPL. Aby jednak w pelni
wykorzystac jej potencjal, wymagana jest scista wspotpraca pomiedzy EDQM, laboratoriami
OMCL oraz firmami farmaceutycznymi. Jednym z podstawowych warunkow jej wprowadzania
jest koniecznos¢ ustalania genomow organizmow referencyjnych, wskazanie metod analizy
oraz prowadzenie badan bieglosci w tym zakresie.”, jest jak mozna zaklada¢ wielkim
zyczeniem Pani doktorantki i przekazem do wszystkich decydentow. Wydaje sie, ze publikacja
wynikéw pracy doktorskiej w czasopismie o zasiggu ogoélnoswiatowym moze by¢ pierwszym
krokiem na drodze uwrazliwiania docelowych interesariuszy na mozliwos¢ zastosowania HTS
do oceny jakosci IWPL.

Po krytycznej analizie opracowania, stwierdzam, iz Pani mgr Katarzyny Pasik w
publikowanej dziatalno$ci naukowej wykazata whasciwe przygotowanie merytoryczne do
samodzielnego rozwigzywania postawionych celow badawczych.

Recenzowana rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego oraz w potwierdza ogdlng wiedz¢ teoretyczng Doktorantki, a tym samym w
wystarczajagcym stopniu 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 warto$ci poznawczej recenzowanej dysertacji
zwracam si¢ z wnioskiem do Wysokiej Rady Naukowej Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach o dopuszczenie

Pani mgr Katarzyny Pasik do dalszych etapow przewodu doktorskiego. (0

Prof. dr haq. io\ﬂgs leszczuk
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