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Ocena pracy doktorskiej mgr Katarzyny Pasik zatytutowanej
., Zastosowanie wysokoprzepustowego sekwencjonowania do
kontroli jako$ci wybranych szczepionek dla drobiu”

Praca doktorska mgr Katarzyny Pasik stanowi bardzo wazny element
tematyki badawczej prowadzonej w Panstwowym Instytucie Weterynaryjnym —
Panstwowym Instytucie Badawczym w Putawach. Praca zostata wykonana w
Zaktadzie Farmacji Weterynaryjnej Instytutu a podstawowym celem pracy mgr Pasik
byto wykorzystanie wysokoprzepustowego sekwencjonowania do badania jakosci
szczepionek dla drobiu, ze szczegdlnym naciskiem na szczepionki przeciwko
wirusowemu zapaleniu oskrzeli i bakteryjnym zakazeniom Salmonella.

Rozprawa doktorska zawiera obszerny wstep, gdzie w pierwszej czesci
w sposdb wyczerpujacy Autorka omawia historie wprowadzania szczepionek dla
drobiu w Polsce, a nastepnie kontrole ich jako$ci w Europie poprzez tworzenie sieci
wyspecjalizowanych laboratoriow w kilkudziesieciu krajach Europy. W Polsce
Panstwowy Instytut Weterynaryjny — Panstwowy Instytut Badawczy jest jedynym
OMCL czyli Panstwowym Laboratorium Kontroli Produktéw Leczniczych. Wazna
strategig PIW — PIB w Putawach jest przyjecie zasady maksymalnego ograniczenia
liczby badan na zwierzetach. W tym kontekécie uzycie alternatywnych, ale
niezawodnych metod badania jakosci szczepionek, a do takich metod nalezy
wysokoprzepustowe sekwencjonowanie kwaséw nukleinowych, jest szczegolnie
wazne. W dalszej cze$ci wstepu Autorka krétko opisuje podziat szczepionek dla drobiu
na zywe i inaktywowane, a nastepnie opisuje gtéwne jednostki chorobowe drobiu,
ktére sg szczegolnie wazne z punktu widzenia przemystu drobiarskiego. Oméwione
choroby to zakazne zapalenie oskrzeli kur powodowane przez koronawirusa IBV, oraz
salmonellozy wywotywane przez wiele serowaréw bakterii Salmonella. Wirus 1B jest

opisany w sposéb dogtebny, réowniez z punktu widzenia wirusologii molekularne;j.



Autorka charakteryzuje réwniez szczepionki dostepne w Europie i opisuje ich zalety i
wady, w tym réwniez drogi podania. Podobng charakterystyke Autorka przedstawia dla
bakterii Salmonella opisujgc bardzo ztozone aspekty wielu choréb powodowanych
przez te bakterie i r6zne podejscia ich zwalczania poprzez szczepienia ochronne.

W kolejnym podrozdziale Autorka charakteryzuje technike
wysokoprzepustowego sekwencjonowania omawiajac zasade tej nowoczesnej
techniki oraz opisujac aparaty dostepne na rynku o réznym podejsciu do uzyskania
optymalnych i najbardziej wiarygodnych wynikoéw. Autorka w tej czesci rozprawy
opisuje zastosowanie tej techniki, ktora pozwala na uzyskanie petnych sekwencji
genomowych. Dla bakterii mozliwa jest identyfikacja zrédet zakazenia, charakterystyka
genow wirulencji takich jak geny antybiotykoodpornos$ci czy tez pozachromosomalne
elementy przenoszenia informacji genetycznej. Wazng cechg HTS w przypadku
wirusow jest rozréznienie szczepu szczepionkowego od terenowego czyli jest to troche
inne podejscie do bardzo waznego weterynaryjnego testu DIVA (Differentiating
Infected from Vaccinated Animals).

Nie mam zasadniczo uwag krytycznych do Wstepu, ale mam kilka pytan do
Autorki, ktére powinny bardziej przyblizy¢ zastosowanie techniki HTS :

e Bez watpienia HTS obecnie jest stosowane gtownie do analizy atenuowanych
szczepionek zywych. Oczywiste tez jest, ze zabite szczepionki inaktywowane
nie powinny zawiera¢ materiatu genetycznego. Ale czy w zwigzku z tym HTS
mogtoby znalez¢ w przysztosci zastosowanie do badania jako$ci szczepionek
inaktywowanych?

e Podczas pandemii obserwowali§my ,wybuch” zainteresowania i zastosowania
szczepionek opartych o mRNA. Biorgc pod uwage, ze IBV to koronawirus, czy
widzi Pani, w oparciu o doswiadczenia ze szczepionkami mRNA u ludzi,
mozliwo$¢ stosowania szczepionki mMRNA przeciwko IBV dla drobiu?

e Bardzo waznymi szczepionkami rekombinowanymi dla drobiu sg te oparte o
herpeswirus indyczy HVT. Czy szczepionki rekombinowane oparte na tym
wektorze sg dostepne dla IBV?

e Jakie mozliwosci widzi Pani dla zastosowania HTS do analizy szczepionek
rekombinowanych, w szczegolnosci dla tych dwdch rodzajéw wymienionych
powyzej?

Kolejny rozdziat to prezentacja gtéwnych celéw pracy — przedstawione sg one

logicznie i w sposob syntetyczny. Nie mam tutaj zadnych uwag.



Nie mam tez powaznych uwag do rozdziatu ,Materiaty i Metody”. Drobne uwagi
wymieniam ponizej:

e Ryc. 9iRyc.10 majag matg wartosc¢ dla czytajgcego. Duza cze$¢ Tabel jest
pusta z uwagami, ze sg to dane wrazliwe. Natomiast dostepne wydruki sg
podawane tak matg czcionkg, ze nalezatoby je czyta¢ ze szkiem
powiekszajacym. Mysle, ze wnioski z tych Tabel bytyby wystarczajace. Nie
bytoby konieczno$ci sztucznego zwiekszania objetosci tej pracy.

e str. 48 i winnych miejscach — stowo ,koncentracja” brzmi dziwnie. Stowo
,Stezenie” jest ogdlnie przyjetym polskim okresleniem.

e Analiza bioinformatyczna w ,Metodach” jest bardzo rozlegta i nie zawsze jestem
w stanie oceni¢ dobor konkretnych metod. W moim odczuciu Tabela 9, gdzie
wymienione sg poszczegollne cechy szczepionek i podane sg narzedzia
bioinformatyczne uzyte do analizy tych parametréw utatwia w sposéb bardzo
znaczacy ocene nakfadu pracy doktorantki. Mam jedynie drobng uwage
jezykowg — ,wizualizacja” to nie jest najlepsze okres$lenie; mozna to okresli¢
catkiem precyzyjnie po polsku.

Rozdziat ,Wyniki” zostat podzielony na dwa podrozdziaty: pierwszy dotyczy
przegladu weterynaryjnych immunologicznych produktéw leczniczych (IWPL)
stosowanych w Polsce, drugi to wyniki analiz genomicznych wykonanych przez
Autorke. Z podsumowania analiz bazy kontroli seryjnej IWPL wynika, ze w badanym
okresie (2018-2020) na polskim rynku znajdowaty sie szczepionki przeciwko 19
jednostkom chorobowym — wiekszo$¢ przeciwko chorobom wirusowym (prawie 97%),
a w tej grupie dominujace byly szczepionki przeciwko zakaznemu zapaleniu oskrzeli
kur. Szczepionki przeciwbakteryjne stanowity okoto 2% ilosci immunopreparatéw i byty
to gtébwnie szczepionki przeciwko salmonellozie.

Analiza genomiczna szczepionek i interpretacja wynikéw eksperymentalnych to
gtéwna cze$¢ pracy opisana w rozdziale Wyniki. Kluczowg role w tej czesci pracy
odgrywajg etapy poczatkowe polegajagce na izolacji materiatu genetycznego
znajdujgcego sie w szczepionce i jego dalszej obrobce, jak np. przepisanie informac;ji
genetycznej z RNA na DNA. Ostra kontrola jako$ci materiatu genetycznego przez
Autorke potwierdzita jego przydatno$¢ do wysokoprzepustowego sekwencjonowania i
dalszych analiz bioinformatycznych. Na podstawie tych informacji Doktorantka ocenita
homogenno$¢ szczepionek zardbwno wirusowych jak i bakteryjnych. W zdecydowane;j

wiekszosci przypadkéw wyniki byly zblizone do tych zadeklarowanych przez



producenta. W przypadku szczepionek przeciwko IBV Autorka analizowata warianty
genetyczne wystepujace w szczepach szczepionkowych. Czestotliwos¢ ich
wystepowania byta niewielka co Swiadczy o stabilno$ci badanych szczepionek.
Rozrzut zmian w wariantach w stosunku do gtdwnego sktadnika byt do$¢ znaczny.
Wystepowat zarbwno w rejonach niekodujgcych UTR, w genie replikazy, ale réwniez
w genach strukturalnych S i M. W przypadku szczepionek przeciwbakteryjnych ich
jednorodno$¢ nie budzita zastrzezen - ponad 99% odczytdw zostato
zaklasyfikowanych jako Salmonella enterica. Odpowiednie analizy bioinformatyczne
postuzyty Autorce do doktadnej analizy materiatu genetycznego znajdujgcego sie w
szczepionkach. Doktorantka przeanalizowata geny chromosomalne odpowiedzialne
za opornos¢ przeciw gtdwnym czynnikom stosowanym w ochronie kur oraz
zidentyfikowata replikony pozachromosomalne, ktére czesto przenoszg oporno$é¢ w
sposob horyzontalny.

Kolejny rozdziat to potagczone ,Omdwienie wynikéw i dyskusja”. W pracy opisana
jest nowatorska technika i jej zastosowanie do analizy jakosci szczepionek, wiec takie
potaczenie wydaje mi sie zasadne. Whniosek Autorki, ze kontrola wprowadzanych
immunopreparatow zawierajgcych atenuowane patogeny powinna roéwniez
obejmowac ich sktad genetyczny i wtasnos$ci molekularne uwazam za w petni
uzasadniony. Wierze, ze technika znajdzie szerokie zastosowanie w bliskiej
przysztosci i obejmie réwniez inne rodzaje szczepionek, ktére wymieniatem wczesniej.
Wazng cecha techniki, na ktérg Autorka zwraca uwage jest to, ze podejscie
metagenomiczne pozwala na poznanie catej roznorodnosci genetycznej w sktadzie
szczepionki, a wiec mozliwe sg analizy retrospektywne sktadu, i co za tym idzie
okreslenie zmian w czasie poszczegolnych partii dostarczanych przez producenta.
State monitorowanie technikg HTS pozwala réwniez na zredukowanie mozliwosci
rewersji szczepu szczepionkowego do szczepu, ktéry moze rozprzestrzenia¢ sie w
$rodowisku i w efekcie moze stanowi¢ zagrozenie dla ludzi i zwierzat. Przedstawione
przez Autorke wyniki pokazujg, ze badania HTS moga by¢ bardzo pomocne w
badaniach fenotypowych. Badania fenotypowe sg przewaznie dtugotrwate i czasami
niejednoznaczne, a czesto ostateczny wynik analizy powinien by¢ jak najszybszy,
szczegodlnie w wynikach fenotypowych watpliwych lub spornych. HTS moze by¢ tuta;j

szczegolnie pomocna.



Ostatni rozdziat to ,PiSmiennictwo”. Przeglad artkutéw jest wyczerpujgcy i sg one
wiasciwie uzywane w pracy. Mam jedynie zastrzezenie co do jednorodnosci
piSmiennictwa nazw czasopism. Znalaztem tutaj co najmniej trzy metody pisania nazw,
a wiec m.in. skrotami lub petng nazwa, kursywa lub zwyktg czcionka, skrétem lub petng

nazwag. Czasami zmieniona jest pisownia identycznych tytutow.

Wymienione przeze mnie drobne krytyczne uwagi nie zmieniajg faktu, ze rozprawe
mgr Katarzyny Pasik oceniam wysoko. Stwierdzam, ze doktorantka opanowata
nowoczesne techniki analizy genetycznej, przede wszystkim wysokoprzepustowego
sekwencjonowania i uzycia analiz bioinformatycznych w stopniu pozwalajacym na
samodzielng prace w tej dziedzinie. Wyniki badan sg bardzo wazne dla dalszego
rozwoju tego obszaru wiedzy. Zostaty tez spetnione wszelkie wymogi formalne
konieczne do ztozenia pracy doktorskiej W zwigzku z tym wnioskuje o dopuszczenie

mgr Katarzyny Pasik do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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