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Podstawa formalna

Zgodnie z Uchwalg Rady Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego-
Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach podjetej w dniu 13.12.2017 r, zostalam
powolana na recenzenta w/w rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Bigoraj. Badania bedace
podstawag opublikowanych trzech prac oryginalnych i jednej publikacji przegladowe;,
stanowigcych rozprawe doktorskg sfinansowane zostaly ze $rodkow dotacjii KNOW-
Konsorcjum Naukowego ,, Zdrowe Zwierze - Bezpieczna Zywno$¢” nr 05-1/KNOW2 /2015.

Ocena formalna

Prace doktorska mgr Eweliny Bigoraj stanowi cykl czterech publikacji z ktérych
pierwsza opublikowana w 2017 r jest pracg przegladowa o IF= 0,197. Pozostate trzy, sg
pracami oryginalnymi o lacznym IF 11,724. Laczna uzyskana punktacja, wedlug : listy
czasopism punktowanych MNiSW wyniosta 215, a IF 11,921 wedlug Journal Citation
Reports, zgodnie z rokiem opublikowania. Tematyka rozprawy doktorskiej jest $cisle zwigzana

z obszarem zainteresowan pracownikéw Zaktadu Wirusologii Zywnosci i Srodowiska PIW-



PIB i dotyczy wirusa zapalenia watroby typu E (HEV). Temat pracy wpisuje si¢ w strategi¢
zarébwno Swiatowej Organizacji Zdrowia ,One life one liver” jak i pozarzadowej
organizacja World Hepatitis Alliance zakladajacej zwigkszenie intensywnosci dziatan
prowadzacych do wyeliminowania do 2030 r. wirusowego zapalenia watroby jako zagrozenia
dla zdrowia publicznego. Dlatego badanie roznych zrédet zakazenia wirusem HEV cziowieka
jest tak istotne, Pani mgr Ewelina Bigoraj miala znaczacy udzial w: wyborze tematu,
opracowywaniu koncepcji badaf, planowaniu dos$wiadczen,, wykonywaniu oznaczen
laboratoryjnych a takze opracowaniu i interpretacji wynikoéw badan laboratoryjnych oraz
przygotowaniu manuskryptow przed wystaniem ich do druku. Opublikowana praca
przegladowa, ktérej Doktorantka jest pierwszy autorem powstata przy Jej wspétudziale w
wypracowaniu koncepcji artykutu, zrobieniu kwerendy, zebraniu literatury, przygotowaniu

manuskryptu, korekcie tekstu przed ostatecznym opublikowaniem.

Recenzowana praca doktorska posiada klasyczny uktad, czyli wyodrebniony: wstep, cele
pracy, material i metody oraz omowienie gloéwnych wynikéw prac doswiadczalnych. Pracg
konczy sze$¢ wnioskow. Wstep poprzedzony jest wykazem publikacji skladajgcych si¢ na
rozprawe doktorskg i lista uzywanych w tekscie skrétow. Na kofcu pracy umieszczono

streszczenie w jezyku polskim i angielskim .

Ocena merytoryczna

Tytul rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Bigoraj jest jasno sformutowany lecz nie jest
odzwierciedleniem calo$ci dokonan Doktorantki. W bardzo obszernym wstgpie wykazuje
Autorka dobra znajomo$é zagadnien ogdlnych zwigzanych z taksonomia wirusa HEV i
genetycznym pokrewienstwem szczepéw wykrywanych u ludzi i r6znych gatunkéw ssakow
bedacych zywicielami tego patogenu. Przedstawia szczegoly organizacji genomu HEV i etapy
jego replikacji w komorkach gospodarza zwracajac baczng uwage na funkcje biatek
strukturalnych i niestrukturalnych wirionu. Kolejna czgs¢ wstgpu poswieca epidemiologii
zakazen u ludzi i ich wystepowania u zwierzat gospodarskich i dziko zyjacych. Podkresla fakt
zréznicowania genetycznego HEV czyli wystgpowania 8 genotypow i szeregu podtypow, z
ktérych czes¢ nie wykazuje potencjalu zoonotycznego, a jednoczesnie reprezentuje ten sam
serotyp. Nastepne dwa zagadnienia omawiane przez Autorke Dysertacji to udokumentowane
przyktady zywnosci, zaréwno pochodzenia zwierzgcego jak i pochodzenia roslinnego bedgce;j
zrodiem zakazenia czlowieka HEV. Wstep konczg informacje o przypadkach wykrywania HEV
na réznych etapach produkcji zywnosci, gdzie szczeg6lna rolg przypisuje si¢ etapowi produkcji



pierwotnej w tym hodowli zwierzat rzeznych i hodowli migczakéw. Rozlegly wstep oparty
na 247 pozycjach cytowanej literatury oraz publikacja artykulu przegladowego $wiadczg o
dobrym przygotowaniu Doktorantki do pracy badawczej w zakresie dyscypliny ktora
reprezentuje. Mgr Ewelina Bigoraj sformulowala cztery gléwne cele pracy doktorskiej.
Pierwszym i podstawowym dla dalszych badan celem byto adaptowanie i zastosowanie
komercyjnie dostepnego zestawu ELISA (ludzkiego) recomWell HEV IgG (Mikrogen
Diagnostik, Niemcy) do wykrywania zakazen HEV u krélikow. Szczegély metodyczne
przystosowania testu i jego walidacji opisala Doktorantka w artykule opublikowanym w
czasopi$mie Food Analytical Methods. Kolejne sformulowane cele pracy doktorskiej to :

- II .Ocena wystepowania zakazefi HEV u krolikow rzeznych oraz identyfikacja zoonotycznych

genotypow wirusa

- III. Wykrywanie i iloSciowa ocena zawartosci HEV we krwi i watrobie wieprzowe;j

stanowiacych surowiec do produkcji wedlin podrobowych

- IV. Znaczenie obecnosci adenowirusa $win (pAdV) w zywnosci jako higienicznego

wskaznika jej zanieczyszczenia enterowirusami

Dane literaturowe wskazujgce na wystepowanie zakazen wirusem zapalenia watroby
typu E cztowieka (HEV) w hodowlach krolikéw i u ludzi, a brak informacji o wystgpowaniu
HEV w hodowlach krajowych krélikow sktonity Doktorantke do przeprowadzenia badan nad
rozpowszechnieniem wirusa w rodzimych hodowlach tego gatunku zwierza. Prébki do badan,
krew i watroby pobierano na etapie uboju krolikow réznych ras w wieku od 2,8 do 6 miesiecy.
Zwierzeta pochodzily z 20 matych oraz 4 wielkoobszarowych gospodarstw. Wykrywanie
przeciwcial anty-HEV przeprowadzono testem ELISA, a wykrywania HEV i wirusa kontroli
procesu metoda RT-PCR. Identyfikacje genotypéw i podtypéw wyizolowanych kréliczych
HEV wykonano poprzez amplifikacj¢ fragmentu genomu wirusa ORF2, a otrzymane
amplikony PCR oczyszczono i zsekwencjonowano. Uzyskane sekwencje nukleotydowe
poszczegdlnych fragmentow kréliczych szczepéw HEV poréwnywano z sekwencjami
wiruséw dostepnymi w GenBank. Analiza statystyczna (test T-studenta) wykazata réznice w
wystepowaniu zakazenn HEV u kr6likow pochodzacych z malych i duzych komercyjnych ferm.
Przeciwciala anty-HEV wykryto w 6% badanych probek kréliczych. Badanie 29 surowic w
ktérych wykryto przeciwciala, nie potwierdzity obecnosci HEV-RNA w 28, a trzy surowice w
ktérych wykryto HEV-RNA nie wykazaly obecnosci przeciwcial swoistych dla wirusa..
Wszystkie kroliki w surowicy ktorych stwierdzono obecnos¢ przeciwcial IgG  pochodzily z



hodowli przydomowej, nie stwierdzono przeciwcial w surowicach krélikéw z hodowli
wielkostadnej. Inne rezultaty uzyskano z badania probek watroby, od tych samych krolikow.
Wirusowe RNA wykryto w 72 watrobach, co stanowito 14,9% badanych, w 58 probkach z
tej grupy miana przeciwcial byly zbyt niskie zeby uznaé je za seropozytywne. Analiza
statystyczna (Persona) nie potwierdzita zaleznosci pomigdzy wynikami testu ELISA i PCR na
czesto$é wystepowania zakazenh HEV u krolikow z ferm o réznej skali hodowli. Autorka
sugeruje jednak, na postawie analizy rangi Spearmana i testu X> ze badania wigkszej liczby
zwierzat moglyby potwierdzi¢ korelacje migdzy wynikami serologicznymi i molekularnymi.
Dla okreslenia genotypow sze$édziesigciu czterech szczepéw amplifikowano regionu ORF2 i
o$miu szczepéw regionu ORF 2/3. Analiza filogenetyczna sekwencji ORF2 kréliczych
szczepow HEV i szczepéw ludzkich, swifiskich i pozyskanych od dzikéw, pozwolila na ich
afiliacje do HEV gt3 podtyp ra. Szczepy HEV wyizolowane od krolika pogrupowano w trzy
genetycznie odrebne klady. Homologia sekwencji mig¢dzy szczepami krélikéw byla znaczna i
wynosita od 62% do 97%. Najwyzszg homologi¢ sekwencji 99-100% zaobserwowano wsrod
szczepoéw wyizolowanych od zwierzat z jednego powiatu. Uzyskane przez Doktorantke wyniki
badania probek krwi i watroby pobranych od krélikow poddawanych ubojowi potwierdzaja
wystepowanie w nich wirusa zapalenia watroby typu E- HEV. Uzyskane wyniki majg wymiar
praktyczny i powinny sta¢ si¢ podstawa, przy dopuszczaniu migsa kréliczego do spozycia,
zastosowania dwéch generalnych zasad prawa zywnos$ciowego takich jak : analizaryzyka (art.
6. Rozporzadzenia WE 178/2002) i zasady ostroznosci (art. 7 Rozporzadzenia WE 178/2002)

dla zapewnienia wysokiego stopnia bezpieczenstwa zywnosci.

Kolejne dwa cele dysertacji, wskazane przez Doktorantkg, omoéwiony zostal w artykule
opublikowanym na tamach Food and Environmental Virologii. Do oceny wystgpowania wirusa
zapalenia watroby typu E czlowieka (HEV) i adenowirusa $winskiego pAdV Doktorantka
przebadala probki watroby i krewi spozywczej $win. Probki watréb wieprzowych pozyskiwano
na etapie handlu detalicznego z réznych partii dostarczanych do sklepéw w latach 2016-2018,
natomiast prébki krwi pozyskiwano w trakcie uboju w dwéch rzezniach w latach 201812019.
Przed pobieraniem probek opracowany byt schemat ich pozyskiwania, uwzgledniajacy wiek
zwierzat i wielko$¢ stada. Do wykrywania materiatlu genetycznego HEV i adenowirusa
$winskiego zastosowano metode duplex real-time RT-qPCR i real-time PCR. Obecnos¢ RNA
HEYV stwierdzono tylko w 3,4% probek krwi i w 1% probek watroby, a adenowirusa swinskiego
pAdV nie wykryto zastosowanymi metodami w zadnej z probek watroby, natomiast wykryto
w 13% badanych probek krwi spozywczej. Podobnie jak w przypadku badania szczepow



izolowanych od krélikéw szczepy izolowane od $win dla okreslenia genotypéw poddano
amplifikacji. W przypadku wyizolowanych szczep6w swinskich HEV amplifikowano region
ORF2, a dla identyfikacji serotypu pAdV fragment genu kodujacego biatko heksonu.
Identyfikacje serotypéw pAdV przeprowadzono na podstawie dopasowanie ich sekwencji z
sekwencjami referencyjnymi ludzkich i zwierzecych adenowiruséw reprezentujgcych rézne
serotypéw dostepnych w GenBanku. Wykonano analizy za pomocg BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Cztery z wyizolowanych HEV zakwalifikowano do
podtypu wirusa 3f i jeden do podtypu 3e. Sekwencje nukleotydowe wszystkich szczepow
pAdV nalezaty do serotypu 5. Przeprowadzone przez Doktorantke badanie wystgpowania HEV
w probkach watréb i krwi wieprzowej wykazaly sporadyczne jego wystepowanie u tego
gatunku zwierzat. Analiza w kierunku wystgpowania adenowirusa $winskiego pAdV nie
pozwolila na jego wykrycie w probach swinskich watréb , byt obecny w krwi spozywcze;j.

Autorka na podstawie badafh opracowata 5 wnioskéw z ktorych pierwszy i drugi sg
sformulowane jasno i potwierdzajg udowodniong przydatnos¢ zmodyfikowanego testu ELISA,
przeznaczonego do wykrywania przeciwciat anty HEV u ludzi, do wykrywania przeciwciat
u krolikéw. Wniosek trzeci cyt. ,, Infekcje HEV u krolikow w Polsce wystgpuja u zwierzat w
hodowlach drobnotowarowych” uwazam za zbytnie uogélnienie, poniewaz Doktorantka nie
zbadata wszystkich hodowli krolikow jakie sa w Polsce, dodatkowo wykorzystala tylko dwie
metody wykrywania HEV. Cze$ciowo zgadzam si¢ z wnioskiem czwartym poniewaz
rzeczywiscie narzady i tkanki krolikow i $win moga zawiera¢ HEV, lecz ryzyko
zanieczyszczenia (zainfekowania) tkanek krolikow jest wyzsze niz u $win i mozna byto to
wyartykulowaé w drugiej czesci wniosku. W kolejnym, pigtym wniosku, Doktorantka uzyta
sformulowania ,,w zywnosci pochodzenia zwierzgcego™, co jest skrétem myslowym czgsto
powielanym. Badania obejmowaly tylko krew i watrobg a zatem podroby, ktére nie sg
zasadniczymi surowcami do produkcji zywnosci zwierzecego pochodzenia. Wniosek szosty
miat byé odpowiedzig na zamieszczony we wstepie czwarty cel pracy i powinien odnosi€ si¢
tylko do wykonanych badaf. Pani mgr Ewelina Bigoraj proby watréb pobierata do badan w
sklepach detalicznych w latach 2016-2017, a probki krwi w rzezniach w roku 2018 i 2019.
Jaki zatem sposob, czy metode zastosowala do powigzania sposobu zywienia i utrzymania

zwierzat z probkami poddanymi badaniu.

Z obowigzku recenzenta chciatabym zwréci¢ uwage Doktorantki na pewne watpliwosci
i sugestie: Pierwsza odnosi si¢ do samego tytulu Dysertacji ktory nie uwzglednia waznej czgsci

metodycznej. W tytule uzywa Pani sformutowania ,, w Zywnosci zwierzgcego pochodzenia”, a



badania wykonata tylko z uzyciem krwi i watréb dwoch gatunkow zwierzat rzeznych. Czy
zatem jest uzasadnione takie uogo6lnienie? W podrozdziale publikacji II/3 ,, -Probki krwi
spozywczej i watroby” w pierwszym zdaniu czytamy: Ogoélnie 246 prob watroby (n=100). Czy
badane i uwzgledniane w obliczeniach statystycznych byly 246 proby czy 100? Kolejna
watpliwo$¢ i pytanie zwigzane jest z liczbg tucznikow w wieku 5-6 miesigcy ktore zgodnie z
tekstem stanowily 99,77 % $win od ktorych pobierano proby. Czy zatem wiaczenie pozostatych
zwierzat stanowigcych tylko 0,3% znacznie odbiegajacych wiekiem i cigzarem uwaza

Doktorantka za uzasadnione, a jesli tak to dlaczego?
Ocena koncowa

Wyrazone watpliwoéci nie pomniejszajg wartosci poznawczych i aplikacyjnych pracy
mgr Eweliny Bigoraj. Bardzo dobra znajomos¢ literatury dotyczaca wirusa zapalenia watroby
typu E, rozlegla wiedza w zakresie omawianych zagadnief, przeprowadzenie
skomplikowanych oznaczen, wykorzystanie narzedzi bioinformatycznych do okreslenia
genotypoéw oraz umiejetnosé wnioskowania §wiadcza o dobrym naukowym przygotowaniu
Doktorantki. Pani mgr Ewelina Bigoraj zrealizowata postawione cele badawcze oraz wniosta
nowe tresci poznawcze i utylitarne do stanu wiedzy o HEV. W Swietle powyzszej oceny
formalnej i merytorycznej oraz tresci pracy doktorskiej mgr Eweliny Bigoraj stwierdzam, ze
przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska odpowiada wymogom stawianym rozprawom
doktorskim zgodnie z Rozporzgdzeniem Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19
Stycznia 2018r w sprawie szczegélowego trybu i warunkéw przeprowadzania czynnosci w
przewodzie doktorskim, w postepowaniu habilitacyjnym oraz w postgpowaniu o nadanie tytutu
profesora (Dz. U. 2018 poz. 261). W zwiazku z powyzszym, stawiam wniosek o przyjecie
rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Bigoraj oraz dopuszczenie do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.



