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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Bigoraj
pt.” Wirus zapalenia watroby typu E (HEV) w Zywnosci pochodzenia zwierzecego”
wykonanej w Zakladzie Wirusologii Zywnosci i Srodowiska PIWet-PIB w Pulawach
pod kierunkiem promotora prof. dr hab. Artura Rzezutki

oraz promotora pomocniczego dr Ewy Kwit
Podstawe formalng do wykonania recenzji pracy doktorskiej mgr Eweliny Bigoraj stanowi uchwata

Rady Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego - Pafistwowego Instytutu Badawczego w

Putawach z dnia 12.12.2017 r.

Rozprawe doktorskg autorstwa mgr Eweliny Bigoraj pt. ”Wirus zapalenia watroby typu E
(HEV) w zywnosci pochodzenia zwierzgcego” stanowiag 4 publikacje — w tym 1 przeglagdowa i 3
oryginalne. Prace zostaty opublikowane w 2017, 2018, 2020 i 2021 r w czasopismach z listy
czasopism punktowanych MNiSW/MEN z Impact Factor wedtug Journal Citation Reports zgodnie z
rokiem opublikowania. L.gczna punktacja powyzszych publikacji wynosi 215 punktéw, a taczny IF -
11,921. Prace uzyskaty pozytywne recenzje. Takze wedtug mojej opinii prezentujg bardzo wysoki
poziom naukowy, redakcyjny i edytorski. Do rozprawy doktorskiej dotgczono odpowiednie

oswiadczenia wspotautordw.

Praca przeglagdowa opublikowana w 2017 r. w Medycynie Weterynaryjnej w sposdb bardzo
doktadny, a jednocze$nie bardzo zwiezle, przedstawia na podstawie literatury $wiatowej problem
wirusowego zapalenia watroby typu E u ludzi, u zwierzat gospodarskich oraz u zwierzat zwigzanych
ze Srodowiskiem sylwatycznym. Jest to doskonate wprowadzenie do analizy trzech prac oryginalnych
podejmujacych odpowiednio tematyke zastosowania po adaptacji testu ELISA przeznaczonego do
diagnostyki HEV u cztowieka, do wykrywania przeciwcial anty-HEV w surowicy krolikow;

wykrywania wirusa zapalenia watroby typu E u krolikéw rzeznych; krwi i watroby $winskiej jako



zrédet wirusa zapalenia watroby typu E w procesie produkcyjnym produktéw z podrobow

wieprzowych.

Wedhug mojej opinii, szczegolnie istotne jest, ze powyzsze publikacje przyczyniaja si¢ do
rozwoju diagnostyki laboratoryjnej zanieczyszczen produktow spozywczych HEV. Doktorantka
shusznie podkresla, ze zywno$¢ zawierajaca wirusy nie zmienia swoich wlasciwosci
organoleptycznych. O rozpoznaniu zanieczyszczen wirusowych decyduja wyniki badan

laboratoryjnych. Wirusologia zywnosci to bardzo rozwojowa dziedzina nauki.

Zywnos¢ pochodzenia zwierzecego jest gléwnym zrédtem zakazenia czlowieka HEV. Migso,
krew, narzady ze szczegdlnym uwzglednieniem watroby, od bezobjawowo zakazonych §win, dzikow,
krolikéw i innych gatunkow zwierzat bedacych rezerwuarem wirusa, stanowia materiat do
przygotowywania zywnosci. Dla szczepéw HEV o genotypie 3 i 4 gtéwna droga przeniesienia wirusa
na cztowieka jest droga pokarmowa. Grozne sg rdwniez wodnopochodne zakazenia przez HEV o
genotypie 1 i 2. Zakazenia HEV sg szczegolnie grozne dla osob z obnizong odpornoscig, chorobami
wspotistniejacymi, dla nosicieli HIV, dla kobiet cigzarnych. U tych os6b wystepuja objawy

wynikajace z ostrego zapalenia watroby.

Tytul pracy zostat sformutowany prawidtowo i jest adekwatny do prezentowanej w czterech
publikacjach tematyki. Dotychczas w Polsce nie prowadzono intensywnych badan zaréwno
wystepowania zakazen HEV u zwierzat bedacych zrédiem zywnosci dla cztowieka , jak i w zywnosci
pochodzenia zwierzecego. W naszym kraju tak poglebione badania maja charakter pionierski.
Dodatkowo mamy do czynienia z bardzo trudng sytuacja w zakresie prewencji, diagnostyki
laboratoryjne i zwalczania zakazen HEV u zwierzat produkujacych zywno$é, przede wszystkim ze
wzgledu na ich bezobjawowy charakter i nie odnotowywanie strat ekonomicznych w ich nastgpstwie.
W tym zakresie koncepcja ,,Jedno Zdrowie” jest realizowana w znikomym zakresie. Podwyzsza to

dodatkowo wartos¢ i role przeprowadzonych przez Doktorantke badan.

Doktorantka we wstepie do pracy przedstawita na podstawie literatury $wiatowej informacje

odnoszace si¢ generalnie do herpeswiruséw u ludzi i zwierzat, a nastepnie, przechodzac do zagadnien



zwigzanych z HEV, organizacje¢ genomu i replikacje tego wirusa w komorce, epidemiologi¢ zakazen
HEV u czlowieka, wystepowanie zakazen HEV u zwierzat gospodarskich, z uwzglednieniem trzody
chlewne;j, krélikéw, owiec, koz, bydta, koni, jakéw, drobiu domowego, wystgpowanie zakazen HEV
u zwierzat dziko zyjacych z uwzglednieniem dzikow, zwierzyny ptowej, szczuréw i myszy.
Omawiajgc wystepowanie HEV u zwierzat dziko zyjacych skoncentrowata si¢ migedzy innymi na
mozliwosci wystapienia przeniesienia zakazenia z dzikow na §winie oraz dziko zyjace przezuwacze.
Pozostale zagadnienia uwzglednione we wstepie to: HEV jako patogen wywolujacy zoonoze, z
zaznaczeniem, ze przeciwciala anty-HEV IgG sg czgsciej wykrywane wsrod hodowcow swin, lekarzy
weterynarii i pracownikow lesnych, czyli os6b zawodowo narazonych na kontakt ze zwierzgtami;
udziat zywnosci pochodzenia roslinnego w prienoszeniu HEV na czlowieka z uwzglednieniem
mrozonych malin, sataty, szpinaku, rukoli, truskawek oraz zi6t; wykrywanie HEV na poszczegdlnych
etapach produkcji zywno$ci metodami molekularnymi, migdzy innymi ukierunkowanymi na
wykrywanie materiatu genetycznego wirusowych wskaznikdéw zanieczyszczenia zywnosci

(adenowirusy przewodu pokarmowego cztowieka i $win, polyoma wirusy).

Doktorantka w podsumowaniu wstepu zwraca uwage na rekomendacje EFSA dotyczaca
koniecznosci opracowania metod badawczych wykrywania i iloSciowego oznaczania HEV w
zywnosci, jak réwniez umozliwiajacych identyfikacje zoonotycznych genotypéw i podtypéw HEV u
zwierzat. Powyzsza rekomendacja przyswiecata okresleniu czterech, precyzyjnie sformutowanych
celow pracy doktorskiej, obejmujacych zaréwno zagadnienia oceny wystepowania zakazen HEV u
krolikow z zastosowaniem adaptowanego komercyjnego testu ELISA oraz identyfikacje
zoonotycznych genotypéw wirusa, jak i wykrywanie i ilosciowa ocene zawartosci HEV we krwi i
watrobie wieprzowej stanowiagcych surowiec do produkcji wedlin podrobowych, czy tez znaczenie
obecnosci adenowirusa $win (pAdV) w zywnosci jako higienicznego wskaznika zanieczyszczenia

enterowirusami.

Bardzo pozytywnie oceniam niezwykle syntetycznie sformutowany rozdziat ,,Materiat i
metody”, przedstawiajacy zagadnienia metodyczne odnoszace si¢ do trzech publikacji oryginalnych,

ktére wraz z publikacja przegladows stanowig prace doktorska. Przedstawiono w nim: probki uzyte do



badan — 482 pary probek krwi i watrdb krolikow poddanych ubojowi, pochodzacych z hodowli
drobnotowarowej oraz 146 zbiorczych probek krwi swinskiej i 100 watrob wieprzowych; metode
serologicznej oceny wystepowania zakazen HEV u krélikéw — komercyjny test ELISA recomWell
HEV IGG (Mikrogen Diagnostyk, Niemcy) do wykrywania swoistych przeciwciat anty-HEV w
surowicy cztowieka (plytki optaszczone rekombinowanym biatkiem O2 kapsydu szczepéw HEV
cztowieka o genotypie 1 i 3), poddany modyfikacji i optymalizacji — zastgpienie koniugatu zawartego
w zestawie (przeciwciata anty-cztowiek IgG) biatkiem A wykazujacym reaktywnosé z przeciwciatami
klasy Ig G cztowieka i krélika; odpowiednie procedury analiz molekularnych ( wykrywanie HEV
RNA w prébkach zywnosci — duplex real-time RT-qPCR; wykrywanie materiatu genetycznego
kaliciwirusa kotow (FCV) stanowigcego kontrole procesu analizy prébki - jednostopniowy real-time
RT PCR; identyfikacja DNA adenowirusa $win (pAdV) w zywnosci — real-time PCR; identyfikacja
genotypu i podtypu wykrytych szczepow HEV $wini i krdlika — analiza sekwencji nukleotydowych
fragmentu ORF 2/3 w genomie HEV; metody analizy statystycznej. Uzyty arsenat metod jest
imponujacy, pozwalajacy na osiagnigcie w petni wiarygodnych wynikéw. Doktorantka wykazata si¢
najwyzszym zaawansowaniem metodycznym, ktore pozwolito na osiagniecie bardzo wartosciowych
wynikow w odniesieniu do kazdej z trzech publikacji oryginalnych, stanowiacych wraz z publikacja

przegladowa prace doktorska.

Sukcesem zakonczyty sie prace nad adaptacjg komercyjnie dostgpnego testu ELISA
przeznaczonego do wykrywania swoistych przeciwciat anty-HEV w surowicy cztowieka do
identyfikacji zakazen HEV u krélikow. Badania probek surowic od 482 krolikéw przeprowadzone
tym testem wykazaly przeciwciata anty-HEV IgG w 29 probkach (6%). Natomiast badania obecnosci
wirusowego RNA w 482 probkach watrdb od tych samych krélikéw, wykazaty ja w 72 probkach
(14,9%). Analiza badan serologicznych (ELISA) i molekularnych (PCR) nie wykazata istotnych
réznic w czestosci wystepowania HEV u krolikéw z ferm drobno- i wielkotowarowych. Analiza
filogenetyczna kréliczych szczepow HEV przeprowadzona w oparciu o sekwencje nukleotydowe

fragmentdw ORF 2 i ORF 2/3 wykazata, ze krajowe szczepy wirusa naleza do genotypu 3, kroliczego



podtypu ra. Sekwencje kréliczych szczepow HEV w obrebie ORF 2 posiadaty wzajemne

podobienstwo w zakresie 88,8%-100%.

Badania molekularne wystgpowania HEV i adenowirusow swin (pAdV) we krwi spozywczej i
watrobie wieprzowej — w surowcach do produkcji wedlin podrobowych, wykazaty obecnos¢ HEV
zarowno we krwi, jak i w watrobach wieprzowych (podtyp ,.,e” i,,f” w obrebie genotypu 3).
Natomiast obecnos¢ adenowirusa $winskiego stwierdzono jedynie we krwi spozywczej.
Zidentyfikowane szczepy pAdV nalezaty do serotypu 5 w grupie adenowirusow wywotujacych

zakazenia uktadu oddechowego, a nie pokarmowego $swin.

Na podstawie powyzszych wynikéw badan doktorantka sformutowata szes¢ jasnych,
syntetycznych, wzorowo zredagowanych, w petni uzasadnionych wnioskow. Bardzo wartosciowe
wnioski 1, 2, 3 odnosza si¢ do udanej adaptacji komercyjnie dostepnego testu ELISA przeznaczonego
do wykrywania swoistych przeciwciat anty-HEV w surowicy cztowieka do identyfikacji zakazen HEV
u krélikow. Natomiast znaczenie fundamentalne, uswiadamiajace ogromne zagrozenie zdrowia
publicznego maja wnioski czwarty i piaty, jednoznacznie informujace, Ze narzady i tkanki krolikow i
swin pozyskane do celow spozywczych moga zawiera¢ HEV, a szczepy HEV wykryte w zywnosci
pochodzenia zwierzecego naleza do grupy zoonotycznych szczepdw wirusa o genotypie 3. Niezwykle
wazny z punktu widzenia oceny zanieczyszczen wirusowych zywnosci (wskaznik zanieczyszczenia
enterowirusami) jest wniosek szosty informujacy, ze wykazanie obecnosci adenowirusdéw $win w
zywnosci pochodzenia zwierzecego bez identyfikacji serotypéw ma znikomg warto$¢ prognostyczng -
w tym miejscu nalezy przypomniec , ze powyzszy wniosek zostat sformutowany przez Doktorantke po
zidentyfikowaniu serotypu 5 pAdV, wywolujacego zakazenia uktadu oddechowego, a nie

pokarmowego swin.

Nie mam uwag merytorycznych zaréwno do syntetycznego opisu czterech publikacji

stanowiacych rozprawe doktorska, jak i do samych publikacji. Syntetyczny opis moze by¢ wzorem do

przygotowywania tego typu opracowar.



Pragne podkresli¢ bardzo wysoka jakos¢ redakcyjng i edytorskg przedstawionego do oceny
opracowania wraz z publikacjami. Nie byt to glowny cel mojej oceny, ale nie odnotowatem w tym
zakresie jakichkolwiek bledow, niepoprawnosci. Rozprawa doktorska mgr Eweliny Bigoraj jest
przygotowana bardzo starannie, w czym zapewne znaczny udziat ma réwniez promotor i promotor

pomocniczy.

Przedtozona do recenzji rozprawe doktorska oceniam bardzo pozytywnie. Wedlug mojej
opinii rozprawa doktorska mgr Eweliny Bigoraj pt.” Wirus zapalenia watroby typu E (HEV) w
zywnosci pochodzenia zwierzecego™ stanowi oryginalne i wartosciowe opracowanie pod wzgledem
naukowym i aplikacyjnym. Publikacje, ktére stanowig rozprawe doktorska przyczyniajg si¢ do
rozwoju wirusologii zywnosci. Jestem pod wrazeniem profesjonalizmu metodycznego Doktorantki.
Wnhioski sformulowane przez doktorantke maja ogromne znaczenie dla ochrony zdrowia publicznego
realizowanej zgodnie z koncepcja ,,Jedno Zdrowie”. W zwigzku z powyzszym wnioskuje¢ o
wyro6znienie rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Bigoraj, zgodnie z zapisami Regulaminu wyréznienia
rozpraw doktorskich Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego - Panstwowego Instytutu Badawczego

w Pulawach.

Uwazam, ze recenzowana przeze mnie rozprawa doktorska odpowiada warunkom okreslonym
w art.. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i
tytule w zakresie sztuki” (Dz. U. 2003 nr 65 poz. 596 z pdzn. zm.). W zwigzku z powyzszym zwracam
si¢ do Komisji Doktorskiej Rady Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego - Panstwowego
Instytutu Badawczego w Putawach z wnioskiem o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.




