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Grypa jako choroba zakazna i zarazliwa, tak u czlowieka jak 1 u zwierzat, postrzegana
jest jako jednostka o waznym znaczeniu klinicznym i epidemiologicznym. W epidemiologii
istotna jest zwlaszcza mozliwos¢ wywolywania przez wirusy grypy zakazen masowych typu
pandemii, obejmujacych zasiggiem cale kontynenty, a zwigzanych z jednej strony z
potencjatem tworzenia nowych wariantéw genetycznych o zmienionej strukturze
antygenowej, z drugiej natomiast z przelamywaniem przez ,,nowe” wirusy odpornosci
populacyjnej. Niestety, nawet stale udoskonalane programy profilaktyki swoistej grypy z
udziatem szczepionek najnowszych generacji wykazujg czeSciowa skutecznos¢ tylko w
zapobieganiu tzw. grypie sezonowej, pozostajac bezsilnymi w przypadku pojawienia si¢
szczepow pandemicznych. W dobie globalizacji do istniejacych zagrozen dotaczajg si¢
jeszcze inne, zwiazane ze zwigkszong mozliwoscia ekspozycji ludzi 1 zwierzat na egzotyczne
niekiedy wirusy, zwtaszcza pochodzace z terenow Dalekiego Wschodu. Nie sposdb pomingé
takze znaczenia najwazniejszego ogniwa w lancuchu epidemiologicznym grypy, jakim sg
ptaki wolno-zyjace, dysponujace najwickszymi mozliwosciami w zakresie tworzenia
zrdéznicowanych genetycznie wirusow grypy.

Swinia jako gatunek bliski cztowiekowi jest rowniez waznym ogniwem w tancuchu
zakazen, tgczacym dzikie ptactwo, bedace naturalnym rezerwuarem prawie wszystkich
poznanych dotychczas podtypow wirusa grypy Z pozostatymi wrazliwymi gatunkami tacznie
z cztowiekiem. Wazna jest takze rola trzody chlewnej jako gatunku pelnigcego funkcje
biologicznego miksera 1 w efekcie generujacego nowe podtypy wirusoOw grypy, czesto o
potencjale pandemicznym.

W tym kontekscie podjecie przez Doktorantke badan nad replikacjg wirusa grypy
ptakow w organizmie $§wini nalezy uzna¢ za pomyst trafny i interesujacy tak z naukowego jak
i praktycznego punktu widzenia. Ponadto, badania te wydajg si¢ wypehia¢ luke w obszarze
wiedzy nt. miedzygatunkowej transmisji wirusow grypy, jaka mozna dostrzec analizujac
zagraniczne 1 krajowe pismiennictwo z tego zakresu.

Recenzowana praca ma uktad typowy dla prac doktorskich. Zawiera 147 stron tekstu
w dwustronnym wydruku komputerowym, podzielonego na 10 gléwnych rozdziatow, w
obrebie ktorych wyodrebniono dodatkowe podrozdziaty. Prace poprzedza wykaz uzytych w
tekscie skrotow. Warto ten fakt podkresli¢ zwtaszcza, ze we wspotczesnych opracowaniach



naukowych pojawia si¢ wiele okreslen zapozyczonych z terminologii angloj¢zycznej, od
ktorych tworzone sg uniwersalne skroty odnoszace si¢ np. do elementéw struktury i nazw
mikroorganizmoéw, metod badawczych, parametrow reakcji chemicznych, nazw odczynnikow
itp. Wlaczenie do tekstu rozprawy przewodnika po tych zawitosciach jezykowych utatwia
jego czytanie i analizg, a Autorowi pozwala poming¢ wielokrotne rozwijanie i ttumaczenie
uzywanych skrotow. Rozprawa opatrzona jest takze streszczeniem przedstawionym w jezyku
polskim 1 angielskim, zawierajacym syntetyczny opis trzech glownych eksperymentow
przeprowadzonych w ramach realizacji badan wtasnych.

Wstep rozprawy jest przegladem aktualnej wiedzy nt. grypy jako choroby zakaznej i
zarazliwej oraz nt. wiruséw grypy jako czynnikéw etiologicznych tej choroby. Z analizy tej
czesci pracy wynika, ze Autorka dysertacji jest dobrze zorientowana w problematyce jaka si¢
zajmuje, ma duza wiedz¢ wyplywajaca ze znajomosci piSmiennictwa z zakresu grypy u
zwierzat 1 czlowieka oraz, cO godne uwagi, opiera jag na najnowszych opracowaniach
publikowanych w renomowanych czasopismach anglojezycznych.

W opinii recenzenta proporcjonalnie Autorka zbyt wiele miejsca poswiecita we
wstepie szczegdtowemu opisowi struktury oraz funkcji poszczegolnych biatek wirusa grypy
kosztem informacji $cislej wigzacych si¢ z tematem rozprawy, tj. mozliwoSciom transmisji
miedzygatunkowe;j i replikacji wirusa grypy ptakow u nowego gospodarza. Wprawdzie, jak
twierdzi Autorka zagadnienia te s3 w odniesieniu do wiruséw ptasich stabo poznane, tym
niemniej na bazie istniejacych hipotez mozna bylo wlasne rozwazania na ten temat bardziej
rozbudowaé. Warto natomiast zwroci¢ uwage na zamieszczone we wstepie schematy budowy
wirusa grypy oraz cyklu replikacyjnego, pochodzace z opracowan firmowanych przez
Doktorantke.

W podrozdziale 2.4., odnoszacym si¢ do zmiennos$ci wirusa grypy Autorka piszac nt.
skoku antygenowego, przybierajagcego forme reasortacji genetycznej, powinna zaznaczy¢, ze
nowe podtypy wirusa powstaja wowczas gdy wymiana materiatu genetycznego dotyczy
segmentow 4 1 6, kodujacych odpowiednio HA 1 NA.

Znaczenie $win w epidemiologii grypy jest fundamentalne 1 zwigzane jest z
réznorodno$cig receptorow komorkowych dla tych zarazkow. W opinii recenzenta
zagadnienie to zostatlo potraktowane marginalnie chociaz wiadomo, ze warunkuje ono
mozliwo$¢ generowania w organizmie $wini zmienionych genetycznie 1 antygenowo nowych
wariantOw wirusa grypy, czesto nalezacych do réznych podtypow (mixing vessel). Informacje
na ten temat pojawiajg si¢ wprawdzie w rozdziale ,,Dyskusja”, jednak swoja naturg bardziej
pasuja do wprowadzenia, ktore stanowi wstep.

Podrozdziat 2.5. wstepu napisany jest w nieco odmiennej konwencji w poréwnaniu do
pozostatych podrozdziatéw, poniewaz dotyczy aspektu zoonotycznego tylko wiruséw grypy
swin. Wszystkie wczesniejsze rozwazania nt. wirusow grypy odnosity si¢ ogolnie do wirusow
typu A bez zréznicowania gatunkowego. By¢ moze jednak Doktorantka chciala w ten sposob
zwroci¢ wigksza uwage na role gatunku, ktorym si¢ zajmowala.

Uzasadnienie podejmowanych badan oparte jest na znanym fakcie udziatu §win w
miedzygatunkowej transmisji wirusow grypy, przez co gatunek ten stanowi gtowne ogniwo w
taficuchu epidemiologicznym choroby. Doktorantka w swoich badaniach nie poprzestaje
jednak wytacznie na potwierdzeniu tego zjawiska, ale stosuje podejécie analityczne, starajgc
si¢ odpowiedzie¢ na pytanie jakie procesy na poziomie molekularnym oraz ktére elementy
strukturalne wirusa grypy ptakéw decyduja o jego adaptacji do organizmu $wini oraz
pozniejszej transmisji wewnatrzgatunkowej. Tak nakre$lony plan pracy nalezy uznaé¢ za
bardzo ambitny, pracochtonny i zapewne takze kosztochtonny. Nie dziwi zatem fakt, ze
prezentowane badania byty finansowane z projektu europejskiego.



W rozdziale ,,Material i metody” Autorka podaje szczegotowe opisy zastosowanych
procedur badawczych, podzial zwierzat doswiadczalnych na grupy oraz schemat
doswiadczenia. Warto zwrdci¢ uwage na skrupulatno$¢ w sensie doktadnos$ci poszczegolnych
opiséw, co czyni zastosowane procedury mozliwymi do powtdrzenia przez osoby nie biorace
udzialu w badaniach. Wykorzystane w badaniach metody stanowig polaczenie klasycznego
warsztatu wirusologicznego, opartego na technikach hodowli komoérkowej i1 zakazaniu
zarodkow kurzych oraz metod biologii molekularnej, w tym reakcji PCR w czasie
rzeczywistym, sekwencjonowania i innych. Niewatpliwie najbardziej interesujgca czgs$¢
metodyki dotyczy do§wiadczenia z reasortacja wirusoOw grypy ptakoéw i §win oceniang in Vivo.
Zastosowanie w tej czeSci badan dodatkowych metod, takich jak test tysinkowy, pozwolito na
wyselekcjonowanie do dalszych badan pojedynczych izolatéw wirusa grypy oraz zbadanie ich
sekwencji nukleotydowej 1 biatkowe;.

W rozdziale ,,Wyniki”, podobnie jak w pozostatych, Doktorantka postuzylta si¢ forma
opisowg oraz graficzng. Dokumentacja wynikow badan obejmuje 22 ryciny oraz 5 tabel. Z
jednym drobnym zastrzezeniem dokumentacja pracy jest czytelna. Na podkreslenie zastuguje
fakt zamieszczenia w rozdziale ,,Wyniki” doskonatej jakosci elektroforegramow
przedstawiajacych produkty reakcji RT-PCR uzyskiwane na matrycy genéw HA i NA
wirusOw grypy ptakow i §win oraz analize testu RFLP r6znych gendw obydwu wirusow.

Wspomniane wczesniej zastrzezenie odnosi si¢ do rycin na str. 65 i 66,
przedstawiajacych w.c.c. zakazonych loszek oraz knurkow. W zaprezentowanej wersji s one
bardzo ,,mozaikowe”, a przedstawione linie tamane w zakresach temperatur o wartosciach
zblizonych nakladaja si¢ na siebie, co utrudnia odczyt i interpretacj¢ wynikow tego badania.
Pewna pomoca jest natomiast forma opisowa zamieszczona w tek$cie. Analizujagc warto$ci
badanego parametru mozna zaryzykowaé stwierdzenie, ze temperatura ciala jako element
oceny klinicznej zwierzat doswiadczalnych po zakazeniu eksperymentalnym wirusem grypy
ptakow jest istotna, jakkolwiek w calym doswiadczeniu nie byta najwazniejsza. Potwierdzaja
to uzyskane przez Doktorantke wyniki, wskazujgce na zréznicowanie wartosci W.C.C. W
zalezno$ci od plci oraz terminu oceny. Przypuszczalnie nalezalo wzig¢ pod uwage takze
indywidualng podatno$¢ zwierzat na zakazenie. Podobng uwage mozna sformutowaé w
odniesieniu  do oceny zmian anatomopatologicznych stwierdzanych u zwierzat
doswiadczalnych poddawanych eutanazji. Badanie anatomopatologiczne 1 wirusologiczne, W
tym reakcja RRT-PCR wykazaly wyrazng zalezno$¢ pomiedzy nasileniem zmian
makroskopowych oraz obecnos$cig materialu genetycznego wirusa grypy ptakow w tkance
ptucnej 1 numerem pasazu. W obydwu zestawieniach wyrazng progresj¢ wykazano dopiero
poczawszy od 19 pasazu in vivo.

W badaniach wykazano, ze uzyty do pasazu szczep ptasi wirusa grypy znacznie
tatwiej adaptowat si¢ do dolnych drog oddechowych w poréwnaniu do gérnego odcinka tego
uktadu. Potwierdzeniem tego faktu jest takze wyzsze miano wirusa wykazane w
homogenatach tkanki ptucnej w poréwnaniu do wymazow z btony $§luzowej nosa.

Analiza sekwencji nukleotydowej wszystkich, tj. 8 genéw wirusa grypy ptakow
zaadaptowanego do organizmu $wini wykazata, ze adaptacja ta pocigga za sobg zmiany w
materiale genetycznym zarazka, 0 czym $wiadczy wykrycie mutacji punktowych
zlokalizowanych we wszystkich genach w ogdlnej liczbie 28, skutkujacych zmiang sekwencji
aminokwasowej syntetyzowanych bialek wirusowych, w tym Dbialek wypustek
powierzchniowych HA i NA. Szczepy wirusa grypy ptakow pochodzace od $win
kontaktowych rdznity sie tylko nieznacznie od wiruséw pochodzacych od $win zakazonych.
Wykazano u nich tylko 3 rdznice aminokwasowe.



W celu oceny wystepowania zjawiska reasortacji genetycznej u wirusow grypy
zwierzeta doswiadczalne zakazono rownocze$nie wirusem grypy ptakow i1 wirusem grypy
swin. W zwiazku z tg cze$cig badan wlasnych nasuwa si¢ pytanie, czy w celu oceny zjawiska
reasortacji konieczne bylo wykonywanie badan dodatkowych, takich jak pomiar w.c.c.,
badanie anatomopatologiczne, reakcja RRT-PCR?

Badania w kierunku wykrycia obecnos$ci reasortantow wiruséw grypy po koinfekcji z
udzialem AIV i SIV wykazaly ich pojawienie si¢ tylko w przypadku 3 szczepoéw
wyizolowanych z wymazow btony $luzowej nosa §win, co stanowito 1,3%. Nie wykazano
natomiast zadnego reasortanta posrdd 202 szczepow wyizolowanych z probek homogenatow
tkankowych. Warto podkresli¢, ze w zadnym z wykrytych reasortantow nie wykazano zmiany
podtypu, a wymiana materialu genetycznego dotyczyta pojedynczego genu pochodzacego ze
szczepu SIV z wylaczeniem genow kodujacych HA 1 NA.

Analizujac wszystkie uzyskane wyniki nalezy podkresli¢, ze opisane sa one bardzo
szczegdtowo do tego stopnia, ze mozna mie¢ obawy, czy stwierdzone w badaniach réznice w
wartosciach badanych parametrow oraz wykazane zaleznosci uda si¢ Doktorantce
odpowiednio zinterpretowa¢ w oparciu o dostgpne w piSmiennictwie wyniki podobnych
badan. Nie zmienia to jednak faktu, ze wykonane badania maja duza warto$¢ aplikacyjna,
zwlaszcza w kontek$cie prowadzonych rutynowo badan monitoringowych §win w Polsce w
kierunku wystepowania zakazen wirusem grypy, w ktorych w tescie HI wykorzystuje si¢
tylko antygeny wirusa grypy s$win. Tym samym wyklucza si¢ mozliwo$§¢ wykrycia
przypadkoéw zakazen §win powodowanych przez wirusy grypy ptakow. Warto przy tym
zaznaczy¢, ze tego typu infekcje u §win z reguly majg przebieg bezobjawowy, co tym bardziej
utrudnia ich rozpoznawanie.

Rozdziat ,,.Dyskusja” stanowi przewaznie najtrudniejsza cze¢$¢ publikacji naukowej,
niezaleznie od jej formy. Ideg tego rozdziatu jest tworcza analiza wynikow badan wlasnych w
konfrontacji z wynikami podobnych badan prowadzonych przez innych autorow. W
recenzowanej pracy rozdziatl ten w wigkszos$ci spetnia te kryteria. Czytajac dyskusje mozna
jednak dostrzec takze fragmenty majace charakter opracowan monograficznych, majacych
jedynie luzny zwigzek z badaniami wlasnymi. S3 to przewaznie fragmenty tlumaczen
zaczerpnigtych z piSmiennictwa §wiatowego, pozostawione w tekscie pracy bez komentarza
odnos$nie zwigzku cytowanych badan z wynikami badan wilasnych. Przyktadem moze by¢
opis wystgpowania rdéznych wariantow wirusow grypy w populacji trzody chlewnej w
roznych krajach §wiata, jak rowniez analiza mechanizmow reasortacji genetycznej u wirusow
grypy. Wydaje si¢ ze opisy te, z ktorymi Doktorantka nie podejmuje zadnej polemiki ani
konfrontacji z wynikami badan wlasnych powinny si¢ znalez¢ raczej we wstepie pracy niz w
dyskusji. Alternatywnie mozna z nich zrezygnowac bez uszczerbku dla catosci pracy. Tym
niemniej, zdecydowang wigkszos$¢ hipotez 1 wyjasnien sformutowanych w oparciu o wyniki
uzyskane w badaniach wlasnych Autorce udato si¢ obroni¢ i zinterpretowaé w konfrontacji z
danymi pismiennictwa.

Z przeprowadzonych badan Doktorantka wyciagnela 8 wnioskow. Z zatozenia
powinny one wyplywac¢ z badan wiasnych, powinny by¢ jasne i komunikatywne oraz nie
powinny stanowi¢ powtorzenia juz wczesniej opisanych wynikoéw. Ich lektura sklania
recenzenta do zwrdcenia uwagi na mozliwos¢ przeredagowania niektérych wnioskow, tak aby
nie budzily watpliwosci. Wnioski 1, 5, 6 1 8 zostaly sformutowane prawidtowo. Wniosek 2
jest niejasny w swej tresci. Nie wiadomo jak nalezy rozumie¢ uzyte okreslenia ,,proces
ztozony 1 dlugotrwaty”. Wniosek 3 ze wzgledu na odniesienie do procesu adaptacji wirusa
grypy ptakow do organizmu $wini mozna potgczy¢ z wnioskiem 2 po jego modyfikacji,
ewentualnie zrezygnowa¢ z wniosku 2. Wniosek 4 w zaprezentowanej formule stownej
stanowi przypuszczenie, a nie jednoznaczne stwierdzenie. Wniosek 7 tylko czgsciowo wynika



z przeprowadzonych badan wlasnych. Po czgsci wigze si¢ on natomiast z wynikami
uzyskiwanymi przez innych autoréw. Doktorantka nie wykonywata doswiadczenia nad
reasortacja genetyczng z udzialem szczepow wysoce kompatybilnych pod wzgledem
molekularnym, tj. cechujacych si¢ wysokim stopniem pokrewienstwa feno- i genotypowego.

Uwagi redakcyjne

Praca napisana jest poprawnym jezykiem, dlatego czyta si¢ ja tatwo i chetnie. Mozna
zaryzykowa¢ stwierdzenie, ze Autorka ma ,lekka reke” do pisania lub szczesScie do
wnikliwego 1 skrupulatnego promotora pomagajgcego skorygowa¢ ewentualne
niedociagnig¢cia. Zapewne po czesci obie tezy sg stuszne. Odczucie recenzenta, ze niektore
zawarte w tek$cie sformulowania mozna by zmodyfikowaé¢ czynigc je bardziej
komunikatywnymi moze by¢ subiektywne i nie musi by¢ zasadne.

W tekstach, nie tylko naukowych, nie da si¢ unikng¢ drobnych btgedoéw literowych.
One nie maja jednak zadnego wptywu na warto$¢ pracy. Zwazywszy, ze poszczegolne czesci
rozprawy doktorskiej przedtozonej do oceny w formie oprawionego wydruku komputerowego
przed oddaniem do publikacji w czasopismach naukowych beda poddawane ponownej
weryfikacji 1 redakcji wspomniane btgdy literowe mozna bedzie skorygowaé. Pozwolg sobie
zatem przedstawi¢ tylko te uwagi, ktéore maja charakter polemiczny i1 ktére w moim
przekonaniu utatwig Doktorantce przygotowanie ostatecznej wersji tekstu do opublikowania.

Str. 21. Doktorantka pisze, ze ,,biatka HA 1 NA wykazujg antagonistyczne dziatanie”.
Nie jest to do konca prawda. Zreszta Autorka sama podaje w kolejnym zdaniu, Ze role
obydwu biatek sa komplementarne. Dostownie pojmowany antagonizm nie pozwolitby
wirusowi na funkcjonowanie w sensie zakazania komorki oraz replikacji poniewaz w ogole
nie dochodzitoby do wniknigcia zarazka do komorki gospodarza. Prawdg jest natomiast
stwierdzenie, ze prawidlowe funkcjonowanie wirusa wymaga odpowiedniej aktywnosci
obydwu biatek.

Str. 24. Doktorantka pisze, ze ,,biatko M1 kodowane przez segment 7 wytwarza tzw.
strukture nadczasteczkowa glownie z udzialem C-terminalnej domeny tego biatka”.
Wyjasnienia wymaga o jaka struktur¢ chodzi oraz jaka jest ewentualnie jej funkcja.

Niektore sformutowania zawarte w pracy, jakkolwiek prawdziwe, pozostajg trudnymi
do zrozumienia ze wzglgdu na stosowanie wysoce specjalistycznej terminologii. Przykladem
moze by¢ zdanie ze strony 24, cyt. ,,Monomer M2 posiada 24-aminokwasowa N-koncowga
ektodomene, alfa-helikalng czgs¢ transblonowg i 50-aminokwasowa endodomeng, stanowigca
amfipatyczng alfa-helis¢”. Na przyktadzie tego zdania mozna sformutowac wniosek, ze w
przypadku thumaczen stwierdzen zaczerpnigtych z opracowan anglojezycznych nalezy
zwracac¢ uwage na ich komunikatywno$¢ w wersji polskojezyczne;.

W kilku miejscach w pracy, m.in. na str. 30, pojawia si¢ okreslenie ,,wirus
zaadoptowany” w znaczeniu ,,przystosowany”’ zamiast prawidtowej formy ,,zaadaptowany”.
Roéznica pomiedzy adopcja i adaptacja jest zasadnicza, zatem powinno si¢ uzywac formy
wlasciwe;.

Str. 36. Rozdziat 3. Uzasadnienie i cele pracy. Poniewaz de facto rozdziat zostat
podzielony na dwie czeSci, tj. uzasadnienie oraz cele pracy, konsekwencjg powinno by¢
odpowiednie dopasowanie numeracji podrozdzialdow. W efekcie podrozdziat ,,Cele pracy” nie
zostat opatrzony numerem.

Str. 67. Uwaga dotyczy opisu zmian anatomopatologicznych. Doktorantka uzywa
okreslenia ,,zmiany w platach byly duze 1 wyraznie widoczne”. OkreSlenie to jest



nieprecyzyjne i zabarwione subiektywizmem, ale jako usprawiedliwienie mozna przyjac fakt,
ze Autorka nie jest lekarzem weterynarii.

Str. 68 i str. 80, pkt. 5.1.5.15.2.4. Tytuly podrozdzialéw brzmig L Wykrywanie RNA
wirusa grypy testem PCR w czasie rzeczywistym z odwrotna transkrypcja w materiale
biologicznym”. Proponuje umiesci¢ wyrazy ,,w materiale biologicznym” po stowach ,,wirusa
grypy”.

Str. 74. Skroty myslowe typu ,,Do sekwencjonowania wybrano probke tchawicy
knurka z pasazu 8 1 15” — chodzi 0 wirusa izolowanego z probki tchawicy ...; oraz ..z pasazu
19 wybrano nablonek blony §luzowej nosa i ptat srodkowy pluca prawego...” powinno si¢
skorygowac.

Str. 104. ,Zdolnos¢ do replikacji i transmisji w systemach ssaczych”, czy w
systemach ssakow? Chyba drugie okreslenie jest bardziej poprawne.

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Kingi Urbaniak pt.
,Replikacja wirusa grypy ptakow w organizmie $wini” stanowi opracowanie w pelni
oryginalne i wnoszace nowe dane do obszaru wiedzy z zakresu epidemiologii grypy, w tym
swlaszcza w odniesieniu do udziatu $win w miedzygatunkowej transmisji WIrusoOw grypy
ptakow. Praca odpowiada warunkom okreslonym w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki 1 na
tej podstawie przedstawiam Wysokiej Radzie Naukowej Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach wniosek o dopuszczenie
Pani mgr Kingi Urbaniak do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie biorac pod uwage aktualnosé problematyki podejmowanej W
recenzowanej dysertacji, nowoczesny warsztat badawczy, staranno$¢ jej wykonania oraz
wysoki naktad pracy wnoszg 0 wyroznienie 10Zprawy doktorskiej stosowna nagroda.

Lublin, 18 sierpnia 2015 r.
Prof. dr hab. Zbigniew Gradzki



