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Czynnikiem etiologicznym zespolu (syndromu) zapalenia watroby i powigkszenia
§ledziony (HSS, Hepatitis-Splenomegaly Syndrome), zwanego chorobg duzej watroby 1
§ledziony (BLS, Big Liver and Spleen disease) jest wirus zapalenia watroby typu E ptakow
(aHEV, avian Hepatitis E Virus). Ptasie HEV naleza do rodziny Hepeviridae, gatunku
Avihepevirus (dawniej Orthohepevirus B) (obecnie zidentyfikowano co najmniej cztery
genetycznie odrebne genotypy ptasiego HEV u kurczqt na catym Swiecie) 1 zakazaja kury,
chociaz genetycznie zroznicowane szczepy ptasiego HEV zidentyfikowano rowniez u wielu
gatunkéw dzikich ptakéw (pustulka zwyczajna, czapla biata, sokét rudonogi, myszotow
zwyczajny, gotab miejski oraz u wielu innych gatunkéw ptakéw wolno zyjacych) (vide Tab. 1
w manuskrypcie ocenianej rozprawy). Jednak do dzisiaj nie jest jasne znaczenie kliniczne
zakazen wirusem HEV ptakéw dzikich. Z przegladu literatury wynika, ze kury w warunkach
eksperymentalnych s3 podatne na zakazenie ptasim wirusem HEV zaréwno droga dozylna,
jak i donosowa w kazdym wieku. Chciatbym doda¢, ze droga dozylng skutecznie zakazano
tym wirusem rowniez indyki.

Ten dzisiaj rzadko rozpoznawany zespdt po raz pierwszy opisano blisko 40 lat temu. W
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zwiekszona $miertelno$cia w stadach rodzicielskich brojleréw kurzych (BB), niosek jaj
konsumpeyjnych (CL) oraz reprodukcji niesnej (LB), odnotowano w wielu krajach na
§wiecie. Rowniez sa opracowania o$rodkéw naukowych kierowanych przez Pana Profesora
Piotra Szeleszczuka z SGGW w Warszawie i przez Panig Profesor Aling Wieliczko z UP we
Wroctawiu oraz lekarza wolnej praktyki Pana Dr Ryszarda Bartczaka o przypadkach tego
zespolu w naszym kraju. Szczegélowe badania materiatu pobranego ze stad w naszym kraju
przeprowadzit réwniez zespot Profesora Michaela Hessa (Clinic for Poultry and Fish
Medicine, University of Veterinary Medicine, Vienna, Austria), ktérych interesujace wyniki
opublikowano w 2014 r. w Avian Pathology (Troxler i wsp. 2014.). Wyniki wymienionych
badah dowodza, ze zakazenia wirusem HEV kur w stadach rodzicielskich brojlerow
wystepowaty w naszym kraju juz w latach 2007-2010. Zatem nalezy stwierdzi¢, ze zakazenia
ptasim wirusem HEV u kur sa powszechne na catym $wiecie, chociaz wigkszo$¢ zakazen ma
przebieg bezobjawowy. Dodam, ze np. w Australii BLS w stadach reprodukcyjnych kur
kierunku miesnego uznano nawet za chorobg o znaczeniu ekonomicznym, powodujgca
spadek produkcji jaj. Jednak zakazenia ptasim HEV na ogdt wystepuja enzootycznie w
stadach reprodukcyjnych kurczgt brojlerow, o czym §wiadczy obecno$¢ przeciwcial
przeciwko ptasim HEV. Oprécz kur, szczepy HEV zidentyfikowano genetycznie rowniez u
ludzi i wielu innych gatunkéw zwierzat. Przy czym wirusy HEV pochodzace od $win,
krolikow, jeleni i mangust moga réwniez przenosi¢ si¢ na ludzi. Jednakze nie odnotowano
przypadkdw zarazenia ludzi wirusem HEV pochodzacym od ptakow.

Jak zaznaczono wyzej, w dostepnej literaturze $wiatowej i polskiej sg opracowania
dokumentujgce wystgpowanie zakazen kur wirusem HEV, jednak oceniana rozprawa
doktorska jest pierwszym opracowaniem, w ktorym na tak szeroka skale¢ przedstawiono
wyniki badan serologicznych i molekularnych nad wystgpowaniem BLS w stadach drobiu w
naszym kraju i skutkami ekonomicznymi tych zakazen. W $wietle powyzszego wybor tematu
ocenianej rozprawy doktorskiej nalezy uznac za trafny i bardzo zasadny.

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska posiada typowy ukiad dla tego typu
opracowan na stopien naukowy. Jest przedstawiona na 165 stronach manuskryptu,
podzielonych na dziewieé rozdzialéw, poprzedzonych strong tytutows, streszczeniami w
jezykach polskim i angielskim (po 2 strony) i spisem tresci w kolejnosci:

- wykaz uzywanych skrotow (3 strony),
- wstep (22 strony),
- zatozenia i cel pracy (1 strona),

- material i metody (16 stron),




- wyniki (32 strony) oraz zataczniki przedstawiajace wyniki badan serologicznych i
molekularnych w formie sze$ciu obszernych tabel (41 stron),

- oméwienie wynikow i dyskusja (16 stron),

- wnioski (w liczbie 4),

- piSmiennictwo (110 pozycji),

- spis rycin i tabel (6 stron).

Dokumentacja pracy przedstawiona jest na 14 rycinach i w 50 tabelach
zamieszczonych w tekécie manuskryptu oraz w 6 tabelach zamieszczonych w zataczniku na
koficu manuskryptu. Zostaly one opracowane bardzo starannie graficznie, przez co s3
czytelne. Przeglad pi$miennictwa oparty jest na 110 starannie dobranych pozycjach, co
§wiadczy o dojrzaloéci naukowej Autorki dysertacji oraz o aktualno$ci podjetych badan.
Przedstawiona do oceny dysertacja napisana jest poprawnym jezykiem, z prawidlowym
uzyciem nazewnictwa fachowego.

W obszernym ,,Wstepie”, Doktorantka bardzo szczegdélowo opisuje zakazenia
wirusem zapalenia watroby typu E ptakéw jako jednostke chorobowa w ukladzie
podrecznikowym. W  rozdziale tym uwzglednia bowiem rys historyczny zakazen HEV,
taksonomig i budowe wirusa, epidemiologig i patogeneze zakazen, objawy kliniczne, zmiany
anatomo- i histopatologiczne w przebiegu choroby, diagnostyke serologiczng i molekularng
oraz leczenie i profilaktyke. W moim odczuciu w tej czedci rozprawy nalezalo
skoncentrowac sie przede wszystkim na epidemiologii zakazent HEV kur i ptakéw w ogole, co
korespondowatoby z tytulem rozprawy i wprowadzatoby czytelnika w zagadnienia, ktorych
rozprawa dotyczy. Z epidemiologicznego punktu widzenia interesujace byloby na przykiad
podjecie proby wyjasnienia przyczyn seroprewalencji zakazen w stadach kur na tym samym
poziomie przez dziesigtki lat niezaleznie od sytuacji epizootycznej, potencjatu
epizootycznego i odpornosci ptakow. Czy przyczyna tej sytuacii s3 zakazenia bezobjawowe i
latentne kur, co jest rezerwuarem wirusa?

Pomimo tej uwagi pragne podkresli¢, ze ta czg$¢ dysertacji dowodzi bardzo dobrej
znajomosci przez Doktorantke problematyki oraz piSmiennictwa z zakresu zakazen aHEV (w
tym rozdziale zacytowano 91 pozycji, co stanowi 82,7% ogélnej ich liczby). Analiza tego
rozdziahi powinna jednak wprowadzaé szczegotowo w problematyke zakazefi drobiu wirusem
z rodziny Hepeviridae w kontekscie celu pracy.

Gtéwnym ,,Celem” rozprawy doktorskiej byta ocena wystgpowania zakazen aHEV w

stadach kur w Polsce na podstawie badan serologicznych (test ELISA) i molekularnych




(PCR) oraz ich wplyw na efektywno$¢ chowu (EWW) kurczat brojleréw. Cele te byly
realizowane w oparciu o cztery nastgpujace zadania szczegotowe:

1) ocena seroprewalencji zakazen wirusem zapalenia watroby typu E ptakéw (aHEV)

w wybranych krajowych stadach reprodukcyjnych kur linii migsnej, niesnej i
niosek jaj konsumpcyjnych (w latach 2010 — 2018) oraz jednodniowych brojleréw
kurzych (w latach 2010, 2014 i 2019), =z analiza zalezno$ci mig¢dzy
seroprewalencja a efektywnoscia  produkcji (EWW) w badanych stadach
brojlerow kurzych z uwzglednieniem podziatlu na regiony Polski;

2) epidemiologia molekularna zakazen wymienionym wirusem kur w wybranych

stadach rodzicielskich kurczat rzeznych oraz niosek jaj konsumpcyjnych w latach
2011 -2019;

3) poréwnawcza ocena przydatnoéci roznych rodzajow prébek i technik

molekularnych w diagnostyce BLS,;

4) charakterystyka zmiennos$ci genetycznej krajowych izolatéw aHEV w latach 2011 —

2019.

Kolejny rozdzial to ,Materialy i metody”, w ktérym Doktorantka zamiescita w
formie opisowej i tabelarycznej (Tab. 5) liczbg probek krwi pobieranych w latach 2010 —
2018 do badan serologicznych od kur stad BB, LB 1 CL z uwzglgdnieniem wieku ptakow 1
liczby stad. Lacznie poddano badaniom serologicznym 5 272 surowice uzyskane od ptakow w
wieku od 10 do 99 tygodni z 222 stad BB, 2 stad LB i 6 stad CL (razem 230 stad). Ponadto,
w 2011 roku 5-krotnie pobierano probki krwi od kur w wieku 29 — 54 tygodni z ogniska BLS
(rozpoznanie postawiono na podstawie objawdw klinicznych (nie podano jakie to byly
objawy, czy mial miejsce spadek nie$nosci 1 jak duzy, jak dlugo utrzymywat si¢) i historii
fermy) (Podrozdz. 1.1.2.). Dodatkowo, w latach 2010, 2014 1 2019 pobierano probki krwi od
jednodniowych kurczat rzeznych z 92 stad zlokalizowanych w 12 wojewodztwach (szczegdty
zamieszczono w dwodch tabelach 6 1 7). W stadach kurczat brojlero6w oceniano
seroprewalencje 1 efektywnos¢ chowu na podstawie EWW. W dalszej cze$ci tego rozdziatu
zamieszczono informacje dotyczace pobierania w latach 2011 — 2019 probek narzadéw
(watroba, $ledziona i $ciana pecherzyka zotciowego oraz zoi¢) 1 wymazow (z tchawicy i
kloaki) do badan molekularnych. Zbiorcze zestawienie liczbowe probek narzadow
wewngtrznych i z6tci zamieszczono w tabeli 8. Natomiast brak w tym rozdziale takich danych
dotyczacych liczby wymazéw (zamieszczone sa w tabelach 53 1 54, w ktérych obok
szczegotowego wykazu pojedynczych probek pulowanych znajduja sig wyniki badan

molekularnych). Wprawdzie w podrozdziale 1.2.3. Doktorantka zamieszcza informacie, ze
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wymazy pobrano od 7 kur z kloaki (W 18) i tchawicy (W19) w stadzie BB oznaczonym jako
036, nie informujac jednak, w ktérej tabeli. Materiat do badan molekularnych stanowity takze
probki watroby 1 pecherzyka zolciowego pobrane od zarodkow SPF uprzednio zakazonych
materiatem pobranym od kur ze stada BB, u ktorych potwierdzono obecno$é¢ materiatu
genetycznego wirusa BLS (szczegodly zamieszczono w tabeli 9).

Nastgpnie w podrozdziale ,Metody” zamieszczono zwigzly opis badan
laboratoryjnych, w tym serologicznych (test ELISA) przy pomocy komercyjnego zestawu Big
Liver and Spleen Disease Antibody Test Kit. Dla okreslenia zalezno$ci migdzy parametrami
serologicznymi a wiekiem ptakéw wyodrgbniono 4 grupy wiekowe: odchéw do 24 tygodnia,
wczesny okres niesnosci od 25 do 34 tygodnia, $rodkowy okres nie$nosci od 35 do 49
tygodnia i koncowy okres niesnosci powyzej 50 tygodnia. Dla prébek pobieranych w
odstepach od 5 do 7 tygodni od kur ze stada BB z potwierdzong historig zakazenia wirusem
BLS wyliczono wspoélczynnik serokonwersji (Tabela 10). W odniesieniu do jednodniowych
kurczat brojlerow w interpretacji uzyskanych wynikoéw serologicznych uwzgledniano
lokalizacje fermy (Ryc. 6) i oceniano wpltyw tych parametréw na wyniki produkcyjne
wyliczajgc Europejski Wskaznik Wydajnosci (EWW). Z metod molekularnych zastosowano
RT-PCR i Real-Time RT-PCR dla genu kodujacego helikaz¢ (fragment ORF1) i genu
kodujacego biatko kapsydu (fragment ORF2). Pary starteréw zastosowane do wykrycia
materiatu genetycznego aHEV zestawiono w tabeli 11. Etapy amplifikacji w badaniu Real-
Time RT-PCR zamieszczono na ryc. 7, a przykladowy wykres krzywej topnienia w tej
metodzie na ryc. 8. Do licznych analizach statystycznych przeprowadzonych w programie
Statistica 13 (TIBCO Software Inc. 2017) wykorzystano jednoczynnikows analize wariancji
(ANOVA), metod¢ Tukeya, test chi-kwadrat Pearsona, wspdtczynnik korelacji Pearsona,
wspotezynnik korelacji rang Spermana i wspolczynnik kappa Cohena. Wymienione metody
badawcze i statystyczne, ktre zastosowano w ocenianej rozprawie §wiadcza o bardzo duzym
zakresie, skrupulatnie przeprowadzonych badan, wykonanych z zastosowaniem
nowoczesnych technik. Wymagato to od Doktorantki opanowania szerokiej gamy metod
badawczych, w tym z zastosowaniem technik biologii molekularnej, a zakres wykonanych
badan $wiadczy o bardzo dobrym opanowaniu przez Doktorantke warsztatu badawczego i o
Jej ogromnej pracowitosci.

Zaplanowane badania i zastosowane metody badawcze pozwolily Doktorantce
- uzyska¢ interesujace wyniki, kt6re zamieszczono w kolejnym rozdziale ,,Wyniki”. £acznie w
latach 2010 — 2018 zbadano 5 272 surowice uzyskane z krwi od kur z 230 stad BB, LB i CL,
z ktorych 1 464 (27,77%) byto pozytywnych. Przy czym wszystkie stada niosek towarowych

5




(CL) byly pozytywne (zbadano 137 surowic z 6 stad, z ktérych zaledwie 26 (18,98%) bylo
dodatnich). Na dwa badane stada reprodukcji niesnej (LB) jedno bylo dodatnie (z 46
zbadanych surowic z tych stad jedynie 3 (6,52%) byly pozytywne). Natomiast z 222 stad
rodzicielskich brojlerow kurzych (BB) zbadano 5 089 surowic, z ktérych tylko 1 435 (28,2%)
byto dodatnich. Wymienione dane zestawiono w tab. 12, 13, 14 i 15 oraz w zalaczniku w tab.
51. Z analizy tych danych wynika, Zze $rednia warto$¢ mian przeciwciat wynosita 316,27 przy
wysokim wspoélczynniku zmiennosci (CV 104,39). Wedtug danych producenta zestawu do
testu ELISA za pozytywne uznaje si¢ miano 391 lub wyzsze. Bioragc powyzsze pod uwage
procent stad seropozytywnych w zaleznosci od grup wickowych wahal si¢ od 76,19% (ptaki
do 24 tyg. — odchow) do 87,64% (kury w $rodkowym okresie niesnosci — 35 — 49 tyg.) przy
procencie surowic pozytywnych odpowiednio 22,85 1 31,13. Nalezy dodaé, Ze nie
stwierdzono statystycznie istotnych réznic w wartosciach wynikéw ELISA anty-aHEV
migdzy grupami wickowymi ptakow (Tab. 14 1 15). W tej sytuacji interesujgce bylyby
wyniki badan odporno$ci komorkowej w odpowiedzi na zakazenie ptasim HEV u kur.

W kolejnym etapie badan Doktorantka skoncentrowala sie na ocenie specyficznej
serokonwersji w dwoch stadach kur BB w ognisku BLS. Zbadano 253 surowice, z ktoérych
104 byly pozytywne (41,11%). Na podstawie liczby surowic pozytywnych wykazano, ze
serokonwersja w jednym ze stad wystgpita miedzy 41 a 47 tygodniem, a w drugim — miedzy
29 a 36 tygodniem zycia (Tab. 16, Ryc. 9 1 Tab. 51). Brakuje informacji na temat wysokosci
mian, co jest tak istotne w kontekscie serokonwersji.

Kolejnym zagadnieniem, ktérego podjeta si¢ Doktorantka, byla ocena wystepowania
przeciwcial matczynych anty-aHEV w 92 stadach jednodniowych kurczat brojleréw (CB) w
latach 2010, 2014 1 2019. W 50 stadach (54,35%) uzyskano wynik pozytywny, chociaz
sposrod 2 112 przebadanych surowic zaledwie 164 (7,77%) bylo seropozytywnych (Tab. 17 i
52). Dowodzi to, ze albo piskleta pochodzily ze stad rodzicielskich nie zakazonych badanym
wirusem, albo o niskim stopniu transferu przeciwcial z nioski na potomstwo. Moje
spostrzezenie wyjasniaja wyniki zestawione w tabelach 23 oraz 51 i 52, z ktérych wynika, ze
pomimo iz stada rodzicielskie (BB) byly seropozytywne to jedynie w dwoch sadach kurczat
brojlerow na 6 badanych stwierdzono obecno$é przeciwcial matczynych. Doktorantka
pokusita si¢ takze na ocene¢ wplywu przeciwcial matczynych na wyniki produkcyjne
wyliczajac wskaznik EWW. Jak mozna bylo si¢ spodziewaé przeciwciala matczyne nie miaty
wplywu na wartos¢ EWW w kolejnych latach, natomiast zwigkszanie si¢ wartosci tego
wskaznika na przestrzeni blisko 20 lat bez watpienia bylo wynikiem postepu w potencjale

genetycznym kurczat oraz w zywieniu i technologii chowu drobiu, a takze w ogéle w dobrej
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sytuacji epizootycznej w stadach odchowywanych kurczat brojleréw (Tab. 18 i 21). Stad
zastanawiajgca jest zasadno$¢ prowadzenia dalszych analiz, ktérych wyniki przedstawiono w
Tab. 19, 20, 21 i 22. Natomiast szkoda, Ze nie podj¢to badan w kierunku oceny dynamiki
zanikania tych przeciwcial (na obecnos¢ przeciwcial matczynych zbadano dwukrotnie
zaledwie jedno stado CB) oraz wystgpowania zakazen aHEV w stadach kurczat brojlerow.
Wprawdzie w rozdziale oméwienie wynikow Doktorantka zasygnalizowala, ze takie badania
przeprowadzita, jednak naleZalo to wyeksponowaé. Zwlaszcza, ze jak wynika z badan
cytowanego wezesniej zespotu Profesora Hessa transmisja pionowa wirusa ma miejsce, gdyz
wykryto materiat genetyczny (RNA aHEV) u 1-dniowych pisklat wyklutych z jaj ztozonych
w 25. tygodniu przez zakazone nioski. Co ciekawe, nie wykryto materiatu genetycznego tego
wirusa u jednodniowych pisklgt wyklutych z jaj ztozonych w 45. i 62. tygodniu. Zjawisko to
mozna wyjasni¢ wzrostem poziomu przeciwcial anty-aHEV u kur w tym czasie. Zatem
transmisja pionowa aHEV nast¢puje przed wytworzeniem przeciwciat przez kury.

Nastgpnie Doktorantka przedstawia wyniki badan molekularnych, ktére mialy na celu
wykrywanie materialu genetycznego aHEV dla genu kodujacego helikazg oraz genu
kodujacego biatko kapsydu w tkankach oraz zétci w stadach kur BB i CL z wykorzystaniem
metod RT-PCR i Real-Time RT-PCR. Badaniom poddano 519 probek (143 po spulowaniu)
pochodzacych z 45 stad BB i 3 stad CL. W odniesieniu do genu kodujacego helikaz¢ metoda
RT-PCR wynik pozytywny uzyskano w 21,68% stad, przy czym najwigkszy odsetek probek
pozytywnych uzyskano ze $ciany pecherzyka zétciowego (33,33%), nastepnie w kolejnosci w
201ci (29,54 %), $ledzionie (18,18%) i watrobie (15,28%) (Tab. 24, 25,26 1 53). Natomiast w
odniesieniu do genu kodujacego biatko kapsydu wynik pozytywny uzyskano w 30,78%
badanych stad, z odsetkiem prébek pozytywnych ze Sciany pecherzyka zolciowego
wynoszacym 66,67%, watroby 34,78%, zolci 29,54% i $ledziony 18,18% (Tab. 27, 28,291
54).

Wykorzystujac metode Real-Time RT-PCR gen kodujacy biatko kapsydu wykazano w
32,87% badanych stad kur z najwyzszym odsetkiem probek dodatnich kolejno ze $ciany
pecherzyka zotciowego (66,67%), watroby (34,78%), zbtci (34,09%) i sledziony (22,73%)
(Tab. 30, 31, 32 i 54). Ponadto wykonujac analizy statystyczne oceniono zgodnoéé metod RT-
PCR i Real-Time RT-PCR w badaniu obecnosci genu kodujacego biatko kapsydu, ktéra byta
zgodna z 95% przedziatem ufnoéci (Tab. 33). Takiej zgodnos$ci nie wykazano w ocenie
metody RT-PCR w badaniu obecnosci obu genéw (Tab. 34). Nasuwa si¢ jednak pytanie czy
wykazanie materiatu genetycznego w wycinkach badanych narzgdéw dowodzi, ze przyczyna




padnig¢ byt aHEV? By¢ moze bylo to zakazenie bezobjawowe tym wirusem, natomiast
przyczyna padnigcia lezata gdzie indziej.

Sposroéd 8 zarodkéw zakazonych materiatem tkankowym pobranym od kur z ogniska
aHEV zamarly dwa, a w pobranych od nich probkach uzyskano wynik pozytywny jedynie dla
genu kodujgcego biatko kapsydu przy wykorzystaniu metody Real-Time RT-PCR (Tab. 35 i
54). Natomiast w celu wykrycia genu kodujacego helikaze oraz biatko kapsydu w wymazach
pobranych od kur BB z ogniska aHEV zastosowano metod¢ RT-PCR, uzyskujac pozytywny
wynik w dwoch probkach w kierunku genu helikazy i w jednej w kierunku genu kodujacego
biato kapsydu (Tab. 38, 53 i 54). Oceniajgc wplyw rodzaju uzytego materiatu badawczego w
kierunku wykrycia genu kodujgcego helikaz¢ metoda RT-PCR oraz biatko kapsydu metodami
RT-PCR i Real-Time RT-PCR, z zastosowaniem testu chi-kwadrat Pearsona, stwierdzono
statystycznie istotng zalezno§¢ migedzy rodzajem badanej tkanki a odsetkiem wynikow
pozytywnych jedynie w przypadku badan metodg RT-PCR dla genu kodujacego biatko
kapsydu w probkach tkanek (pgcherzyk zélciowy, $ledziona, watroba) oraz zolci z wybranych
stad BB 1 CL (Tab. 43).

Analiza filogenetyczna oparta o fragment genu kodujacego helikaze (otwarta ramka
odczytu ORF1 aHEV) wykazata przynalezno§¢ otrzymanych sekwencji do trzech znanych
genotypow (po 11 do genotypu 1 i 3 oraz 6 sekwencji do genotypu 2), a dwie sekwencje nie
przynalezaly do zadnego z czterech znanych genotypow (domniemany nowy genotyp) (Rye.
13, Tab. 53). Natomiast analiza filogenetyczna wzgledem fragmentu ORF2 aHEV kodujacego
biatko kapsydu, do ktérej uzyto 31 sekwencji, wykazala, ze przynaleza one w liczbie 28 do
genotypu 2, a pozostate 3 sekwencje do genotypu 3 (Ryc. 14, Tab. 54 i 55). Porownujac
uzyskane wyniki pozytywne w badaniu serologicznym z molekularnymi, wykorzystujgc test
chi-kwadrat Pearsona, w probkach tkanek oraz zélei statystycznie istotng zalezno$¢ wykazano
w kilku przypadkach w odniesieniu do helikazy oznaczanej metoda RT-PCR (Tab. 451 48) i
dla genu kodujgcego biatko kapsydu oznaczanego metodami RT-PCR i Real-Time RT-PCR
(Tab. 46, 47, 49 1 50).

Kolejna czg$¢ dysertacji zawiera  analize uzyskanych wynikow, popartg licznymi
danymi z piSmiennictwa. Na podkre$lenie zastuguje fakt, ze w badaniach Doktorantki,
podobnie jak i innych cytowanych autoréw, seroprewalencja w odniesieniu do aHEV dla
0gbtu populacji kur byla stosunkowo niska i wynosita zwykle ponizej 30%. Natomiast jak
wynika z badan Doktorantki seroprewalencja w odniesieniu do stad byta najwyzsza w stadach
CL (100,00%), nastepnie w stadach BB (83,33%) i LB (50,00%). Wprawdzie Doktorantka i

liczni cytowani autorzy przypisuja to lepszej bioasekuracji w stadach BB i LB, co jest
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prawda, jednak checiatbym zwréci¢ uwage, ze w badaniach wlasnych badano tylko 2 stada LB
i 6 stad CL. Intersujace bytoby odniesienie si¢ do faktu co sprawia, ze kury ulegaja zakazeniu
tym wirusem w stosunkowo poznym wieku (najcze$ciej powyzej 20, a nawet 35 tyg. zycia),
czego wyrazem s3 wykrywane przeciwciala. By¢ moze mamy do czynienia z latencja
wirusowa, w trakcie ktérej genom wirusa znajduje si¢ w komorce, ale jego ekspresja jest
mocno ograniczona. Do aktywacji takich zakazen mogg prowadzi¢ sytuacje stresowe, np.
okres wejscia w nie$no$¢, nieodpowiednie warunki chowu itp. na co zwraca uwage rowniez
Doktorantka. Podobnie wyjasnienia wymaga stwierdzenie Doktorantki, ze nie kazde
serododatnie stado BB ma zdolno$¢ przekazywania przeciwciat anty-aHEV na potomstwo.
Jezeli co$ takiego ma miejsce to czym moze to by¢ spowodowane? Zjawisko to cze$ciowo juz
wyjasnitem wczedniej. Wyjasnienia wymaga takze fakt wystepowania zmiennego charakteru
infekcji, czyli przechodzenia z formy klinicznej w podkliniczng a nawet w zakazenie
bezobjawowe. Przy tak niskiej seroprewalencji w stadzie trudno jest thumaczyé to spadkiem
potencjatu epizootycznego. Zastanawiajace jest takze dlaczego koguty nie ulegajg zakazeniu,
a dowodem s3 wyniki ujemne w testach RT-PCR i ELISA, co wykazat zespot Profesora
Hessa.

W odniesieniu do oceny wystepowania zakazen aHEV w stadach kur z
wykorzystaniem badan molekularnych wykazano bardzo dobra zgodno$¢ miedzy RT-PCR
oraz Real-Time RT-PCR dla genu kodujacego biatko kapsydu tego wirusa (wspdlczynnik
kappa Cohena 0,838). Ponadto, nie stwierdzono istotnej zaleznosci miedzy wystepowaniem
zakazenia aHEV a wiekiem ptakéw w stadach CL i BB w badaniach oboma testami dla genu
kodujgcego helikazg¢ oraz biatko kapsydu. Potwierdzono rowniez, ze najbardziej
odpowiednim materiatem do badan laboratoryjnych w diagnostyce molekularnej aHEV u
kur sg wycinki pecherzyka zélciowego i watroby. Z analizy literatury wynika, ze aHEV ma
wladciwodci pantropowe, chociaz gtéwnie dotyczy to narzadow ukiadu trawiennego oraz, ze
zakazenia szerzg si¢ gléwnie droga fekalno-oralna. Natomiast z badan prowadzonych przez
Doktorantke wynika, ze wirus aHEV moze szerzyé si¢ rowniez droga kropelkowa.
Doktorantka potwierdzita takze mozliwo§¢ transmisji pionowej wirusa. Na podstawie
przeprowadzonych analiz filogenetycznych Doktorantka wykazala, iz zakazenia kur w
naszym kraju s3 wywolywane przez rozne genotypy wirusa niezaleznie od roku, w ktorym
prowadzono badania, regionu kraju, czy typu uzytkowego.

Na zakoficzenie  Doktorantka formutuje cztery wnioski, ktére sg poprawne i
odpowiadajg zatozonym celom badan, chociaz stwierdzenie we wniosku pierwszym

dotyczace badan serologicznych jednodniowych brojleréw kurzych nie potwierdza w pehni
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powszechnego wyst¢gpowania zakazen aHEV w stadach rodzicielskich (cyt. str. 61 ,,sposrod
zbadanych 2 112 surowic, 164 (7,77%) byto pozytywnych”).

Recenzowang prace doktorska oceniam pozytywnie ze wzgledu na jej nastepujace
walory:

- stanowi ona szczegblowe opracowanie naukowe wnoszgce nowe dane do
epidemiologii zakazen wirusem zapalenia watroby typu E ptakow;

- badania zrealizowano z zastosowaniem nie tylko metod serologicznych (test ELISA),
ale i metod biologii molekularnej, co podnosi ich warto§¢ naukowg i wiarygodno$é
uzyskanych wynikow;

- wnioski z badan poglebiaja nie tylko aktualna wiedze dotyczacg wystepowania
zakazen aHEV w stadach réznych typow uzytkowych kur, ale réwniez sugerujg, z ktérych
narzagddw wycinki sg najlepszym materiatem do badan diagnostycznych oraz, ktére z
molekularnych metod sg najskuteczniejszym narzedziem diagnostycznym do identyfikacji
zakazen;

- przenoszac uzyskane wyniki badan na grunt praktyczny nalezy stwierdzié, iz w
ogole lepsze poznanie sytuacji epidemiologicznej zakazen aHEV w stadach kur w naszym
kraju wykazalo jednoznacznie jak wazng rolge w chowie drobiu odgrywa bioasekuracja i
dobrostan, ktoérych przestrzeganie bez watpienia przyczyni sie do ograniczenia
rozprzestrzeniania si¢ zakazen tym wirusem.

Biorgc pod uwage uzyskane wyniki badan stwierdzam, ze Doktorantka prezentuje
ogblng wiedze teoretyczna, wykazuje umiejetnosé samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej, a oceniana rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego z mozliwoscia wykorzystania uzyskanych wynikéw wtasnych badan w
diagnostyce. W mojej opinii rozprawa doktorska lek. wet. Joanny Turniak stanowi potrzebne
1 warto$ciowe opracowanie dotyczace interesujacego i aktualnego problemu badawczego.

Z obowigzku wnikliwego recenzenta pragne Doktorantce zwrdcié uwage na kilka,
wezesniej nie wymienionych, uwag i niedociagnieé:

- niefortunne jest okreilenie, cyt. str. 93 ,jocena wystepowania zakazefi aHEV w
badaniach serologicznych w stadach CB”. Okre$lano miana przeciwcial matczynych u
jednodniowych pisklat a nie ich zakazenie;

- Doktorantka naduzywa stowa ,,ilo§¢” zamiast »liczba”, | zostalty przedstawione”
zamiast ,,przedstawiono”, ,,proba” zamiast ,,probka”, w wielu miejscach nie stosuje znakow

interpunkcyjnych.
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Przedstawione uwagi krytyczne, ktére maja wylacznie charakter porzadkowy lub
uzupehiajacy i inspirujacy Doktorantke do bardziej wnikliwej dyskusji, nie umniejszajg
wartoéci merytorycznej recenzowanej rozprawy i nadal nie wptywaja na jej pozytywna oceng.

W konkluzji wyrazam opinie, ze rozprawa doktorska lek. wet. Joanny Turniak pt.
,Epidemiologia zakazefi wirusem zapalenia watroby typu E ptakow (aHEV) w stadach
kur w Polsce w latach 2010-2019” spelnia ustawowe wymogi zawarte w art. 187 ust. 1 - 4
ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz.U. z 2024 r. poz.
1571, z pézn. zm., w tym Dz.U. 2025 poz. 1162; dalej zwana ,ustawg”) oraz Uchwaty Nr 89-
2022/2023 Senatu SGGW z dnia 26 czerwca 2023 roku w sprawie uchwalenia Regulaminéw
przeprowadzania postepowad w sprawie nadania stopnia doktora w Szkole Giéwne;
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Biorgc powyzsze pod uwagge przedkladam Wysokiej
Radzie Naukowej Dyscypliny Weterynaria Szkoly Giéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w
Warszawie wniosek o dopuszczenie lek. wet. Joanny Turniak do dalszych etapow

postepowania w sprawie nadania stopnia naukowego doktora.

prof- dr hab. Andrzej Koncicki
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