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Recenzja rozprawy doktorskiej Lek. wet. Joanny Turniak
zatytulowanej ,,Epidemiologia zakazen wirusem zapalenia watroby typu E ptakow (aHEV) w
stadach kur w Polsce w latach 2010-2019” wykonanej w Instytucie Medycyny Weterynaryjnej
Szkoly Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

pod kierunkiem Promotoréw prof. dr hab. Piotra Szeleszczuka oraz dr hab. Beaty Dolki

Podstawg formalng recenzji jest uchwata nr 58/WET-2024/2025 Rady Dyscypliny Weterynaria
Szkoly Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie z dnia 24 wrzesnia 2025 r. Przedstawiona mi do
oceny praca doktorska zostata zrealizowana w Katedrze Patologii i Diagnostyki Weterynaryjnej Instytutu
Medycy Weterynaryjnej, Szkoty Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, pod kierunkiem
naukowym promotora prof. dr hab. Piotra Szeleszczuka. Promotorem pomocniczym pracy byla dr hab.
Beata Dolka.

Rozprawe doktorska Pani lek. wet. Joanny Turniak stanowi, wedlug zataczonej dokumentacji,
starannie przygotowana monografia naukowa liczaca facznie 165 ponumerowanych stron wydruku. Sktada
si¢ z 9 gldéwnych rozdziatow zatytutowanych: Wstep, Zatozenia i cele pracy, Materiaty 1 metody, Wyniki,
Omowienie wynikoéw 1 dyskusja, Wnioski, Zatacznik, PiSmiennictwo, Spis tabel i rycin. W dokumentacji
znajdujg si¢ rowniez streszczenia w j. polskim i angielskim oraz o$wiadczenia Promotora i Autora
rozprawy. W sklad w/w rozdziatow glownych wchodza podrozdziaty. Taki podziat na rozdziaty i

podrozdzialy jest typowy dla tego typu opracowan naukowych.

Znaczenie podjetej tematyki

Przedstawiona mi do recenzji dysertacja jest monografig naukowa charakteryzujaca problematyke
wystepowania zakazenia wirusem zapalenia watroby typu E ptakow nalezacym do gatunku Avihepevirus
magniiecur (aHEV), z rodziny Hepeviridae i rodzaju Avihepevirus w stadach drobiu gatunku kura (Gallus
gallus domesticus) w Polsce w latach 2010 — 2019. Dotychczas opisano rézne objawy kliniczne i zmiany
anatomopatologiczne wywotywane przez avian Hepatitis E Virus zar6wno w stadach reprodukcyjnych kur
jak rowniez u niosek jaj konsumpcyjnych w roéznych rejonach $wiata. Analiza obserwowanych zmian
patologicznych w zakazonych stadach pozwolita na wyodrebnienie kilku zespotow chorobowych, jak

choroba duzej watroby i §ledziony -BLS (big liver and spleen disaese), zespot martwicowo-krwotocznego
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zapalenia watroby i powigkszenia §ledziony - HSS (hepatitis —splenomegaly syndrome), oraz zespot
krwotoczny z peknieciem watroby -HRHS (hepatic rupture hemorrhage syndrome). Pomimo, ze chorobe w
innym rejonie $wiata (Australia) rozpoznano juz w 1980 roku to w Polsce pierwsze (niepotwierdzone)
przypadki syndromu BLS byly obserwowane przez praktykujacych lekarzy w 2007 roku. W 2011 roku
pierwsze doniesienie naukowe dotyczace przypadku klinicznego BLS w Polsce przedstawit profesor Piotr
Szeleszczuk. Choroba w postaci klinicznej moze si¢ pojawia¢ u ptakow w kazdym wieku i chociaz
zachorowalno$¢ i1 upadki spowodowane zakazeniem avian Hepatitis E Virus sa relatywnie niskie to
zarbwno w zakazonych stadach rodzicielskich brojlerow kurzych jak i w stadach niosek jaj
konsumpcyjnych obserwowano znaczne spadki w produkcji niesnej (nawet do 45%). Zakazenia
subkliniczne sg rowniez do$¢ powszechne w terenie. Co wigcej, potwierdzono, ze wirus moze szerzy¢ si¢
droga pionowa, przez co dlugo utrzymuje si¢ w kurnikach. Stwierdzono takze, ze moze dochodzi¢ do
transmisji migdzygatunkowej wirusa aHEV 1 chociaz do tej pory nie stwierdzono ryzyka transmisji wirusa
z drobiu na czlowieka, to istniejg juz potwierdzone przypadki zakazenia indykow szczepami
pochodzacymi od kur. Mimo uptywu kilkudziesieciu lat od odkrycia czynnika etiologicznego BLS,
choroba nadal powszechnie wystepuje i stanowi przyczyne znaczacych strat ekonomicznych w stadach
kur. Zastosowanie tylko diagnostyki serologicznej nie jest wiarygodne w wykrywaniu ostrych zakazen
aHEV, gdyz wiremia i siewstwo wirusa z kalem nastgpuje znacznie wczesnie] niz pojawienie sig¢
przeciwcial. Zatem seronegatywne ptaki moga by¢ zakazone. Dodatkowym utrudnieniem jest fakt, ze za
pomoca badan serologicznych nie mozna zréznicowa¢ HEV pochodzacych od ptakéw, ludzi i swin, gdyz
dochodzi do reakcji krzyzowych pomiedzy biatkami ich kapsydow. Do wykrywania materialu
genetycznego wirusa stosuje si¢ techniki biologii molekularnej, np. RT-PCR.

W s$wietle przedstawionych faktéw istnieje potrzeba doktadniejszego rozpoznania problemu a
przede wszystkim opracowania schematdéw diagnostycznych i oceny zagrozen epidemiologicznych. W tym
kontekscie, przedstawiona mi do recenzji dysertacja Pani lek. wet. Joanny Turniak, ktérej celem byta nie
tylko ocena seroprewalencji, epidemiologia molekularna zakazen wirusem zapalenia watroby typu E
ptakow (aHEV) w wybranych stadach rodzicielskich kurczat rzeznych oraz stadach niosek towarowych w
Polsce, ale rowniez ocena przydatnosci réoznych rodzajow probek oraz roznych technik w diagnostyce
molekularnej BLS, stanowi wazne osiggnigcie naukowe o duzym potencjale aplikacyjnym.

Streszczenie

Streszczenie zwigzle, ale logicznie rekapituluje cato$¢ rozprawy doktorskiej oraz uzasadnia
celowos¢ prowadzenia badan nad wystepowaniem zakazenia aHEV w stadach drobiu gatunku kura (Gallus
gallus domesticus) w Polsce. Doktorantka scharakteryzowala cel pracy, badany material, zastosowane
metody oraz uzyskane wyniki. Chciatabym jednak zwroci¢ uwage na fragment streszczenia dotyczacy

prezentacji uzyskanych wynikow, w ktérym Doktorantka wskazuje, ze czg¢sciej wykrywano wirusa aHEV
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w pecherzyku zolciowym niz w watrobie, §ledzionie i1 z6tci. Okreslenie ,,w pecherzyku zZotciowym™ wydaje
si¢ tutaj do$¢ nieprecyzyjne, skoro w opisie zgromadzonego materiatu do badan (podrozdziat 1.2) mozna
przeczytad, ze oddzielne probki stanowita z6t¢ i1 Sciana pegcherzyka zotciowego. W zwigzku z tym w moim
przekonaniu nalezatoby doprecyzowac, czy chodzi o §ciang pecherzyka zotciowego czy o caty narzad.
Wstep

Podzielony na 12 podrozdziatdw wstep prezentuje najwazniejsze informacje obejmujgce zar6wno
rys historyczny zakazen aHEV w stadach drobiu na $wiecie, synonimy uzywane na okreslenie infekcji
ptasim wirusem zapalenia watroby typu E na przestrzeni lat, jak rowniez taksonomi¢ rodziny Hepeviridae
z uwzglednieniem genotypow aHEV oraz nowo odkrytych jeszcze nieprzypisanych gatunkéw wirusa. Na
podstawie danych pismiennictwa, Doktorantka stworzyla rycing ilustrujacg podzial dotychczas opisanych
izolatow aHEV. W kolejnych podrozdziatach, Doktorantka doktadnie scharakteryzowata budowe genomu
wirusa zapalenia watroby typu E, epidemiologie, patogenezg zakazen u drobiu oraz diagnostyke
molekularng i serologiczng aHEV. W tabeli nr 3, na podstawie analizowanej literatury, Doktorantka
przedstawita zestawianie sekwencji starterow stosowanych w celu wykrycia materialu genetycznego
wirusa zapalenia watroby typu E ptakéw. Nie zabraklo tez rozdziatéw, w ktorych Doktorantka
wyszczegolnita dotychczas obserwowane objawy kliniczne, zmiany anatomo- i histopatologiczne w
przebiegu zapalenia watroby typu E u kur. Ostatni podrozdzial wstgpu dotyczy metod profilaktyki
zapalenia watroby typu E u kur i zawiera najnowsze dane na temat opracowanej przez chinskich
naukowcow w oparciu o biatko ORF3 wirusa, szczepionki podjednostkowej, ktora skutecznie redukuje
siewstwo zarazka z katem. Taki uktad wstepu §wiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu merytorycznym
Doktorantki, opartym na doglebnym studiowaniu dotychczas zgromadzonych danych w dostepnej
literaturze naukowe;.
Geneza i cel rozprawy doktorskiej

Pani lek. wet. Joanna Turniak podjeta si¢ przeprowadzenia badania dotykajacego istotnego z
punktu widzenia klinicznego zagadnienia z obszaru zakazen wirusem zapalenia watroby typu E ptakow
(aHEV) w wybranych krajowych stadach reprodukcyjnych kur linii migsnej, nie$nej, niosek jaj
konsumpcyjnych (w latach 2010 — 2018) i jednodniowych brojleréw kurzych (w latach 2010, 2014, 2019).
Wyboér obszaru badan wydaje si¢ szczeg6lnie aktualny wobec faktu, ze w czasie, w ktorym pobierano ze
stad probki do badan nie byto zadnych danych na temat zakazen aHEV w naszym kraju. Natomiast badania
nad oceng seroprewalencji i analizg obecno$ci materiatu genetycznego aHEV w stadach reprodukcyjnych
brojlerow i kur niosek na terenie zachodniej i potudniowej Polski w latach 2015-2018 prowadzit zespot
naukowcow z Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Ponadto, Doktorantka po raz pierwszy podjeta
probe analizy korelacji migdzy badaniami serologicznymi a molekularnymi w diagnostyce zakazen

wirusem zapalenia watroby typu E ptakow.
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Zaktadane przez Doktorantke cele pracy dotyczyly:

- w punkcie pierwszym, oceny seroprewalencji oraz analizy zalezno$ci miedzy seroprewalencja a
efektywnoscia produkcji (EWW) w badanych stadach brojleréow kurzych z uwzglednieniem podziatu na
regiony w Polsce.

- w punkcie drugim, epidemiologii molekularnej zakazenia wirusem zapalenia watroby typu E ptakéw
(aHEV) w wybranych stadach rodzicielskich kurczat rzeznych oraz stadach niosek towarowych w
Polsce w latach 2011 — 2019.

- w punkcie trzecim, oceny przydatnosci roznych rodzajow probek oraz roznych technik w diagnostyce
molekularnej BLS.

- oraz w punkcie czwartym, charakterystyki zmiennosci genetycznej krajowych izolatdéw wirusa
zapalenia watroby typu E ptakow (aHEV) uzyskanych w latach 2011 —2019.

Material

Do osiggnigcia zatozonego celu badan, Doktorantka wykorzystata do badania serologicznego

(testem ELISA wykrywajacym przeciwciata skierowane przeciwko aHEV), probki krwi od 23 losowo

wybranych ptakow z 230 stad kur w réznym wieku, w tym od 222 stad rodzicielskich brojleréw kurzych -

BB co stanowito 96,52% wszystkich pobranych probek; od 2 stad rodzicielskich niosek - LB, ktore

stanowily 0,87% wszystkich pobranych probek oraz z 6 stad niosek jaj konsumpcyjnych CL, ktore

stanowily 2,61% wszystkich pobranych probek krwi. W tabeli nr 5, Doktorantka przedstawila zestawienie

zbiorcze probek pobranych w latach 2010 — 2018, z uwzglednieniem roku pobrania, typu produkcyjnego i

wieku ptakow, liczby stad i ilosci pobranych probek. L.acznie Doktorantka zgromadzita 5 272 probki krwi.

Stusznie doktorantka uzyla sformutowania: ,,standardowo pobierano 23 probki krwi” poniewaz jak

wynika z zestawienia ilosci surowic w tabeli 5, nie w kazdym z badanych stad pobrano 23 prébki krwi lub

nie zawsze mozliwe bylo uzyskanie 23 probek surowic z pobranych probek krwi. W tym zestawieniu
brakuje informacji na temat lokalizacji ferm, z ktoérych pobierano probki w poszczegdlnych latach.

Doktorantka wskazala, ze byly to stada ,,z roznych obszarow Polski”.

Materiat do oceny dynamiki specyficznej odpowiedzi serologicznej (serokonwersji), stanowity probki krwi

pobrane pigciokrotnie w odstepach 5 do 7 tygodni od ptakow z dwoch kurnikéw w jednej fermie, w ktorej

zdiagnozowano ognisko BLS w 2011 roku (tabela nr 6). Tutaj rowniez brakuje informacji na temat
lokalizacji fermy.

Materiat do monitoringowych badan seroepidemiologicznych (ocena czegstosci wystepowania przeciwciat

matczynych przeciwko zapaleniu watroby typu E), stanowily probki krwi pobrane z 92 stad

jednodniowych pisklat brojlerow kurzych w latach 2010, 2014 i1 2019. Doktorantka w tabelach nr 6 1 7

wyszczegoOlnita liczbe stad, date 1 ilo§¢ pobranych probek, ale roéwniez lokalizacje tych stad

(wojewodztwo). Wydaje sig¢, ze w przysztosci, przygotowujac materiaty do publikacji wskazane byloby
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ujednolicenie sposobu prezentacji zgromadzonego materiatu.

Materiat do badah metodami reakcja tancuchowej polimerazy z odwrotna transkrypcja (RT-PCR)
oraz Real-Time RT-PCR stanowily pobrane ze §wiezych zwtok ptakéw w latach 2011 — 2019, prébki
narzadow wewnetrznych z 45 stad rodzicielskich brojlerow kurzych oraz 3 stad niosek jaj
konsumpcyjnych. Z zestawienia w tabeli nr 8, wynika, ze Doktorantka pobrata 156 probek zotci, 166
probek $ledziony, 172 probki watroby oraz 22 probki pecherzyka zolciowego. Probki poszezegoélnych
narzagdow byly pulowane w obrebie stada. Tutaj rowniez brakuje informacji o lokalizacji stad, z ktorych
pobierano probki. Probki watroby oraz pecherzyka zoélciowego pobierano rowniez od zarodkéw kurzych
(SPF), zakazonych eksperymentalnie zawiesing tkanek pobranych ze stada BB, w ktéorym stwierdzono
material genetyczny wirusa BLS. W tabeli nr 9, Doktorantka wyszczegdlnita materiat uzyty do inokulacji
zarodkow.

Ponadto w 2012 roku, Doktorantka pobrata wymazy z kloaki oraz tchawicy od 7 zywych ptakoéw ze stada
rodzicielskiego brojlerow kurzych (BB), w zdiagnozowanym ognisku BLS. Brakuje informacji na temat
lokalizacji stada.

Metody

Doktorantka szczegétowo opisata testy, procedury, wzory (wspotczynnik serokonwersji;
Europejski Wspotczynnik Wydajnosci), oraz sprzgt uzyte w badaniach serologicznych. W celu okreslenia
zalezno$ci migdzy réznymi parametrami serologicznymi, Doktorantka w przemyslany sposéb podzielita
zebrany w latach 2010 -2018 material do badan serologicznych na 4 grupy wiekowe oznaczone jako
odchow-ptaki w wieku do 24 tygodnia zycia; wczesny okres niesnosci - od 25 do 34 tygodnia zycia,
srodkowy okres nie$nosci - od 35 do 49 tygodnia zycia i koncowy okres niesnosci - powyzej 50 tygodnia
zycia. Do celéw analizy statystycznej wynikow ELISA dla anty-aHEV, probki pobrane ze stad brojleréw
kurzych Doktorantka podzielita na 5 regiondéw polski (pétnocno-zachodni, pétnocno-wschodni, centralny,
potudniowo-wschodni i poludniowo-zachodni), zaleznie od lokalizacji badanych stad.

Podobnie, szczegdtowo Doktorantka opisata zastosowane procedury, testy, odczynniki oraz aparaturg uzyta
do przygotowania probek, ekstrakcji RNA, przygotowania mieszaniny i reakcji odwrotnej transkrypcji, RT-
PCR dla genu kodujacego helikaze (fragment ORF1), oraz genu kodujacego biatko kapsydu (ORF2). W
tabeli nr 11, Doktorantka wyszczegolnita dobrane na podstawie analizowanej literatury sekwencje
nukleotydowe uzytych par starterow z zaznaczong wlasng modyfikacjg oraz warunki amplifikacji genu
kodujacego helikaze. Doktorantka szczegdétowo opisata roéwniez przygotowanie standardow, mieszaniny
reakcyjnej oraz warunki amplifikacji jakosciowej reakcji Real-Time RT-PCR dla genu kodujacego biatko
kapsydu (ORF2). Produkty reakcji RT-PCR oraz Real Time RT-PCR, ktore uzyskaty wyniki pozytywne
(dla fragmentu genu kodujacego helikaze i biatko kapsydu) zostaly poddane sekwencjonowaniu przez

Genomed S.A., Warszawa, Polska. Zastosowane metody nalezag do najbardziej czutych i zdolnych do
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wykrywania niewielkich ilosci czasteczek RNA w probee. Dzieki RT-PCR mozliwe jest okreslenie ilo$ci
czasteczek RNA migdzy roznymi probkami, okre§lenie poziomu ekspresji oraz analizy struktury RNA
PCR w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR). Oznaczanie probek Real-Time PCR wykonuje sie w
oparciu o analize wzgledna - jednoczes$nie z proba referencyjna, a nastepnie do niej odnosi wyniki.
Doktorantka jako kontrole pozytywna uzyla RNA wirusa pozyskane z antygenu z dostgpnego
komercyjnego testu AGID (Big Liver & Spleen disease). Uzyskane wyniki Doktorantka analizowata z
wykorzystaniem metod statystycznych: Tukeya (HSD), jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA),
wspoétczynnika korelacji Pearsona, wspélczynnika korelacji rang Spearmana, wspotczynnika kappa
Cohena, testu chi-kwadrat Pearsona w programie Statistica 13.

Wyniki

Rezultatem przeprowadzonych przez Doktorantke analiz sg przedstawione w réznych ujgciach,
wartosciowe, dobrze udokumentowane tabelami, wykresami i rycinami wyniki badan.

W przejrzystym opisie wynikow badan serologicznych oraz w tabelach nr 12 - 15, Doktorantka
podaje procentowy udzial wynikow dodatnich (na obecno$¢ przeciwciat przeciwko wirusowi zapalenia
watroby typu E ptakow), w poszczegolnych rodzajach stad z uwzglednieniem grup wiekowych ptakow,
oraz liczbowe i procentowe dane odno$nie analizowanych prébek surowic (Srednie, minimalne i
maksymalne warto$ci mian, §rednie miana geometryczne oraz wspotczynniki zmienno$ci). Doktorantka
wykazala, ze we wszystkich badanych stadach niosek towarowych (CL) i az w 83,33% stadach
rodzicielskich brojlerow kurzych (BB), stwierdzono przeciwciata anty-aHEV. Natomiast nie stwierdzono
statystycznie istotnych réznic miedzy grupami wiekowymi ptakoéw w obrebie stad BB oraz zbiorczo w
stadach BB, LB i CL. W tabeli nr 51 znajdujacej si¢ w rozdziale VII. Zatytutlowanym: Zalacznik,
Doktorantka zamiescita rowniez ,surowe dane” dotyczace warto$ci dla poszczegdlnych stad z
przeprowadzonych badan serologicznych ELISA. Wyniki badan wykonane w dwoch stadach BB fermy
monitorowanej w 2011 roku, ktére Doktorantka prezentuje w tabeli nr 16 oraz na rycinie nr 9, potwierdzity
serokonwersje a tym samym obecno$¢ i rozwoj zakazenia. Analiza probek pochodzacych od
jednodniowych pisklat brojlerow kurzych wykazata, ze az w 54,35% badanych stadach Doktorantka
uzyskata wyniki pozytywne w kierunku obecno$ci przeciwciat przeciwko aHEV. W tabelach nr 17 - 22,
Doktorantka przedstawita zbiorcze wyniki ELISA z liczbg i procentem stad oraz surowic pozytywnych jak
rowniez dane produkcyjne (EWW), z uwzglednieniem podziatu wedtug wojewoddztw, regiondw i czasu
pobrania probek do badan. W ostatnim podrozdziale (1.4) wynikéw monitoringu serologicznego,
Doktorantka zaprezentowata wyniki badan przeprowadzonych w wybranych stadach rodzicielskich w
roznym wieku oraz w stadach broileréw pochodzacych z tych stad rodzicielskich, z ktorych wynika, ze we
wszystkich stadach BB otrzymano wyniki pozytywne w kierunku obecno$ci przeciwciat przeciwko

wirusowi zapalenia watroby typu E ptakoéw, natomiast w 2/6 stadach CB, Doktorantka otrzymata wyniki
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pozytywne u ptakéw w 1 dnia zycia.
Dos$¢ nieprecyzyjnie sformulowane wydaje sie zdanie w podrozdziale 1.1 na stronie 57: ,,Sposrod
zbadanych 230 stad BB, LB i CL w Polsce, w latach 2010-2018 {gcznie w 96,96% uzyskano wyniki
pozytywne w kierunku aHEV” W tym zdaniu nalezaloby jasno zaznaczy¢, ze chodzi o obecno$¢
przeciwcial przeciwko wirusowi aHEV (anty-aHEV). Podobna uwaga dotyczy naglowka i tresci
podrozdzialu 1.4. na stronie nr. 65: ,,Zestawienie wynikow badan ELISA w kierunku zapalenia wqtroby
typu E ptakow...”, ,, We wszystkich stadach BB otrzymano wyniki pozytywne w kierunku zapalenia waqtroby
typu E ptakow...”

W tabelach 24-26 oraz na rycinie nr 10, Doktorantka przedstawita wyniki badan molekularnych
dla genu kodujacego helikaze wirusa zapalenia watroby typu E ptakéw w tkankach oraz zotci w
wybranych stadach rodzicielskich kurczat rzeznych i stadach niosek towarowych w Polsce w latach 2011 —
2019. W opisie uzyskanych wynikow Doktorantka wskazuje, ze najwigkszy odsetek (33,33%), wynikow
pozytywnych uzyskata w probkach ze Sciany pecherzyka zolciowego, a nastgpnie zotci (29,54%),
$ledziony (18,18%) oraz watroby (15,28%). W wymienionych tabelach, Doktorantka w sposob zbiorczy
oraz szczegdtowy zaprezentowata wyniki z uwzglednieniem roku pobrania prébek, typu produkcyjnego
ptakow, wieku ptakéw, ilosci stad oraz rodzaju i ilosci probek, z ktorych uzyskata wyniki pozytywne. Na
podstawie analizy statystycznej, Doktorantka stwierdzita istotne statystycznie zrdéznicowanie w
poszczegodlnych latach pod wzgledem odsetka pozytywnych wynikéw, jednak bez istotnego statystycznie
trendu w kolejnych latach ani trendu zaleznego od wieku ptakéw. Podobnie, w tabelach 27-29 oraz na
rycinie nr 11, Doktorantka zaprezentowata wyniki RT-PCR w celu wykrycia genu kodujacego biatko
kapsydu wirusa zapalenia watroby typu E ptakow w probkach pobranych z 45 stad BB i 3 stad CL. Wyniki
pozytywne zostaly potwierdzone w 30,07% badanych stad. Natomiast najwyzszy odsetek probek
pozytywnych (66,67%) Doktorantka uzyskata ze Sciany pecherzyka zotciowego, a nastgpnie z watroby
(34,78%), zd6tci (29,54%) oraz $ledziony (18,18%). Na podstawie analizy statystycznej, Doktorantka
stwierdzita istotne statystycznie zréznicowanie w poszczegdlnych latach pod wzgledem odsetka
pozytywnych wynikéw w RT-PCR z istotnym, ujemnym trendem w kolejnych latach, ale bez istotnego
statystycznie trendu zaleznego od wieku ptakéw. Wyniki Real-Time RT-PCR w celu wykrycia genu
kodujacego biatko kapsydu, Doktorantka zgromadzita w tabelach 30-32 oraz na rycinie nr 12. Sposrod
przebadanych probek pochodzacych od 45 stad BB i 3 CL w 32,87% Doktorantka uzyskata wyniki
pozytywne a najwyzszy odsetek pozytywnych wynikéw uzyskata w probkach ze $ciany pecherzyka
zolciowego (66,67%), nastgpnie watroby (34,78%), zotci (34,09%) oraz $ledziony (22,73%). Chociaz w
tabelach nr 24, 27, 30, 42, 43 i 44, Doktorantka wskazuje, ze pozytywne probki uzyskala z pecherzyka
z0lciowego a nie ze $ciany pecherzyka zotciowego. Na podstawie analizy statystycznej Doktorantka

stwierdzila istotne statystycznie zréznicowanie w poszczegdlnych latach pod wzgledem odsetka
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pozytywnych wynikéw w RT-PCR z istotnym, ujemnym trendem w kolejnych latach, ale bez istotnego
statystycznie trendu zaleznego od wieku ptakow.

Wyniki obecnoséci genu kodujgcego biatko kapsydu, uzyskane przez Doktorantke w obu badaniach RT-
PCR oraz Real-Time PCR byty zgodne w 93,01%, a wyliczony wspotczynnik kappa Cohena wynidst 0,838
co oznacza bardzo dobra zgodno$¢ obu metod. Natomiast analiza zgodnosci metody RT-PCR w badaniu
obecnosci genu kodujacego helikaze oraz genu kodujacego biatko kapsydu wykazata 74,83% zgodnosci,
co po wyliczeniu wspodtczynnika kappa Cohena wyniosto 0,350 i §wiadczy o stabej zgodnosci metod. W
nagtowku na stronie 76 oraz w naglowku w podrozdziale 2.5 (strona 79), Doktorantka uzywa
sformutowania: ,,Ocena zgodno$ci metod RT-PCR w badaniu obecnosci genu kodujacego helikaze oraz
genu kodujacego biatko kapsydu. Poniewaz jest to jedna metoda uzyta do badania obecnosci dwoch
réznych genow to proponuje korekte z: ocena zgodnosci metod... na ocena zgodnosci metody ....

Z 18 probek pochodzacych od 9 zarodkow badanych w kierunku genu kodujacego helikaze (przy uzyciu
RT-PCR), oraz biatka kapsydu (przy uzyciu RT-PCR oraz Real-Time RT-PCR), w 2/18 (11,11%) probkach
Doktorantka otrzymata wyniki pozytywne jedynie dla genu kodujacego biatko kapsydu aHEV przy
wykorzystaniu Real-Time RT-PCR. W tym badaniu nie bylo mozliwe okreslenie zgodno$ci migdzy
metodami badania, gdyz Doktorantka nie uzyskata wynikoéw pozytywnych przy wykorzystaniu metody RT-
PCR. Natomiast zgodno$¢ wynikéw badania w kierunku obecnosci genu kodujacego helikazg oraz genu
kodujgcego biatko kapsydu przy uzyciu RT-PCR, wobec braku wynikéw pozytywnych wynosita 100%.
Zestawienie uzyskanych wynikow Doktorantka zaprezentowata w mato intuicyjny sposob w tabelach nr 36
i 37. W przysztosci, przygotowujac wyniki do publikacji proponuje rowniez korekte naglowka tabeli nr 37.
Zamiast ,,Zestawienie wynikow pozytywnych otrzymanych metodg RT-PCR dla genu kodujgcego
helikaze...” wobec braku wynikow pozytywnych proponuje ,, Zestawieni wynikow otrzymanych metodg
RT-PCR dla genu kodujgcego helikaze...”

W badaniu prébek wymazow z kloaki i1 tchawicy pochodzacych z 2012 roku ze stada BB z ogniska BLS
przy uzyciu RT-PCR, Doktorantka wykazata w 2/14 (14,28%) prébek pozytywnych kierunku genu
kodujacego helikaze aHEV i 1/14 (7,14%) probke pozytywng w kierunku genu kodujacego biatko kapsydu
aHEV. W obu badaniach Doktorantka stwierdzita 11 zgodnych wynikéw co stanowi 78,57%. Natomiast
wspotczynnik kappa Cohena wynidst - 0,105, co odpowiada za brak zgodnosci.

Wspdtczynnik zgodnosci (kappa Cohena) metod RT-PCR oraz Real-Time RT-PCR dla genu kodujacego
biatko kapsydu w catosci badanego materiatu wyniost 0,818, co odpowiada za bardzo dobrg zgodnosc.
Natomiast wspdtczynnik zgodnosci (kappa Cohena), metody RT-PCR stosowanej w celu wykrycia genu
kodujacego helikaze oraz genu kodujacego biatko kapsydu w catosci badanego materiatu wynidst 0,354,
co odpowiada za stabg zgodno$c¢.

W podrozdziale 2.6 prezentowanych wynikow, Doktorantka przy uzyciu testu statystycznego (chi-kwadrat
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Pearsona), wykazala statystycznie istotne zalezno$ci pomiedzy rodzajem badanej tkanki, a odsetkiem
wynikow pozytywnych w kierunku wykrycia genu kodujacego helikaze (przy uzyciu metody RT-PCR)
oraz genu kodujacego biatko kapsydu wirusa (przy uzyciu metod RT-PCR oraz Real-Time RT-PCR).
Doktorantka przeprowadzita rowniez analize filogenetyczng na podstawie wlasnych sekwencji
nukleotydow kodujacych helikaze (fragment ORF1) aHEV oraz izolatow zdeponowanych w GenBank,
ktora wykazata przynalezno$¢ otrzymanych sekwencji do trzech znanych genotypoéw: genotyp 1 (11
uzyskanych sekwencji), genotyp 3 (11 sekwencji), genotyp 2 (6 sekwencji), natomiast 2 sekwencje nie
przynalezalty do Zadnego z czterech znanych genotypow i zostaly przez Doktorantke przypisane do
domniemanego nowego genotypu (Rycina nr 14).
W zalaczniku (rozdziat VII) w Tabelach 53 — 55, Doktorantka zgromadzila nieprzetworzone wyniki
pierwotne, zebrane bezposrednio za pomocg narzedzi badawczych, zanim poddano je analizie i obrobce.
Przeprowadzona przez Doktorantke analiza korelacji miedzy wynikami pozytywnymi badan
serologicznych i molekularnych RT-PCR dla genu kodujacego helikaze oraz biatko kapsydu i Real-Time
RT-PCR dla genu kodujacego biatko kapsydu w stadach BB i CL w kilku przypadkach wykazata
statystycznie istotng zalezno$¢.
Na szczegélne uznanie zastuguje skrupulatnos¢ Doktorantki w analizowaniu tak duzej ilo$ci
zgromadzonych danych (wynikéw), w réznych ujeciach, jak réwniez umiejetno$¢ wykorzystania metod
statystycznych, przydatnych w procesie weryfikacji zaktadanych hipotez badawczych.
Omowienie wynikéw i dyskusja

W tej czesci pracy, Doktorantka zestawia i analizuje wyniki swoich badan z danymi dostepnymi w
literaturze naukowej. W mojej ocenie dobrze wywiazujac si¢ z tego zadania. Rozdzial jest podzielony na
logiczne czesci i kazdy z aspektow badanych wynikow omawiany jest w sposob mozliwie najlepiej
wyczerpujacy temat. Doktorantka (na podstawie obszernie zebranej literatury), odnosi warto$ci
uzyskanych wynikow badan serologicznych w stadach BB, LB i CI uwzgledniajac wiek ptakow, oceny
specyficznej serokonwersji w ognisku BLS oraz analizy transmisji przeciwciat anty-aHEV ze stad BB do
pochodzacych od nich stad pisklat CB, do danych z réznych rejondéw $Swiata oraz z Polski zebranych w
zblizonym okresie czasowym i1 wykonanych za pomoca takich samych metod badawczych. Podobnie,
szczegbtowo omodwione zostaly przez Doktorantke wyniki badan molekularnych dla genéw kodujacych
biatka kapsydu i helikazy w stadach BB i CL, zarowno w czasie i pod wzgledem wieku ptakéw oraz z
uwzglednieniem rodzaju badanych probek. W przypadku trendéw obecnych w literaturze o innym
charakterze niz zaobserwowane w badaniu, Doktorantka podaje mozliwe przyczyny rozbieznosci. W tym
rozdziale moje uwagi dotycza wspomnianej juz wczesniej, koniecznosci ujednolicenia w nazewnictwie
probek pozytywnych pod wzgledem obecnosci genow aHEV. W podrozdziale 1.2.1 Materiat i metody,

Doktorantka wskazuje, ze pobierano probki §ciany pecherzyka zotciowego i zotci, natomiast na stronie 97 i
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98 omoéwienia wynikow i1 dyskusji wskazuje, ze w pozytywnych probkach, helikaze lub wyniki dodatnie

dla kapsydu wykrywano w z6fci i w pecherzyku zétciowym. Mam réwniez uwage dotyczaca wnioskdw

sformutowanych przez Doktorantke w tym rozdziale rozprawy. Na przyktad na stronie nr. 92 w czesci

,, Ocena wystepowania zakazen aHEV (BLS) w badaniach serologicznych w stadach BB, LB i CL”, akapit

zaczynajacy si¢ zdaniem: ,, Uzyskane rezultaty badan serologicznych pozwalajq na wysnucie wniosku,

ze...” lub na stronie 97, drugi akapit, zdanie: ,, Na podstawie otrzymanych wynikow mozna wnioskowac, ze

wirus pozostaje diuzej w Scianie pecherzyka zotciowego i dlatego jest wigksza szansa na jego wykrycie w

tej probce”. Wnioski w rozprawie doktorskiej powinny stanowi¢ kluczowa, odrebna czgs¢ podsumowujaca

calg pracg, zazwyczaj przedstawiang w oddzielnym rozdziale pracy doktorskiej, w ktorej doktorant
przedstawia swoje odkrycia, rozwijajac wczesniejszg dyskusje naukowa.

Whioski
Prezentujac wnioski z wykonanych badan, Doktorantka skupita na czterech aspektach przedstawionych

w formie wylistowanych punktow. Dotyczg one:

1. Badan serologicznych, ktore wykazaly bardzo powszechne (96,96%) wystgpowanie zakazen wirusem
zapalenia watroby typu E ptakéw w stadach reprodukcyjnych kur linii migsnej, nie$nej oraz niosek jaj
konsumpcyjnych w Polsce w latach 2010 — 2018. Przy czym najwyzsza seroprewalencja wystepowata
w stadach niosek jaj konsumpcyjnych, natomiast najwigcej osobnikoéw serododatnich odnotowano w
stadach reprodukcyjnych kur linii migsnej. Kury powyzej 35 tygodnia zycia byly czesciej
seropozytywne. Badania serologiczne jednodniowych brojleréw kurzych w latach 2010, 2014 oraz
2019, potwierdzily powszechne (54,35%) wystgpowanie zakazen aHEV w stadach rodzicielskich.
Obecnos¢ przeciwcial matczynych nie wptywata na efektywno$¢ produkcji (EWW), niezaleznie od
badanego regionu kraju.

2. Badan molekularnych, ktore wykazaty powszechne (60,42%) wystepowanie zakazen aHEV w stadach
rodzicielskich kurczat rzeznych oraz stadach niosek towarowych w Polsce w latach 2011 — 2019.
Obecno$¢ materiatu genetycznego wirusa czes$ciej wykrywano w stadach rodzicielskich kur linii
migsnej. Liczba stad zakazonych obnizala si¢ istotnie w kolejnych badanych latach wzgledem
obecnosci genu kodujacego biatko kapsydu aHEV.

3. Oceny przydatno$ci probek do badania obecno$ci materiatu genetycznego wirusa aHEV za pomocg
technik biologii molekularnej, w ktorym Doktorantka wskazuje, ze $ciana pecherzyka zotciowego
stanowi najbardziej miarodajny rodzaj probki oraz, ze najwlasciwsze jest badanie w kierunku detekcji
dwodch genow, zardéwno genu kodujgcego helikaze jak i genu kodujacego biatko kapsydu.

4. Analizy filogenetycznej wirusow aHEV uzyskanych w Polsce w latach 2011 — 2019, ktéra wykazata
szerokg zmienno$¢ genetyczng w oparciu o sekwencje genu helikazy (genotypy 1, 2, 3 oraz tzw.

domniemany nowy genotyp) oraz kapsydu (genotyp 2 1 3).
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Tworzenie wnioskéw z badan jest kluczowym etapem kazdej pracy naukowej. To wlasnie w tym
fragmencie dokumentu zawarte sg najwazniejsze konkluzje, wyniki oraz refleksje badacza. Wnioski
powinny by¢ jasne, zwiezte oraz wyroznia¢ kluczowe obserwacje, ktore wskazuja na odpowiedzi na
postawione wczesniej pytania badawcze. Majac na uwadze powyzsze stwierdzenie, sugeruj¢ skrocenie
wniosku numer 1, ktory jest zbyt rozbudowany, i w ktérym Doktorantka zawarla zbyt duzo danych.
Ponadto w oparciu o fragment zawarty w pierwszym akapicie, na stronie 99 omoéwienia wynikow:
. Wedtug najlepszej wiedzy, w pracy wlasnej po raz pierwszy potwierdzono obecnoS¢ materiafu
genetycznego aHEV w wymazach z tchawicy u kur, co wskazuje na mozliwos¢ siewstwa i transmisji wirusa
wraz z wydzieling z drog oddechowych. Dotychczas tylko po zakazeniu eksperymentalnym 60 tyg. kur SPF
wirus reizolowano z ptuc (16, 20, 56 dpi) [13]. Otrzymane wyniki wltasne wskazujq, ze wirus moze szerzy¢
sig rowniez drogq kropelkowgq, dotychczas droga ta nie byta opisywana w epidemiologii zakazenia aHEV”,
sugeruje rowniez uzupeknienie tego rozdzialu rozprawy o stosowny wniosek.

PiSmiennictwo

Nalezy podkresli¢, iz znaczna liczba cytowanych pozycji pochodzi z okresu, w ktorym
Doktorantka pozyskiwata probki do badan i obejmuje aktualng wiedze na temat badawczy. [lo$¢ cytowanej
literatury wskazuje na niezwykle zaangazowanie naukowe Pani lek. wet. Joanny Turniak w badanym

temacie i czyni ja specjalistka w tym obszarze wiedzy, co zastuguje na podkreslenie i uznanie.

Podsumowanie

Na zakonczenie chcialabym serdecznie pogratulowa¢ Doktorantce wyboru tematu oraz jakosci
przeprowadzonych badan i uzyskanych wynikoéw. Zaréwno badania serologiczne jak i molekularne
przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej udowodnity, ze problem zakazen wirusem zapalenia watroby
typu E ptakdéw wystepuje powszechnie w stadach kur utrzymywanych w gospodarstwach komercyjnych w
Polsce. Na szczegdlng uwage zastuguje fakt, ze wykonane przez Doktorantk¢ badania nad BLS sa
pierwszymi przeprowadzonymi na tak szeroka skale w naszym kraju. Z tego punktu widzenia uwazam za
bardzo warto$ciowy wkiad tej pracy w obszar naukowy zajmujacy si¢ wystegpowaniem, diagnostykg
zakazen oraz patogennoscig wirusa zapalenia watroby typu E ptakow w komercyjnych stadach kur. Moje
powyzsze uwagi do poszczegdlnych rozdziatdow pracy wynikaja przede wszystkim z obowigzku
recenzenta, nie majg natomiast na celu umniejszenia jakosci dysertacji, a szczegolnie jej wysokiej wartosci
merytorycznej. Doktorantka bardzo dobrze opanowata warsztat badawczy a tematyka przedtozonej mi do
oceny Jej dysertacji doktorskiej stanowi istotny wktad w rozwdj nauki. Rozprawa doktorska Pani lek. wet.
Joanny Turniak zatytutowana ,,Epidemiologia zakazen wirusem zapalenia watroby typu E ptakow (aHEV)
w stadach kur w Polsce w latach 2010-2019” spelnia warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca

2018 1. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (jt. Dz. U. 2024 r. poz. 1571 ze zm.) i zawiera obszerny
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materinl o duze) wartosei naukowej. W zwigzku z tym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej
Dyseypliny Weterynaria Szkoly Glownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie o dopuszczenie lek. wet.

Joanny Turniak do dalszych etapow postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora.
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