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Recenzja rozprawy doktorskiej lek. wet. Magdaleny Fraczyk pt.”Opracowanie
alternatywnych metod diagnostyki afrykanskiego pomoru §win oraz charakterystyka

molekularna izolatow wirusa w populacji dzikéw i §win”

Promotorem pracy jest dr hab. Grzegorz WozZniakowski prof. nadzw.. a promotorem
pomocniczym dr Artur Jabtonski z Zaktadu Choréb Swin PIWet-PIB w Putawach.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska lek. wet. Magdaleny Fraczyk jest cyklem

czterech publikacji (jedna przegladowa i trzy oryginalne).

L.

1.

Praca przegladowa

Wozniakowski G., Fraezyk M., Niemczuk K., Pejsak Z.: Selected aspects related to
epidemiology, pathogenesis, immunity and control of African swine fever. Journal of
Veterinary Research 2016, 60, 119-125.

Prace oryginalne
Fraczyk M., WozZniakowski G., Kowalczyk A., Niemczuk K., Pejsak Z.:
Development of cross-priming amplification for direct detection of the African Swine
Fever Virus in pig and wild boar blood and sera samples. Letters in Applied
Microbiology 2016, 62, 386-391.
Fraczyk M., Wozniakowski G., Kowalczyk A., Bocian L., Kozak E., Niemczuk K.,
Pejsak Z.: Evolution of African Swine Fever Virus genes related to evasion of host
immune response. Veterinary Microbiology 2016, 193, 133-164.
Wozniakowski G., Fraczyk M., Kowalczyk A., Pomorska-Mdél M., Niemczuk K.,
Pejsak Z.: Polymerase cross-linking spiral reaction (PCLSR) for detection of African
Swine Fever Virus (ASFV) in pigs and wild boars. Scientific Reports 2017, 7, 1-10.

W opracowaniu przegladowym przedstawiono dane na temat epidemiologii, patogenezy,

diagnostyki 1 zwalczania afrykanskiego pomoru $win (ang. African Swine Fever — ASF).

Publikacje oryginalne (II.1 i II.3) po$§wigcone sg opracowaniu alternatywnych i innowacyjnych

metod diagnostyki ASF. W pracy (I1.2) przedstawiono charakterystyke molekularng izolatéw

wirusa ASF, krazagcych na terenie Polski. W publikacjach oryginalnych zawarty jest cel i zakres

badan, szczegotowy opis materiatow 1 metodyk oraz uzyskanych wynikéw wraz z

wyczerpujaca dyskusja nt. uzyskanych danych.



Wszystkie prace, opublikowano w latach 2016-2017 w recenzowanych czasopismach o
zasiggu migdzynarodowym, w tym jeden artykul przegladowy w Journal of Veterinary
Research (pkt 15; IF 0,46), pozostate trzy publikacje oryginalne ukazaty sie w Letters in
Applied Microbiology (pkt 20; IF 1,57), Scientific Reports (pkt 40; IF 5,52) oraz w Veterinary
Microbiology (pkt 35; IF 2,56). Lacznie powyzsze publikacje uzyskaty 110 pkt wg MNiSW

oraz Impact Factor wynoszacy 10,1.

Wszystkie artykuty sa wieloautorskie, a przedtozone do recenzji dokumenty zawieraja
o$wiadczenia wspoétautoréw opisujace ich wktad do tych czterech publikacji. W dwéch pracach
oryginalnych Doktorantka jest pierwszym autorem (przy niealfabetycznej kolejnosci autorow).
W publikacji przegladowej oraz jednej pracy oryginalnej lek. wet. Magdalena Fraczyk jest
drugim autorem. Doktorantka oswiadczyta, ze w pracy przegladowej jej udziat wynosit 55%.
Polegal na zebraniu pi§miennictwa, wspétuczestnictwie w pisaniu manuskryptu oraz korekcie
pracy po recenzji. W pracach eksperymentalnych wkiad Doktorantki polegat na
wspdtplanowaniu doswiadczen, wykonaniu analiz laboratoryjnych, interpretacji uzyskanych
wynikoéw badan, napisaniu manuskryptéw i ich korekeie po recenzji. Zadeklarowany udziat
procentowy (55% - przy pracy przegladowej i odpowiednio 65%, 60% i 55% przy pracach
oryginalnych) wskazuje na wiodaca rol¢ Doktorantki, jesli uwzgledni¢ udziat w pracy zespotdéw

liczacych od 5 do 7 osdb.

Przedlozone o$§wiadczenia wspdlautoréw sa zgodne z deklaracja Doktorantki o Jej udziale w
pracach, wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej. Wktad wspédtautoréw polegat gtéwnie na
udziale w wykonaniu wyspecjalizowanych obliczen teoretycznych, udziale w dyskusjach nad
interpretacja wynikow oraz korekcie redakcyjnej tekstdw przed wystaniem do druku. Dr. hab.
Grzegorz Wozniakowski prof. nadzw. — promotor pracy - wspdtautor wszystkich publikacji
wchodzacych w sktad pracy doktorskiej, jako kierownik zespotu wspéluczestniczyt w
planowaniu poszczego6lnych doswiadczen, sprawowal nadzor nad przeprowadzeniem badan w
laboratorium, a nastgpnie bral udziat w interpretacji uzyskanych wynikéw badan i ich

opracowaniu przy przygotowywaniu manuskryptow.

We wstepie pracy, ktéra znacznie wykracza poza obszar artykulu przegladowego,
wchodzacego w sktad rozprawy doktorskiej Autorka bardzo szczegdtowo przedstawia wybrane
aspekty z zakresu epidemiologii, patogenezy. immunologii, mozliwosci diagnostyki oraz

zwalczania afrykanskiego pomoru $win. Autorka wykazata si¢ dobrg znajomoscig



pisSmiennictwa z tego zakresu. Warto podkresli¢, ze we wstepie pracy wykorzystata najnowsze

dane literaturowe.

Celem badan podjetych w ramach rozprawy doktorskiej, przedstawionej w spdjnym cyklu
publikacji naukowych byto:

1. Opracowanie i1 zastosowanie alternatywnych technik biologii molekularnej do
wykrywania materiatu genetycznego wirusa ASF, przeprowadzone z wykorzystaniem
probek pobranych od dzikéw i $win pochodzacych od potwierdzonych, referencyjnymi
metodami, przypadkéw i ognisk choroby w Polsce:

a. Metoda amplifikacji krzyzowej (ang. Cross-priming amplification - CPA) jako
prosty test stuzacy do szybkiego wykrywania DNA wirusa ASF (praca II.1).

b. Metoda amplifikacji spiralno-krzyzowej (ang. Polymerase cross-linking spiral
reaction — PCLSR) jako kolejna metoda biologii molekularnej, przeprowadzana w
warunkach statej temperatury, opracowana po raz pierwszy na swiecie w Krajowym

Laboratorium Referencyjnym ds. ASF PIWet-PIB (praca I1.3).

!\)

Badanie wtasciwosci molekularnych polskich izolatéw ASF z wykorzystaniem par
specyficznych starteréw — komplementarnych do nastepujacych gendéw: MGF505 — 2R,
EP153R., A238L i EP402R. Uzyskane fragmenty amplifikacji poddano analizie
sekwencji nukleotydowej i aminokwasowej w celu okreslenia zréznicowania
genetycznego rodzimych szczepow ASF pomiedzy soba, a takze pomiedzy tymi,

izolowanymi w innych krajach, zamieszczonymi w bazie danych GenBank (praca I1.2).

Szczegblowy opis materiatdw i metod zastosowanych do przeprowadzenia badan Doktorantka
zawarta w publikacjach oryginalnych, sktadajacych sig¢ na niniejsza rozprawe doktorskg. W
badaniach dotyczacych opracowania i zastosowania alternatywnych metod biologii
molekularnej do diagnostyki ASF uzyto 75 prébek pochodzacych z przypadkéw ASF u dzikow
oraz 3 prébek pobranych od $§win domowych. Obecnosé wirusa ASF w badanym materiale
potwierdzono w Krajowym Laboratorium Referencyjnym — KLR ds. ASF w PIWet-PIB w
Putawach. Do badan uzyto takze material genetyczny innych patogenéw wystepujacych u
trzody chlewnej takich jak wirus klasycznego pomoru $win, wirus PRRS oraz wirus PED.
Podczas opracowywania metody amplifikacji spiralno-krzyzowej wykorzystano ponadto
kolekcje referencyjnych szczepdw, reprezentujacych poszezegélne genotypy (I, 11, V, VIII, IX,
X) wirusa ASF. Skuteczno$¢ metody badano dodatkowo na probkach zawierajagcych DNA

wirusa ASF wystepujacego w Estonii. Kontrole dodatnia stanowit skonstruowany plazmid z



wprowadzonym produktem amplifikacji fragmentu genu P72 dla szczepu Ba7lV,
pochodzacego z Europejskiego Laboratorium Referencyjnego w Hiszpanii. Jako kontrole

uyjemng wykorzystano tkanki i material genetyczny od $win wolnych od zakazenia wirusem
ASF.

W pracy II.1 zostala opisana technika amplifikacji krzyzowej kwasow nukleinowych w
warunkach statej temperatury (CPA). Probki krwi i surowicy pochodzace od 10 zakazonych
wirusem ASF §win oraz 76 dzikéw wykorzystano w celu sprawdzenia skutecznosci metody
CPA. Optymalizacja warunkéw, w jakich zastosowano metodg CPA pozwolila na uzyskanie
wynikow juz po 45 minutach w temp. 56,2°C. Czulo$¢ diagnostyczna CPA wynosita 7,2 kopii
1 byla porownywalna z wartoscia czutosci diagnostycznej uzyskanej przy uzyciu RT-PCR. Przy
uzyciu te] metody potwierdzono obecnos¢ DNA wirusa ASF we wszystkich badanych
probkach. Nie zaobserwowano reakcji fatszywie dodatnich. Nalezy podkreslié, ze metoda CPA
stuzgca do identyfikacji ASFV zostata opracowana i opisana po raz pierwszy w KLR ds. ASF
w PIWet-PIB w Putawach.

W pracy II.3 przedstawiono warunki lancuchowej reakcji spiralno-krzyzowej (PCLSR) 1
wykazano, ze amplifikacja byta mozliwa w szerokim zakresie temperatur od 55°C do 66°C w
czasie od 45 do 90 minut. Metoda ta charakteryzuje sie¢ wysoka specyficznoscia 1 pozwolita na
wykrycie obecnosci DNA wirusa ASF we wszystkich prébkach pobranych od zakazonych §win
i dzikow. Technike PCLSR zastosowano do przebadania tacznie 20 prébek pochodzacych od
zakazonych ASFV éwin (3 probki) oraz od zakazonych dzikéw (17 probek). Otrzymane wyniki
byty w 100% zgodne z rezultatami uzyskanymi konwencjonalna metodg PCR oraz w systemie
RT-PCR. Zdolno$¢ techniki PCLSR do wykrywania szczepéw wirusa ASF innych, niz te
nalezace do genotypu I sprawdzono réwniez w odniesieniu do szczepdéw tego wirusa
reprezentujacych genotypy: L, II, V, VIII, IX i X. Do sprawdzenia potencjalnej krzyzowej
reaktywnosci starteréw uzyto roéwniez materiatu genetycznego wirusa epidemicznej biegunki
swin. PCLSR jest najnowsza modyfikacja dotychczas uzywanych metod badawczych, w
warunkach statej temperatury, zastosowana po raz pierwszy na $wiecie, jako innowacyjna

technika diagnostyczna w KLR ds. ASF w PIWet-PIB w Putawach.

Praca I1.2 przedstawia badania filogenetyczne przeprowadzone dla genu MGF505-2R izolatow
terenowych, uzyskanych z 64 przypadkdéw oraz 3 ognisk ASF. Na podstawie uzyskanych
wynikéw oraz dostepnych w bazie GenBank sekwencji kompletnych genomoéw (Georgia oraz

Odintsovo) dokonano analizy filogenetycznej oraz skonstruowano odpowiednie dendrogramy



izolatow ASF. Badania filogenetyczne przeprowadzono takze na innych sekwencjach
wybranych genow zwiazanych z odpowiedziag immunologiczng gospodarza, pochodzacych ze
zmiennych fragmentéw genomu (EP153R, A238L, EP402R). Na mape Polski, przedstawiajaca
sytuacje epidemiologiczna w odniesieniu do wirusa ASF naniesiono poszczegoélne przypadki 1
ogniska ASF, oznaczone wg przynaleznosci do odpowiedniej grupy z uwzglednieniem
wynikéw analizy filogenetycznej. Wykonane badania filogenetyczne szczepdw wirusa ASF, na
podstawie genu MGF505-2R. wykazaty wysoki stopien podobienstwa genetycznego pomiedzy
nimi (99,47%), co pozwala przypuszczaé, ze wirus ASF byt kilkakrotnie zawleczony na
terytorium Polski wraz z dzikami z terenu Bialorusi. Ponadto analiza molekularna genéw
A238L oraz EP153R ujawnita jednorodnos$¢ genetyczng izolatow krajowych wirusa ASF, jak
réwniez szczepow Georgia i Odintsovo wynoszaca 100%. W odniesieniu do genéw EP402R i
MGF505-2R  stwierdzono pewne zréznicowanie szezepéw ASF w wyniku mutacji
punktowych. co pozwolilo na wyodrebnienie kilku grup genetycznych. Analiza danych
czasowo-przestrzennych dotyczacych czasu i miejsca wystapienia poszczegolnych ognisk ASF
u $win i1 przypadkéw u dzikéw wykazata ograniczona mozliwos¢ ,.$ledzenia” pochodzenia
poszczegblnych izolatow ASF, jak réwniez powigzania pomiedzy nimi na podstawie réznic w

sekwencji nukleotydowej genu MGF505-2R oraz genu EP402R.

Uzyskane wyniki badan wnosza istotny wklad do diagnostyki i epidemiologii afrykanskiego
pomoru $wini. Do szczegdlnych osiagnigé recenzowanej rozprawy doktorskiej, zaréwno z
naukowego jak i praktycznego punktu widzenia zaliczy¢ nalezy opracowanie szybkiego testu
molekularnego do identyfikacji wirusa ASF z krwi i surowicy zwierzat zakazonych tzw. testu
amplifikacji krzyzowej (CPA). Innowacyjno$¢ tej metody w poréwnaniu do metod
tradycyjnych (PCR, RT-PCR) polega na zastosowaniu m.in. odpowiedniego buforu, co
umozliwia wykorzystanie badanych prébek bezposrednio do reakcji z pominigciem izolacji
materiatu genetycznego, a czas wykonania testu ulega wyraznemu skroceniu w poréwnaniu do

tradycyjnych metod.

W ramach prezentowanej pracy doktorskiej opracowano, majac na uwadze potrzebe poprawy
specyficznosci tradycyjnych metod amplifikacji w warunkach statej temperatury, nowatorska
metode tancuchowej amplifikacji spiralno-krzyzowej (PCLSR). Technika ta lgczy prostote
wykonania z poziomem czutosci i specyficznosci zblizonym do referencyjnej techniki real-time
PCR. Zaréwno CPA jak tez PCLSR pozwalaja na otrzymanie wyniku badania w czasie

krétszym niz standardowo przeprowadzane procedury laboratoryjne. Prostota ich



przeprowadzenia, krétki czas badania oraz mozliwosé¢ jednoznacznej interpretacji uzyskanych

wynikéw przemawiajg bez watpienia za ich przydatnoscia w diagnostyce ASF.

Kolejnym celem rozprawy doktorskiej byta charakterystyka molekularna krazacych na terenie
Polski szczepdéw wirusa ASF. Uzyte do tego celu takie geny jak: A238L, EP153R, EP402R
oraz MGF505-2R pozwolity na bardziej szczegétows analize rodzimych szczepdéw ASF w
poréwnaniu do klasycznego genotypowania. Badania filogenetyczne krajowych izolatow ASF
w oparciu o inne fragmenty genomu niz te wykorzystywane w podstawowej klasyfikacji (p72.
MGF505-9R) przeprowadzono w Polsce po raz pierwszy. Przedstawione w rozprawie
doktorskiej wyniki analizy genéw A238L oraz EP153R wskazuja na jednorodne genetycznie
grupy wirusa, w ktérych poziom identycznoéci pomiedzy sekwencjami nukleotydowymi
szczepdw Georgia 1 Odintsovo 1 szczepoéw krajowych wirusa ASF wynosit 100%. Pewien
stopien réznorodnosci stwierdzono jedynie w sekwencjach genéw EP402R 1 MGF505-2R na
poziomie odpowiednio 0,8% i 0,5%, co potwierdza ich zmienny charakter w obrebie sekwencji

genomu wirusa ASF.

Uzyskane w Krajowym Laboratorium Referencyjnym ds. ASF w PIWet-PIB w Pulawach
wyniki badan dotyczace analizy sekwencji nukleotydowej gendw wirusa ASF majacych wplyw
na modulacje odpowiedzi immunologicznej u zakazonego gospodarza wskazuja, ze badane
regiony genomu wirusa okazaty si¢ skutecznymi markerami w analizie réznorodnosci blisko
spokrewnionych szczepéw ASF krazacych w Polsce. Ponadto na podstawie danych czasowo-
przestrzennych dotyczacych wystepowania poszczegolnych ognisk ASF u swinn domowych 1
przypadkéw u dzikéw na terenie kraju stwierdzono, ze na podstawie réznic w sekwencji
nukleotydowej genu EP402R i MGF505-2R mozliwe jest czgsciowe ,,§ledzenie” pochodzenia

poszcezegdlnych szczepdw ASF oraz analiza powigzan pomiedzy nimi.

Wyniki badan przedstawionych w cyklu publikacji staty si¢ podstawa do wnikliwej dyskusji,
w ktdrej Autorka dokonuje oceny wiasnych danych w konfrontacji z rezultatami otrzymanymi
przez zespoty badawcze z innych krajéw. Cheiatbym podkreslic wysoka warto$¢ naukowo-
badawcza publikacji stanowigcych rozprawe doktorska. Uzyskane wyniki badan oprocz
znaczenia naukowego wnosza istotny element poznawczy o znaczeniu praktycznym. z
mozliwoscia jego zastosowania w diagnostyce ASF w Polsce. Warto podkreshicé, ze
alternatywne metody diagnostyczne. bedace wynikiem prowadzonych badan maja charakter
innowacyjny. Biorac pod uwage tatwos¢ wykonania, wysoka czuto$é i1 specyficznos¢ oraz

stosunkowo krétki czas badania czynig CPA i PCLSR bardzo atrakcyjnymi i pozadanymi



metodami w szybkiej diagnostyce tak waznej 1 groznej choroby, jaka od 4 lat w Polsce jest

afrykanski pomor §win.

Przedstawiona przez lek. wet. Magdalene Fraczyk rozprawa doktorska nie budzi zastrzezen ani
pod wzgledem formalnym ani merytorycznym. Niestety nie udato si¢ uniknaé¢ pewnych btedéw
rzeczowych. Mianowicie w rozdziale 3.1. Material do badan w akapicie ,,do diagnostyki ASF
dodatkowo wykorzystano material genetyczny innych patogenéw wystgpujacych u trzody
chlewnej: DNA wirusa zespolu rozrodczo-oddechowego (PRRS) oraz DNA wirusa
epidemicznej biegunki $win (PED)”. Oczywiscie oba wirusy sg wirusami RNA. W trakcie
czytania mojg uwage zwroécity btedy interpunkcyjne oraz tzw. literéwki stwierdzone w tekscie
pracy. We wstepie pracy pojawit sie rowniez blad ortograficzny. Afryka subsacharyjska —
wlasciwa pisownia Afryka Subsaharyjska. Brak jest pelnych danych bibliograficznych jednej

z pozycji pismiennictwa (pigta w kolejnosci): Andreani J., 1 wsp.: Journal of Virology 201....

Powyzsze uwagi nie umniejszaja w najmniejszym stopniu merytorycznej wartosci dysertacji,
ktéra oceniam bardzo wysoko. Doktorantka zrealizowala zatozone cele pracy 1 uzyskata
oryginalne i warto$ciowe wyniki, ktére pozwolity na prawidlowe sformulowanie szesciu
wnioskow. Wyniki pracy, oprécz aspektu naukowego maja charakter poznawczy 1 praktyczny,
co moze znalez¢ zastosowanie w szybszej diagnostyce ASF oraz zaoferowaé nowe mozliwosci
oceny filogenetycznej izolatéw wirusa ASF wystepujacych na terytorium Polski. Jest to
szczegblnie wazne biorac pod uwage obecng sytuacje epidemiologiczng ASF w naszym kraju.
Ocena filogenetyczna szczepdw ASF, wyosobnionych w Polsce pozwoli na bardziej precyzyjne
$ledzenie tancucha epidemiologicznego zakazen ASF, a w konsekwencji bardziej skuteczng

kontrole i zwalczanie tej choroby.

Reasumujgc stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska lek. wet. Magdaleny
Fraczyk odpowiada warunkom stawianym na stopien doktora nauk w Ustawie z dnia 14 marca
2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki, art. 13 ust. 2i 4 (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z pézn. zm.) i mam zaszczyt przedstawic
Wysokiej Komisji Przewodéw Doktorskich Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego w
Putawach wniosek o dopuszczenie lek. wet. Magdaleny Fraczyk do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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