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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Edyty Kozak pt.” Afrykanski pomor swin —
wybrane aspekty diagnostyki laboratoryjnej, epidemiologii i oceny ryzyka”

Promotorem pracy jest prof. dr hab. Matgorzata Pomorska-Mol.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Edyty Kozak jest obszerng monografia
0 typowym planie organizacyjnym tresci pracy, sktadajacym si¢ z rozdziatow i podrozdziatow.
Gltowne rozdzialy to: wstep, cel pracy, material i metody, wyniki, dyskusja, wnioski,
streszczenie 1 pisSmiennictwo. Rozprawa doktorska obejmuje 230 stron druku komputerowego

i jest ilustrowana licznymi tabelami i rycinami.

We wstepie rozprawy doktorskiej Autorka bardzo szczegdétowo przedstawia aktualne dane z
zakresu struktury wirionu wirusa afrykanskiego pomoru $win (APS), biologii wirusa,
epidemiologii, patogenezy, obrazu Klinicznego, immunologii, mozliwosci diagnostyki,
profilaktyki oraz zwalczania tej groznej choroby. Autorka wykazata si¢ dobrg znajomoscia
pi$miennictwa z tego zakresu. Warto podkresli¢, ze we wstepie pracy wykorzystata najnowsze

dane literaturowe.

Cel pracy zostat sprecyzowany do$¢ jasno, po dtuzszym wprowadzeniu uzasadniajgcym
podjecie badan. Ostatecznie cel pracy zostat przedstawiony w formie czastkowej w 4 punktach

opisujacych poszczegodlne fazy pracy eksperymentalne;.

W rozdziale Materiat i Metody Doktorantka przedstawita szczegdélowo uzyte materialy oraz
procedury badawcze, co umozliwia dokladne $ledzenie przebiegu doswiadczen. Chciatbym
zwroci¢ uwagge na réznorodno$é metod badawczych, ktore stosowano w pracy. Do nich zaliczy¢
nalezy walidacje wybranych technik laboratoryjnych stosowanych w diagnostyce APS,
zaro6wno serologicznych (ELISA, Test immunoperoksydazowy-1PT, Test immunoblotting-1B),
jak tez molekularnych (Real-Time PCR). W procesie walidacji technik serologicznych badano
specyficznos$¢, czuto$é, powtarzalnosé, odtwarzalnosé i selektywnosé. W procesie walidacji

techniki molekularnej badano takie cechy jak: LOD, specyficzno$¢, czutos¢, powtarzalnosc¢ i



odtwarzalnos$¢. 1zolacje DNA z materiatu pochodzacego od $win i1 dzikow przeprowadzano z
wykorzystaniem réznych zestawow komercyjnych. Jako materiat patologiczny w badaniach
wykorzystywano krew, surowice, szpik kostny, nerki, §ledzione, ptuca, migdatki, wezly
chlonne krezkowe, podzuchwowe i nerkowe. Do walidacji wykorzystywano takze probki
ujemne pochodzace od zwierzat niezakazonych wirusem APS oraz probki kontaminowane

plazmidem z wklonowanym fragmentem genu kodujacego biatko VP72.

Sytuacja  epidemiologiczna ze szczegdlnym  uwzglednieniem  dalszego  ryzyka
rozprzestrzeniania si¢ APS oceniona zostata na podstawie analizy uzyskanych w latach 2014 -
2016 wynikow badan laboratoryjnych (molekularnych i serologicznych) w odniesieniu do

populacji dzikéw i1 Swin.

Materiat do badan stanowity probki materiatu biologicznego, pobranego od dzikéw padtych i
powypadkowych w ramach tzw. monitoringu biernego oraz odstrzelonych w ramach
monitoringu czynnego. Materiat do badan stanowily takze probki pochodzace od §win padtych
oraz zywych z objawami klinicznymi, a takze od §win klinicznie zdrowych pochodzacych ze
strefy objetej restrykcjami. Materiat biologiczny do badan laboratoryjnych pobrano w sumie od
125393 $win oraz 44846 dzikow. W sktad materiatu biologicznego do badan wchodzita krew
lub surowica oraz narzady wewnetrzne takie jak: §ledziona, nerka, migdatki, wezly chionne
(krezkowe, podzuchwowe, nerkowe), pluca, watroba, zotadek, jelito cienkie, pecherz moczowy
oraz §linianka. W przypadku dzikéw w stanie zaawansowanego rozktadu pobierano kos$ci
dlugie (ramienng, promieniowa, udowa, piszczelowa, strzatkowa) oraz mostek. Ponadto do

badan uzyto skrzepow krwi, kawatkdw miesni, skory oraz probek paszy i zelatyny.

Krew do badan pobierano od $win zywych 1 padlych oraz dzikow padtych, odstrzelonych i
pochodzacych z wypadkow komunikacyjnych. Dla potrzeb badan uzyto 121112 probek krwi
pobranej od $win oraz 28488 probek krwi pochodzacej od dzikdw.

Wycinki narzadow wewnetrznych, kosci, migséni, skory pobierano od $win 1 dzikéw padtych
lub poddanych eutanazji oraz dzikow odstrzelonych i powypadkowych. Do badan
przeznaczono w sumie 6407 probek pobranych od $win domowych oraz 30996 probek
pochodzacych od dzikéw. W badaniach wykorzystano takze 115 probek paszy 1 17 probek

zelatyny; probki pobierano w zaktadach przetworczych.

W badaniach wykorzystano metode molekularng (Real-Time PCR) oraz testy serologiczne
(ELISA, Test immunoperoksydazowy - IPT, Test immunoblotting - IB). Wyniki dodatnie lub



watpliwe uzyskane w tescie ELISA potwierdzano testami serologicznymi potwierdzajacymi
IPT i/lub IB. Badania przeprowadzono w oparciu o procedury badawcze opracowane na

podstawie wytycznych Europejskiego Laboratorium Referencyjnego ds. APS.

W latach 2014-2016 przy uzyciu metody Real-Time PCR przebadano w sumie 125386 $win,
co stanowi 99,99% w stosunku do wszystkich zwierzat poddanych badaniu oraz 44846 dzikow,
co stanowi 100%. Obecno$é materialu genetycznego wirusa APS stwierdzono u 185 $win i 208
dzikéw. Obecnosé przeciwciat przeciwko wirusowi APS stwierdzono u 16 §win na 19889
badanych oraz u 42 dzikéow na 20501 badanych zwierzat. Po uwzglednieniu wynikow badan
wszystkich przeprowadzonych testow zakazenie wirusem APS potwierdzono ostatecznie u 189
$win oraz u 235 dzikéw. Warto podkresli¢, ze obecno$é materiatu genetycznego wirusa APS
stwierdzono u 97,88% s$win oraz u 88,51% dzikow w stosunku do wszystkich zwierzat

zakazonych. Uzyskane wyniki s wazne z punktu widzenia epidemiologii APS.

Do istotnych osiagnig¢ tej pracy naleza wyniki walidacji testu peroksydazowego,
potwierdzajace 100% specyficzno$é, czulo$é, powtarzalnos¢ i odtwarzalno$¢ tej metody.
Stanowilo to podstawg¢ dopuszczenia testu do rutynowego stosowania w diagnostyce
serologicznej APS w Krajowym Laboratorium Referencyjnym w Putawach. Podobne wyniki
uzyskano w Europejskim Laboratorium Referencyjnym ds. APS odnosnie do czultosci
analitycznej i diagnostycznej testu. Pozwolito to na stosowanie testu IPT jako metody
alternatywnej do potwierdzania wynikéw dodatnich i watpliwych, uzyskiwanych w tescie
ELISA. Dane literaturowe potwierdzaja takze 100% specyficznos¢ testu peroksydazowego w
odniesieniu do probek z wynikiem ujemnym, uzyskanym w tescie ELISA. Warto tez dodacé, ze
test IPT jest uzytecznym narzgdziem do wczesnego wykrywania przeciwciat 1 byl najwyzej
oceniong metoda serologiczna stosowana w diagnostyce APS po jego pojawieniu si¢ w krajach

nadbaltyckich w 2014 roku.

Na podkreslenie, w ramach wykonywanej pracy doktorskiej, zastuguje rowniez ocena walidacji
metody molekularnej (Real-Time PCR), najczesciej stosowanej w diagnostyce APS. Walidacje
omawiane] metody przeprowadzono z zastosowaniem réznorodnego materiatu pochodzacego
od $win i dzikow, co pozwolito na potwierdzenie przydatnosci i wiarygodnosci tej techniki w
diagnostyce APS. Doktorantka okreslita kilka istotnych parametréw testu Real-Time PCR,

takich jak specyficzno$¢, czutos¢, selektywnos¢ oraz powtarzalnos¢ 1 odtwarzalno$¢.

Specyficznos¢ testu w badaniach wiasnych okreslono na 100%. Swiadcza o tym wyniki ujemne,

uzyskane po zbadaniu szerokiego panelu probek pobranych od zdrowych §win i dzikéw oraz



probek paszy i zelatyny. W ramach wykonywanej pracy doktorskiej wykazano, ze Real-Time
PCR z zastosowaniem sondy UPL charakteryzuje si¢ 100% czutoscig. Dla pordwnania na
podstawie zbadanych przez EURL 450 probek narzadow i 150 probek krwi pochodzacych od
eksperymentalnie zakazonych wirusem APS $win ustalono, ze przy uzyciu tego samego testu
odsetek wynikéw dodatnich wyniést odpowiednio 97,8% i41,3%. Wysoka czuto$¢ testu Real-
Time PCR pozwala na wykrywanie wirusa APS u zwierzat zakazonych jeszcze przed
pojawieniem si¢ objawow klinicznych oraz przeciwcial, jak rowniez do identyfikacji
osobnikow, ktore przetrwaly zakazenie. Ponadto przygotowanie sondy UPL jest znacznie

szybsze i 0 30% tansze w poréwnaniu z innymi sondami.

Warte zauwazenia sg wyniki badan Doktorantki w odniesieniu do cechy selektywnosci testu
Real-Time PCR.W wyniku przeprowadzonych, w ramach rozprawy doktorskiej, badan nad
selektywno$cig testu nie stwierdzono reakcji krzyzowych z nastepujagcymi wirusami: pomoru
klasycznego $§win, zespotu rozrodczo-oddechowego, choroby pgcherzykowej, cirkowirusa typu
2, grypy $win oraz bakteriami takimi, jak: Coxiella burnetti, Chlamydia spp., Borrelia
burgdorferi oraz Campylobacter fetus. Uzyskane wyniki byly zgodne z danymi innych autoréw,

ktérzy zajmowali si¢ tg problematyka.

Kolejnym etapem walidacji byta ocena przydatnosci testu Real-Time PCR do badan w kierunku
APS w warunkach zréznicowanej temperatury i czasu przechowywania materiatu saczonego i
niesgczonego, pochodzacego od $win i dzikow. W swoich badaniach Autorka wykazata, ze
nawet kilkunastodniowe przechowywanie materiatu zakaznego w temperaturze pokojowej, czy
tez jego kilkukrotne rozmrazanie nie mialo znaczacego wplywu na wydajnos¢ ekstrakcji

materiatu genetycznego APS, czy tez koncowy wynik testu.

Wykonana, w ramach pracy doktorskiej, analiza wartosci Ct otrzymanych w tescie Real-Time
PCR po zbadaniu probek terenowych pochodzacych od §win i dzikow zakazonych w Polsce
wykazala, ze z punktu widzenia koncentracji wirusa APS najbardziej przydatnym materiatem
do diagnostycznych badan molekularnych sg wycinki $ledziony, weziéw chtonnych, nerki,

ptuc, szpiku kostnego oraz krwi.

Uzyskane, réznymi technikami diagnostycznymi, wyniki badan pozwolity na okreslenie
prewalencji zarowno u dzikow padtych, jak tez odstrzelonych. Z analizy tych danych wynika,
ze odsetek zwierzat seropozytywnych wsrod dzikéw padlych wyraznie wzrastal z kazdym
kolejnym rokiem i wynosit 0,57% w roku 2014; 1,43% - 20151 19,35% w roku 2016; u dzikow

odstrzelonych prewalencja nie przekraczata 0,29%. Przy tej okazji wykazano tez wysoki



stopien korelacji potwierdzajgcego testu serologicznego IPT oraz molekularnego Real-Time
PCR probek krwi i narzadow wewnetrznych pobranych zarowno od $win, jak tez i dzikow.
Wyniki te sg zgodne z zalozeniami badaczy hiszpanskich, wedhug ktorych wymienione testy
stanowia ,.zloty standard” w diagnostyce APS. Warto podkreslié¢, Zze ocena sytuacji
epidemiologicznej APS w oparciu o zbadanie probek terenowych wykazata lepsza efektywno$é
monitoringu biernego u dzikéw padlych w poréwnaniu do monitoringu czynnego u dzikoéw

odstrzelonych.

Wedhug Doktorantki w Polsce, w latach 2014 — 2016, zakazenia wirusem APS wystepowaty
wzdhuz wschodniej granicy rozprzestrzeniajac si¢ w kierunku potudniowym 1 zachodnim.
Podjete $rodki zwalczania i zapobiegania szerzeniu si¢ choroby w Polsce pozwolity na
centralizacj¢ obszaru zakazonego do terenu 10 powiatow zlokalizowanych na obszarze trzech
wojewodztw: podlaskiego, lubelskiego i mazowieckiego. Z danych przedstawionych w 2015
roku przez EFSA wynika, ze APS w populacji dzikéw w Polsce i na Litwie szerzyt si¢ wolniej
w porownaniu do Lotwy 1 Estonii, co moze wynika¢ z réznego uksztaltowania terenu oraz
wystepowania specyficznych kompleksow lesnych i rolniczych, ktore sprzyjaja bytowaniu
dzikéw 1 utrudniajg walke z chorobg. W przypadku Jeziora Siemianowskiego wykazano
czasowy hamujacy wptyw naturalnych barier geograficznych na rozprzestrzenianie si¢ wirusa

APS.

Bez watpienia na uwagg zashuguje dyskusja podsumowujaca przedstawione wyniki badan. Jest
ona wielowatkowa 1 bardzo szczegoétowa. W trakcie omawiania poszczegdlnych wynikow
badan Autorka stara si¢ konfrontowa¢ je z danymi literaturowymi. Warto podkresli¢, ze
Doktorantka podjeta si¢ dos¢ trudnej roli krytycznej interpretacji uzyskanych wynikéw badan

i obserwaciji.

Uzyskane przez Doktorantk¢ wyniki badan z zakresu walidacji testow serologicznych oraz
molekularnych pozwolity na bardziej wnikliwg ocene sytuacji epidemiologicznej APS nie tylko
w Polsce, ale takze w niektorych krajach sgsiadujacych. Ze wzgledu na specyfike choroby
(100% s$miertelno$¢ u swin 1 dzikoéw, brak szczepionek) oraz znaczenie gospodarcze (brak
mozliwosci eksportu) diagnostyka APS staje si¢ celem nadrzednym, szczegolnie w rejonach
zagrozonych oraz sgsiadujacych z nimi. Stad tez optymalizacja metod diagnostycznych
zardwno serologicznych jak i molekularnych pod wzglgdem takich parametrow jak czuto$¢,
specyficznos¢, powtarzalno$¢ i odtwarzalno$¢ jest ze wszech miar bardzo potrzebna i

oczekiwana. Warto podkresli¢, ze w Krajowym Laboratorium Referencyjnym ds. APS PIWet-



PIB w Putawach w latach 2014-2016 metodg molekularng zbadano ponad 125000 §win i okoto
45000 dzikow, serologicznie za$ 20000 $win i 20000 dzikow. Obecnos¢ DNA wirusa APS
stwierdzono u 185 §win i 208 dzikow. W tescie komercyjnym ELISA (INGENASA) wynik
dodatni lub watpliwy stwierdzono u 61 swin i 1031 dzikow. Badania potwierdzajace testem 1B
lub IPT wykazaly obecnos¢ przeciwciat tylko u 16 §win i 42 dzikow, co moze $wiadczy¢ o
niejednoznaczno$ci wynikow uzyskanych w tescie ELISA. Badania Doktorantki potwierdzity,
ze niewielki odsetek wynikéw dodatnich lub watpliwych uzyskanych w komercyjnym tescie
serologicznym mogty by¢ definitywnie potwierdzone bardziej czutym testem IB lub IPT. W
przypadku §win odsetek wynikéw potwierdzonych wynosit 26,23%, w przypadku dzikéw tylko
4,07% zwierzat badanych przy uzyciu IB lub IBT. Doktorantka ttumaczy ten fakt jakoscia
przeznaczonych do badania probek krwi. W badaniach wtasnych wykazata bowiem, ze procent
wynikow niepotwierdzonych dla dzikéw odstrzelonych wyniost 96,39%, powypadkowych
96,77% 1 padtych 92,04%, co w kazdym przypadku zwigzane byto ze znaczng hemolizg probek
krwi. Podobne wnioski wyprowadzili w wyniku swoich badan takze badacze hiszpanscy, ktorzy
stwierdzili wyrazng korelacje pomiedzy wynikami fatszywie dodatnimi, a stopniem hemolizy
probek krwi. Reasumujac nalezy stwierdzi¢, ze wyniki badan serologicznych w duzym stopniu

uzaleznione sg od jako$ci probek krwi, dostarczonych do badania w kierunku APS.

W badaniach wlasnych Doktorantka wykazata natomiast, ze wyniki badan molekularnych
uzaleznione sg w glownej mierze od rodzaju materiatu biologicznego, przeznaczonego do
badania diagnostycznego w kierunku APS. Najczesciej stosowanym materiatem jest krew, ze
wzgledu na jej przydatno$¢ do badan ré6znymi metodami zaréwno serologicznymi, jak tez
molekularnymi. Ponadto do badan w kierunku APS u $win stosuje si¢ narzady wewnetrzne,
wezty chlonne, migdatki, szpik kostny, a nawet migénie; u dzikéw za$ narzady wewnetrzne,
szpik kostny, migdatki 1 wezly chlonne. Analiza wykonana przez Doktorantke wykazata, ze
wirus APS moze wystepowaé zarowno w narzadach, jak tez we krwi zakazonych $win. Na
uwage zashuguje fakt, ze wykrywalno$¢ DNA wirusa APS we krwi i narzadach i/lub ko$ciach
wynosi 100%. Tymczasem wykrywalnos¢ wirusa we krwi zakazonych §win wynosi 94,08%; u
dzikow padtych i1 powypadkowych 71,43% oraz u dzikow odstrzelonych 32,56%. Podobne
wyniki badan uzyskali autorzy zajmujacy si¢ diagnostyka wirusa APS w innych krajach Europy

Wschodniej.

Znaczng czg$¢ Dyskusji Doktorantka przeznaczyta na analizg, z uwzglednieniem wynikow
wlasnych, sytuacji epidemiologicznej oraz prognozach jej dalszego rozwoju w czasie i

przestrzeni. Wynika z niej, ze w latach 2014-2016 obserwowano powolne, ale konsekwentne



szerzenie si¢ choroby nie tylko w Polsce, ale takze w krajach nadbattyckich. Doswiadczenia
tych trzech lat dowodza, ze zrodlem zakazenia mogg by¢ zar6wno dziki jak i $winie, chociaz
za pierwotne zrodto infekcji w Polsce uznano dziki, przy udziale ktorych choroba
rozprzestrzenita si¢ raczej na niewielkie odlegtosci. Podobna sytuacja miata miejsce w krajach
nadbattyckich Litwie, Lotwie i Estonii. W kolejnej fazie rozprzestrzeniania si¢ APS w Polsce
miata miejsce transmisja wirusa do §win domowych bezposrednio przy udziale dzikow lub za

posrednictwem cztowieka.

W celu doktadniejszego poznania szerzenia si¢ wirusa APS u dzikéw na roéznych obszarach
Doktorantka podjeta probe oceny prewalencji miesi¢cznej, rocznej oraz sezonowej 1 wykazata,
ze czesto$¢ wystepowania prewalencji rocznej 1 miesiecznej byta wyzsza u dzikéw padtych niz
u zwierzat odstrzelonych. Prewalencja sezonowa u dzikéw padtych byta na obszarze catego
kraju najwyzsza latem, a na obszarze rzeczywistym zimg; najnizsza za$§ na wszystkich

analizowanych obszarach w okresie wiosennym i jesiennym.

Warte odnotowania i podkreslenia sa przeprowadzone analizy statystyczne dotyczace oceny
ryzyka rozprzestrzeniania si¢ APS w kraju w kontekscie odstrzatu dzikow, jak rowniez w

konteks$cie legalnego przemieszczania §win z panstw nadbattyckich na terytorium Polski.

Analiza czasowo-przestrzenna wystgpowania zakazen wirusem APS wykazata, ze do szerzenia
si¢ choroby w Polsce przyczynity si¢ dziki, §winie domowe oraz czlowiek, nieprzestrzegajacy
zasad bioasekuracji. Doktorantka konkluduje, ze w latach 2014 — 2016 w Polsce miaty miejsce
cztery prawdopodobne drogi szerzenia si¢ choroby: dzik — dzik, dzik — §winia domowa, $winia

— $winia i $winia domowa — dzik.

Rozprawa doktorska mgr inz. Edyty Kozak zostata prawidtowo zaplanowana, konsekwentnie
zrealizowana i przedtozona do recenzji jako obszerna monografia przedstawiajaca wybrane
aspekty diagnostyki laboratoryjnej i oceny sytuaciji epidemiologicznej APS w ciagu pierwszych
trzech lat od wystgpienia choroby w Polsce tj. 2014-2016. Autorka zrealizowata zatozone cele
pracy 1 uzyskata wartosciowe wyniki, ktore pozwolily na prawidtowe sformutowanie az 11

wnioskow.

Podsumowujac catoksztatt rozprawy doktorskiej mgr inz. Edyty Kozak stwierdzam, ze wyniKi
pracy, oprocz aspektu poznawcCzego, maja ogromng warto$¢ aplikacyjng, szczegdlnie w

odniesieniu do diagnostyki laboratoryjnej afrykanskiego pomoru $win. Monografia ta stanowi



cenne zrodto informacji nt. optymalnych metod diagnostyki serologicznej oraz molekularne;j

APS, jak réwniez wielu waznych aspektow epidemiologii tej groznej choroby $wit.

Reasumujac stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Edyty Kozak
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 p6zn. zm.) i mam zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej Komisji
Przewodéw Doktorskich Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego w Putawach wniosek o

dopuszczenie mgr inz. Edyty Kozak do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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