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»Chorobotwérczos¢ krajowego szezepu wirusa afrykanskiego pomoru §win”

Afrykanski pomor $win jest wysoce zakazng, chorobg wirusowg $winiowatych, ktorej
czynnikiem etiologicznym jest wirus afrykanskiego pomoru $win (ASFV), nalezacy do
rodziny Asfarviridae.

Choroba wystepuje na catym $wiecie i jest przyczyng znacznych strat ekonomicznych
w hodowli trzody chlewnej. W Polsce zwalczana Jest z urzedu. W zwigzku z tym badania
poswigcone zakazeniom ASFV, mechanizmom chorobotwérezosci oraz drogom szerzenia sig
wirusa wydaja si¢ by¢ w petni uzasadnione.

W przeslanej do oceny pracy doktorskiej lek wet Marek Walczak przedstawil wyniki
badan poswigconych chorobotworezoscei krajowego szczepu ASFV.

Uktad redakcyjny ocenianej dysertacji odpowiada wymogom stawianym pracom
naukowym. Liczy ona 138 stron wydruku komputerowego, w tym wykaz skrotow, wstep, cel
pracy, material i metody, wyniki, dyskusje, wnioski, streszczenie w jezyku polskim i
angielskim, wykaz tabel i figur i pi$miennictwo. Dokumentacja jest bardzo bogata i obejmuje

22 tabele, 26 ryciny i 18 fotografii umiejetnie wlgczonych w tekst pracy.

Praca porusza interesujace zagadnienia zaréwno z praktycznego, jak i naukowego
punktu widzenia. Dotyczy choroby o duzym znaczeniu ekonomicznym, stanowiace]
zagrozenie dla hodowli trzody chlewnej na $wiecie. Fakt, iz mimo podjetych szerokich prob
opanowania ognisk ASF, choroba w dalszym ciggu notowana jest w 24 krajach na $wiecie
stanowi wystarczajacy i uzasadniony powod podjecia przez Doktoranta badan. Decyzje o
realizacji przedstawionych w pracy badan podjat on z petng $wiadomoscia spodziewanych
trudnosci zwlaszceza zwigzanych z nakladem pracy oraz interpretacjg znacznej ilosci wynikow
badan klinicznych, hodowlanych, cytometrycznych, serologicznych i molekularnych, ale i z
nadziejg ze wyniki przeprowadzonych badan przyczynig si¢ do lepszego poznania

chorobotwérezoscei szczepu ASFV izolowanego na obszarze Polski.



Dotychczasowe opracowania dotyczace patogenezy i chorobotworczosci szczepow
ASFV odnosza sie w wigkszosci do innych genotypéw wirusa anizeli genotyp Il ktory byt
przedmiotem badan lek. wet. Marka Walczaka. Poniewaz genotyp Il ASFV szerzy sie obecnie
dynamicznie w populacji $win w Europie, istnieje koniecznos¢ zglebienia mechanizmow jego
chorobotworczosei, jak 1 prowadzenia monitoringu choroby przez niego wywolywane;.
Dlatego, tym bardziej podjete przez Doktoranta badania wydaja si¢ uzasadnione i

wartosciowe.

Badania zawarte w przedstawionym do oceny doktoracie stanowig pierwsze tak
szczegOlowe opracowanie dotyczace wlasciwosci chorobotwoérczych rodzimego szczepu
ASFV. Zaprezentowane wyniki dowiodty, ze jeden izolat wirusa moze by¢ odpowiedzialny za
wystgpienie réznych form choroby, co ma istotne znaczenie dla monitoringu i zwalczania
ASF. W tym kontekscie podjecie przez lek. wet. Marka Walczaka badan dotyczacych
zagadnien zaprezentowanych w tytule pracy nalezy uzna¢ za trafne i w pelni uzasadnione
zarowno w aspekcie poznawczym, jak i praktycznym, mogacych mie¢ znaczenie dla poprawy
monitoringu afrykanskiego pomoru $win w populacji trzody chlewnej .

Prace rozpoczyna, poprzedzony wykazem skrotow, osiemnastostronicowy wstep. w
ktorym Doktorant przedstawit szczegdtowo sytuacje epizootyczng choroby na swiecie, opisat
jej czynnik etiologiczny, drogi szerzenia, objawy kliniczne, zjawiska odpornosciowe
zachodzace w organizmach zakazonych osobnikow, a wreszcie metody rozpoznawania ASF
oraz mozliwosci profilaktyki choroby.

Wstep jest dosy¢ obszerny, a jego uktad w mojej ocenie mogtby wyglada¢ nieco
inaczej. Bardziej logicznym byloby polaczenie podrozdziatu 1.1. ,Rys historyczny i
geograficzny” z podrozdzialem 1.2. ,,Zarys sytuacji epidemiologicznej w Polsce” w jeden,
ktory mogiby by¢ zatytutowany np. ,,Sytuacja epidemiologiczna choroby na swiecie”.

W podrozdziale 1.9 Wstepu, ,,Zwalczanie i zapobieganie”, Doktorant opisal metody
zwalczania ASF na drodze administracyjnej oraz przedstawil mozliwosci zapobiegania
chorobie. Umiejetnie przedstawil problemy dotyczace opracowania skutecznych szczepionek
przeciwko chorobie. Zbyt lakonicznie moim zdanie, w podrozdziale tym przedstawione
zostaly zasady bioasekuracji. W zasadzie Autor opisal tu jedynie cechy jakie posiada¢
powinien dobry srodek dezynfekcyjny nie odnoszac si¢ do dostepnych na rynku polskim
substancji/preparatow, ktore sg w stanie skutecznie inaktywowa¢ ASFV.

Wstep wskazuje na dobrg znajomos¢ przez Doktoranta badanej tematyki i

pismiennictwa. Jest on tak napisany, ze uzasadnia celowos¢ prowadzenia zaproponowanych
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przez Doktoranta badan i pozwala na sformulowanie ich ostatecznego celu, ktory logicznie
wyplywa z przedstawionego we wstepie opisu.

Celem pracy byla ocena wiasciwosci chorobotwérezych szczepu ASFV 1zolowanego
na terenie Polski. w oparciu o wyniki: analizy molekularnej, oraz szeroko pojetych badan in
vivo 1 in vitro. Dodatkowo lek wet Marek Walczak oceniat siewstwo wirusa z wydzielinami i
wydalinami. okreslat miano wirusa w poszczegélnych tkankach, wydzielinach i wydalinach, a
takze badal odpowiedz immunologiczng u zwierzat poddawanych zakazeniu zjadliwym

szczepem ASFV.

W Rozdziale ,Materialy i Metody”, liczacym 16 stron Autor opisal uzyte w pracy
materialy oraz metodyki badawcze. Przedstawit metody: hodowli wirusa in virro, zakazania
swin petnozjadliwym szczepem ASFV, metodyke prowadzenia badan hematologicznych,
biochemicznych. histopatologicznych, molekularnych, serologicznych oraz cytometrycznych.

W podrozdziale 3.1.3. ”"Warunki hodowli”, nie podano jakie antybiotyki byly
dodawane do ptynu odzyweczego w celu ochrony hodowli przed zakazeniami bakteryjnymi i
grzybiczymi.

Na str. 36 w podrozdziale 3.8. .»Punktacja ,.clinical score” w opisie ocenianych
parametrow nalezy doprecyzowac. ze oceniano wydalanie katu, a nie np. moczu. Doktorant
nie podat numeru zgody Lokalnej Komisji Etycznej odnosnie mozliwosci prowadzenia badan
na zwierzgtach. W podrozdziale 3.10 .,Sekcja” napisano, iz oceniano wyglad powlok
wewngetrznych. Nie ma w organizmie takich struktur jak powloki wewnetrzne- nalezaloby
doprecyzowa¢ jakie struktury byly oceniane. W podrozdziale 3.17.1 nalezy poprawié, iz
badano st¢zenie CRP, a nie poziom.

Wyjasnienia wymaga dlaczego Doktorant wykorzystal do badania nasilenia reakcji
zapalnej u swin zakazanych ASFV stezenie biatka CRP, a nie inne, bardziej odpowiednie dla
przedstawicieli tego gatunku markery jak HP (haptoglobina), MAP (glowne biatko ostrej
fazy swin). czy SAA (amyloid A). Bialka ostrej fazy cechuje rézna przydatnosé w
monitorowaniu stanéw zapalnych u zwierzat w zaleznosci od ich gatunku, dlatego w
diagnostyce standw patologicznych nalezy stosowa¢ biatka swoiste dla poszczegolnych
gatunkow zwierzat,

Ogolnie rozdziat ,Material i Metody™ napisany jest bardzo przejrzyscie, dzigki czemu
badania przeprowadzone przez Doktoranta moga by¢ bez wickszego problemu powtorzone
przez innych badaczy. Na szczegdlne uznanie zastuguje bardzo jasno 1 rzeczowe opisanie

badania cystometrii przeptywowej
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Wyniki stanowig najbardziej rozbudowana czgs¢ doktoratu. Zostaly one przedstawione
na 55 stronach tekstu, w ktory umiejetnie wlaczono ryciny i tabele, starannie opracowane i
czytelne.

W pierwsze] czesci wynikéw Autor przedstawil roznice genetyczne pomigdzy
szczepami krajowymi 1 zagranicznymi wirusa, czego graficznym przedstawieniem byto
drzewo filogenetyczne. Doktorant wykazal réznice w sekwencjach nukleotydowych
poszczegolnych szczepow ASFV, jednak dla peinej ich charakterystyki i okreslenia, czy
mutacje w sekwencjach nukleotydowych sg mutacjami cichymi, czy tez przekladaja si¢ na
zmiany sekwencji aminokwasowych, nalezaloby przepisa¢ sekwencje nukleotydowe, na
aminokwasowe 1 przeprowadzi¢ podobna ich analizg.

W dalszej czesci Wynikow Doktorant wykazal, ze ASF moze przebiega¢ w trzech
postaciach, przy czym nie stwierdzono, by dawka zakazna (poza osobnikami w grupie
trzeciej) istotnie wplywata na przebieg choroby. Nie stwierdzit On takze istotnych
statystycznie roznic w sredniej dlugosci zycia zwierzat z wiremia w poszczegdlnych grupach,
natomiast Srednie okresy inkubacji choroby w grupach zwierzat zakazonych nizszymi
dawkami wirusa byty dtuzsze od sredniego okresu inkubacji choroby w grupie 1 (zakazanych

dawkami o najwyzszym mianie wirusa).

Przy okreslaniu $miertelnosci w poszczegolnych grupach nasuwa si¢ pytanie dlaczego
Doktorant ocenial ja w 11 dpi, a nie na koncu trwania doswiadczenia? Takie podejscie
stworzylo wrazenie, iz najwyzsza dawka zakazna wirusa (grupa I) indukuje jednoczesnie
najwyzsze upadki (tak faktycznie byto w 11 dniu po zakazeniu), aczkolwiek, gdy spojrzymy
na catos¢ doswiadczenia. okazuje si¢. ze najwyzsza smiertelnos¢ wystapita w grupie trzeciej.
Jezeli Doktorant chciat wykazac korelacje pomiedzy dawka zakazna, a szybkoscia pojawiania
sie upadkow informacj¢ ta nalezalo odpowiednio uwypukli¢ w tekscie pracy i tytule

podrozdziatu.

Podrozdzial 4.5. nalezato zatytutowaé ,,Zmiany sekcyjne”, a nie ,,Objawy sekcyjne™.
W tekscie i tabeli 8 odnoszacej sie do tego rozdzialu wskazanym bytoby uzy¢ poprawnej
terminologii medycznej 1 anatomicznej. Zamiast ,spelnomegalia” — ..powigkszenie

sledziony”, zamiast ,,przekrwiony migdal”- ,,przekrwiony migdatek™

W rozdziale I1II Wynikow, Autor prezentuje rezultaty badan molekularnych opisujac
zarowno w tekscie pracy, jak 1 przedstawiajac na wykresach zaleznos¢ pomiedzy Srednimi

wartosciami cyklu progowego (Ct), a liczba dni po zakazeniu, po ktorych DNA wirusa bylo



wykrywane w tkankach, wydzielinach i wydalinach zwierzat. Wartosciowym uzupelnieniem
tej czgsci pracy byloby przedstawienie krzywej amplifikacji DNA, na ktorej mozna by
przedstawi¢ dynamike narastania ilosci kopii wirusowego DNA w poszczegdlnych cyklach

real-time PCR i z ktérej mozna by odczyta¢ wartosé Ct.

Rowniez w tej czgsci pracy wnoszg uwage do stosowanej przez Doktoranta
terminologii. O ile w jezyku potocznym mozemy postugiwaé si¢ zwrotem ..poziom wirusa”,
to w pracach naukowych powinnismy by¢ bardziej precyzyjni i stosowa¢ okreslenie ..miano

wirusa”.
Na stronie 70 w rozdziale 4.8.2. tekst pracy odnosi si¢ do Ryciny 14, a nie 16.

Kolejne podrozdziaty wynikow odnoszg si¢ do siewstwa ASFV oraz zmian w
parametrach hematologicznych i biochemicznych surowicy oraz stezenia biatka C-

reaktywnego u $win po zakazeniu petnozjadliwym szczepem wirusa.

W podrozdziale 4.9.1. “Siewstwo w ASFV w kale, slinie i moczu™ Doktorant
prezentuje dane dotyczace pojawiania sie wirusowego DNA w krwi, kale i $linie. ale nie w
moczu, ograniczajac sie jedynie do stwierdzenia: .Biorage pod uwage wyniki wykrywalnosci,
istnieje prawdopodobienstwo, ze siewstwo wirusa nastgpuje rowniez poprzez mocz”. Jezeli
badania w tym zakresie nie byly przeprowadzone, nie nalezalo w tytule podrozdziatu
uwzglednia¢ moczu jako materialu z ktorym moze dochodzi¢ do siewstwa wirusa. Jezeli

natomiast Doktorant dysponuje odpowiednimi danymi, powinny by¢ one wiaczone do tekstu.

Na stronie 73, lek. wet. Marek Walczak pisze “wzrost wirusa widoczny byt...”. Wirus
nie rosnie, a jedynie replikuje, badz narasta jego miano, dlatego sugerowatbym odpowiednie

przeredagowanie tej czesci tekstu.

W rozdziale poswigconym zmianom hematologicznym i biochemicznym Doktorant
wykazal, iz liczba leukocytéw u wigkszosci $win po zakazeniu spada wraz z dtugoscig
trwania wiremii, podobnie jak stezenie hemoglobiny. Takze u wigkszosci zwierzat pod koniec
okresu wiremii notowano wzrost aktywnosci AST i ALT. Nie wykazat On istotnych
statystycznie roznic w stezeniu albumin pomigdzy grupami §win chorych, a zdrowych. Pod
koniec okresu wiremii notowano natomiast wzrost aktywnosci kinazy kreatynowej (grupa II),
stezenia kreatyniny i mocznika (grupa I). Stale utrzymujace sie podwyzszone stezenie CRP
Doktorant notowat w grupie I od czwartego dnia wiremii, natomiast w grupie II i III juz od

pierwszego dnia wiremii. Jest to zadziwiajace, poniewaz wydawatoby sie, ze §winie zakazane



wicksza dawka wirusa powinny szybciej reagowa¢ wzrostem stgzenia CRP w surowicy,
anizeli osobniki zakazane nizsza dawka patogenu. W badaniach przedstawionych przez lek.

wet. Marka Walczaka mamy sytuacje odwrotna.

W rozdziale V wynikdéw Doktorant zaprezentowal wyniki badania serologicznego i
cytometrycznego. Wykazal On, ze przeciwciata przeciwko ASF u zakazonych $win pojawiaty
sie $rednio 3-4 dni po wykryciu wirusa we krwi tj. od 2 do 5 dnia wiremii. Z kolei nie
stwierdzit istotnych statystycznie zmian w liczbie limfocytéw B, pomiedzy zwierzetami grup
badanych, a grupy kontrolnej. Istotny statystycznie spadek liczby limfocytow T dotyczyt
tylko zwierzat grupy II1.

W liczacym 9 stron rozdziale ,,Dyskusja” Doktorant podkreslil, ze przeprowadzone
badania sg jednymi z pierwszych dotyczacych przebiegu klinicznego ASF indukowanego
zakazeniami genotypem Il wirusa.

Lek. wet. Marek Walczak, poprawnie i umiejetnie podjat probe krytycznej analizy i
oceny uzyskanych wynikéw. konfrontujac je z literaturg zrédtowa. Dowiddt nie tylko bardzo
dobrej znajomosci badanej problematyki, ale rowniez umieje¢tnosci weryfikacji wynikow
badan wlasnych w kontekscie wynikdw uzyskanych przez innych autorow. W tej czesci pracy
Doktorant w zasadzie przedyskutowata kazdy aspekt prowadzonych badan — od badania
klinicznego, badan, hematologicznych i biochemicznych, serologicznych, a takze badan
molekularnych, az po badania anatomo-patologiczne. W wielu miejscach w tej czgsci pracy,
Autor powtarza jednak wyniki badan wiasnych, ktore byly juz prezentowane wczesniej,
zamiast skupi¢ sie wylgcznie na skonfrontowaniu ich z obserwacjami innych autorow.

Praca zakonczona jest az siedmioma wnioskami, ktore co prawda logicznie wynikaja z
kontekstu doktoratu, niemniej jednak ich liczba wydaje si¢ zbyt duza. Sugerowatbym
potaczenie wniosku 113 w jeden, podobnie jak wnioskow 2. 41 7.

Najbardziej wartosciowym wydaje si¢ wniosek nr 6, w ktorym lek wet Marek Walczak
stwierdzil, ze najwyzsze miano wirusa w organizmie zakazonych swin stwierdza si¢ w szpiku,
krwi narzadach wewnetrznych, natomiast w kale 1 $linie pojawia sig on okresowo.
Stwierdzenie to jest niezwykle istotne z punktu widzenia diagnostyki choroby i pozwala
wytlumaczy¢ uzyskanie fatlszywie ujemnych wynikéw badania przyzyciowego u osobnikow
zakazonych ASFV.

Prace konczy streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz bogaty wykaz

piSmiennictwa krajowego i zagranicznego, (liczy 137 pozycji). ktory swiadczy o zdolnosci
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doboru wiasciwych materiatlow zrédtowych do analizy wynikéw i dyskusji w ramach
tematyki bedacej przedmiotem badan.

Reasumujgc stwierdzam, ze przedstawione w pracy zagadnienia stanowig wazne
uzupetnienie dotychczasowej wiedzy dotyczacej chorobotworczosci krajowego szczepu
ASFV, przebiegu klinicznego i rozpoznawania ASF u §win. Uzyskane wyniki sg w mojej
ocenie wartosciowe zwlaszcza z uwagi na fakt, iz jest to pierwsze tego typu pelne
opracowanie dotyczace chorobotworczosci krajowego genotypu II ASFV. Praca zawiera
elementy nowatorskie, zostata wykonana metodycznie poprawnie, a wyniki badan maja duze
znaczenie poznawcze.

Oczywiscie szczegotowa analiza rozprawy ujawnia pewne niedociggniecia na ktore
czesciowo zwrdcitem uwage w tresci recenzji

Autor powinien by¢ bardziej precyzyjny w stosowaniu terminologii weterynaryjne;.
np. na str. 22 1 23 zamiast ..ataksja i konwulsje™, lepiej uzy¢ stow ,,niezbornos¢ i drgawki”. Na
str. 23 zamiast ..Objawy krwotoczne™ (nie ma takich) ..zmiany krwotoczne™, na str. 24.
zamiast ,.$winie byly infekowane”, ..$winie byly zakazane”

Te i wezesniejsze uwagi maja w wigkszosci charakter porzadkowy i nie wplywaja na
pozytywng oceng recenzowanej rozprawy. Doktorant wlozyt wiele pracy w wykonanie badan,
wywigzujgc si¢ w petni z zadan okreslonych w celach badawczych.

W konkluzji stwierdzam, ze praca doktorska pt.: “Chorobotwdérczosé¢ krajowego
szczepu wirusa afrykanskiego pomoru $win” odpowiada warunkom okreslonym w art. 13
ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki, dlatego przedktadam Wysokiej Radzie Naukowej Panstwowego
Instytutu  Weterynaryjnego-Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach wniosek o

dopuszczenie lek. wet Marka Walczaka do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Lublin, 30 wrzesnia 2020

prof. dr hab. Lukasz Adaszek
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