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Ocena

rozprawy doktorskiej Pani lek. wet. Magdaleny Fraczyk pt. ,,Opracowanie
alternatywnych metod diagnostyki afrykanskiego pomoru §win oraz charakterystyka
molekularna izolatow wirusa w populacji dzikow i swin”

W recenzowanej rozprawie Autorka wykorzystata wyniki badan opublikowanych w
latach 2016-2017 w anglojezycznych czasopismach naukowych zagranicznych i krajowych.
Zgodnie z obowigzujaca ustawg taka formuta moze stanowi¢ podstawe ubiegania si¢ o nadanie
stopnia naukowego doktora. W tym przypadku rola recenzenta sprowadza si¢ przede wszystkim
do oceny indywidualnego wktadu kandydata do stopnia naukowego w powstanie pracy
zbiorowej oraz wykazania, ze oceniany cykl publikacji dowodzi jego kompetencji w zakresie
formutowania koncepcji 1 hipotez badawczych, umiejetnosci planowania badan naukowych,
wykonywania prac eksperymentalnych, analizy wynikow badan i wyciagania wnioskow.
Spetnienie tych kryteriow stanowi dowdd dojrzatosci pracownika naukowego jako badacza, co
jest jednym z warunkow ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora.

W sktad cyklu publikacji wchodza 3 prace oryginalne i 1 artykut przegladowy. Laczny
wspotczynnik wptywu (IF) prac wchodzacych w sktad cyklu wynosi 10,1, a sumaryczna
punktacja czasopism zgodnie z wykazami MNiSW 110. W dwoéch publikacjach oryginalnych
Doktorantka jest pierwszym autorem, w pozostatych dwoch, w tym w artykule przeglagdowym,
drugim autorem. Przedstawione dane bibliometryczne $wiadcza o wysokiej randze czasopism
w jakich Doktorantka opublikowata wyniki swoich badan i stanowig dowdd ich dobrego
poziomu naukowego.

Cykl artykulow tematycznie zwigzany jest z afrykanskim pomorem $win i odnosi si¢ do
dwoéch obszarow badawczych, tj. doskonalenia metod diagnostyki choroby oraz charakterystyki
molekularnej szczepéw wirusa ASFV izolowanych w kraju. ASF stanowi aktualnie
najwazniejsza chorobg zakazng §win domowych i1 dzikéw, zwlaszcza dla krajow Europy
Wschodniej. Rozprzestrzenianie zakazenia wsrod obydwu gatunkow rodziny Suidae stanowi
wyzwanie nie tylko dla stuzb weterynaryjnych, ale takze dla catej sfery rolnictwa, hodowli i
gospodarki panstw, w ktorych choroba wystepuje oraz krajow o$ciennych dotychczas wolnych
od choroby. W warunkach krajowych ASF podlega obowigzkowi urzgdowego zwalczania, a na
§wiecie obowigzkowi zglaszania do Swiatowej Organizacji Zdrowia Zwierzat (OIE).
Rygorystyczne postepowanie administracyjne dotyczace ASF zwigzane jest przede wszystkim
z wysokimi kosztami zwalczania choroby w ogniskach jej wystgpowania oraz Stratami
wtornymi  wynikajgcymi  z  konieczno$ci  wdrazania administracyjnych  procedur
ograniczajgcych ryzyko rozprzestrzeniania si¢ zakazenia. Pojawienie si¢ w roku 2014
pierwszych przypadkow i ognisk ASF w krajach potozonych na wschodzie UE oraz
konsekwentne rozprzestrzenianie si¢ wirusa w kierunku potudniowym i zachodnim uruchomito
w kraju system urzgdowych procedur administracyjnych, ktorych celem jest likwidacja ognisk



choroby wystepujacych u $win, state monitorowanie zakazen u dzikow oraz przeciwdziatanie
rozprzestrzenianiu si¢ wirusa na tereny wolne. Niestety, mimo duzego wysitku shuzb
weterynaryjnych i organéw administracji panstwowej efektywnos$¢ tych dziatan pozostaje
ograniczona. Swiadcza o tym m.in. zaprezentowane w rozprawie doktorskiej dane dotyczace
liczby przypadkow i ognisk choroby oraz ich konfrontacja z danymi aktualnymi, z ktérych
wynika, ze w okresie niespetna roku liczba przypadkéw choroby u dzikow zwigkszylta sie o
34% natomiast liczba ognisk az o blisko 60%. Dane te wskazujg niestety na ryzyko dalszego
szerzenia si¢ choroby na terenie kraju oraz rodza obawy odnos$nie konsekwencji
ekonomicznych i gospodarczych, ktorych wielkos¢ trudno jest dzisiaj przewidziec i oszacowac.

Wstep rozprawy zawiera informacje nt. historii wystepowania oraz epidemiologii ASF
na $wiecie i w Europie, charakterystyki czynnika etiologicznego choroby, obrazu klinicznego
zakazenia u $win domowych i dzikoéw i rozpoznawania choroby. Odnoszac si¢ do diagnostyki
laboratoryjnej Doktorantka zwraca uwage na znaczenie metod biologii molekularnej, w tym
zwlaszcza ilosciowej odmiany PCR, tzw. real-time PCR, wykorzystywanej rutynowo w
badaniach urzedowych 1 rekomendowanej przez OIE 1 laboratorium referencyjne UE.
Jednoczesnie Autorka zwraca uwage na niedoskonato$¢ stosowanych aktualnie metod
wykrywania kwasu nukleinowego ASFV wigzaca si¢ z koniecznos$cig Kkorzystania ze
specjalistycznej aparatury laboratoryjnej oraz angazowania wysoko kwalifikowanego
personelu, co przektada si¢ takze na wysoki koszt badan. Wymagania te ograniczajg mozliwos¢
prowadzenia diagnostyki do odpowiednio wyposazonych laboratoridéw, wykluczajac tym
samym jej wykonywanie w warunkach terenowych.

Biorac pod uwagg sformutowane zastrzezenia dotyczace rutynowych metod diagnostyki
ASF Doktorantka obrata jako jeden z celow badan realizowanych w ramach rozprawy
doktorskiej opracowanie alternatywnych metod wykrywania wirusa ASF cechujacych sig¢
porownywalna czutoscig 1 swoistoscig i jednoczes$nie szybkich i mniej skomplikowanych
technicznie. Jedna z tych metod jest technika amplifikacji krzyzowej (CPA) oraz tancuchowa
reakcja spiralno-krzyzowa (PCLSR), obie wykonywane w warunkach stalej temp. mieszaniny
reakcyjnej, a wiec bez koniecznosci wykorzystywania tradycyjnych termocykleréw.
Odpowiedni dobor starterow reakcji, komplementarnych do wybranego fragmentu genomu
wirusa w zalozeniu ma zagwarantowa¢ wysokg specyficznos¢ i czutos¢ metody oraz jej
wydajnos¢.

Kolejny cel badan, jakim jest charakterystyka molekularna krajowych szczepdéw wirusa
ASF Doktorantka uzasadnia niepeing dotychczasowa wiedza nt. patogenezy zakazenia oraz
zjawisk immunologicznych zachodzacych w organizmie na bazie interakcji zarazek —
gospodarz. Autorka zaktada, Ze poznanie i charakterystyka molekularna wybranych genéw
zaangazowanych w patogenez¢ oraz mechanizmy odporno§ciowe organizmu przyczyni si¢ do
udoskonalenia metod zwalczania choroby oraz wniesie nowe dane do systemu klasyfikacji
wirusOw ASFV.

Badania genetyczne wykonano z uzyciem materiatu pochodzacego od dzikéw z 75
potwierdzonych przypadkoéw ASF oraz od $win z 3 ognisk choroby diagnozowanych w kraju
na przestrzeni blisko 2 lat, tj. od lutego 2014 r. do wrzesnia 2015 r. W czesci badan dotyczace;j
opracowania nowych metod biologii molekularnej do wykrywania materiatu genetycznego
ASFV wykorzystywano takze material genetyczny innych drobnoustrojow wystepujacych u
$win, w tym wirusa pomoru klasycznego, PRRS i PEDV. W celach poréwnawczych



wykorzystano szczepy referencyjne ASFV reprezentujgce poszczegoélne genotypy (I, I, V,
VI, X1, X) oraz probki DNA szczepow izolowanych w Estonii. Dodatkowo do badan
wiaczono 55 probek dodatnich pochodzacych z 23 ognisk choroby u $win i1 z 22 przypadkow u
dzikéw, stwierdzonych w okresie do grudnia 2016 r. na terenie kraju. Kontrol¢ ujemna
stanowity tkanki i materiat genetyczny pochodzace od zwierzat wolnych od ASF.

Wykorzystana w pracy technika amplifikacji krzyzowej (CPA) jest prosta metoda
wykrywania materialu genetycznego drobnoustrojow w probkach bez koniecznosci izolacji
DNA. Adaptujac t¢ metode do wykrywania materiatu genetycznego ASFV Doktorantka
dokonata optymalizacji warunkow reakcji amplifikacji oraz okreslenia czulosci i
specyficznosci testu, przyjmujac jako ,,ztoty standard” metode referencyjng real-time PCR.
Efektywnos¢ metody w wykrywaniu materialu genetycznego ASFV kontrolowano z
wykorzystaniem probek krwi i surowicy pochodzacych od zakazonych $win i dzikow z ognisk
i przypadkow odnotowanych na terenie kraju.

Druga metoda, bazujaca na tancuchowej reakcji polimerazowej, opracowang przez
Doktorantk¢ do wykrywania ASFV jest tancuchowa reakcja spiralno-krzyzowa (PCLSR). T¢
metodg zastosowano do zbadania 20 probek z lat 2014-2016 pochodzacych od zakazonych swin
i dzikow i dodatkowo probek z 23 ognisk i 22 przypadkéw odnotowanych do konca 2016 r.
Oceng parametrow metody wykonywano analogicznie jak w przypadku testu CPA. Uzycie w
badaniach porownawczych szczepdéw reprezentujacych inne genotypy, poza Il pozwolito na
ocen¢ uniwersalnosci metody w odniesieniu do réznych genotypdw zarazka.

Analize filogenetyczna krajowych szczepow ASFV prowadzono w odniesieniu do genu
MGF 505-2R. W badaniach tych wykorzystano szczepy wirusa wyizolowane z 64 przypadkow
i 3 ognisk choroby. Do amplifikacji wybranego fragmentu genu wykorzystywano
konwencjonalng metod¢ PCR, a do analizowania sekwencji nukleotydowej uzyskiwanych
produktow reakcji specjalistyczne programy komputerowe. Dodatkowo analize sekwencji
nukleotydowej oraz badania filogenetyczne wykonano w odniesieniu do trzech innych genow,
zlokalizowanych w zmiennych fragmentach genomu, zaangazowanych w odpowiedzi
immunologicznej gospodarza (EP153R, A283L, EP402R). Efektem tej czg$ci badan bylo
opracowanie mapy ognisk i przypadkow ASF odnotowanych w Polsce zintegrowanej z danymi
pochodzacymi z analizy filogenetycznej poszczegdlnych wiruséw informujacymi o
przynaleznosci izolatow do okreslonej grupy.

Wyniki dotyczace zastosowania metody CPA potwierdzity mozliwo$¢ postawienia
rozpoznania ASF w ciggu 45 min. w warunkach stalej temp. reakcji, co pozwala na zbadanie
przy uzyciu tej metody w ciggu jednego dnia roboczego znacznie wigkszej liczby probek niz
jest to mozliwe metodami tradycyjnymi. Przeprowadzone badania wykazaly takze
porownywalng czuto$¢ metody CPA do uzyskiwanej testem referencyjnym. Warto podkresli¢,
ze metoda CPA zostala po raz pierwszy zaadaptowana do wykrywania materialu genetycznego
ASFV w KLR ds. ASF w PIW-PIB w Putawach, co stanowi oryginalne osiggnigcie Doktorantki
i zespotu, w ktérym pracuje.

Podobne wyniki uzyskano w odniesieniu do tancuchowej reakcji spiralno-krzyzowe;j.
Przy uzyciu tej metody wynik badania uzyskiwano w czasie 45-90 min. w warunkach temp.
mieszaniny reakcyjnej w zakresie 55-66 °C. Czuto$¢ metody wynosita 720 kopii DNA/ul, a
zatem byla nizsza w poréwnaniu do uzyskiwanej metoda CPA i real-time PCR. Podobnie do
metody CPA metoda PCLSR zastosowana do wykrywania wirusa ASF w probkach materiatu



biologicznego stanowi przyktad innowacyjnego i nowatorskiego podejscia do diagnostyki ASF
poprzez modyfikacje techniki amplifikacji DNA w warunkach statej temperatury. Wykazang w
badaniach efektywnos$¢ tej metody w rozpoznawaniu zakazen ASFV, potwierdzong i
udokumentowang w odniesieniu do prébek pochodzacych od zakazonych $win i dzikow nalezy
traktowac¢ jako osiggnigcie oryginalne oraz autorski wktad Doktorantki w proces doskonalenia
metod diagnostyki ASF.

W recenzowanej rozprawie dokonano takze analizy molekularnej szczepow ASFV
wyizolowanych z przypadkoéw i ognisk choroby na terenie kraju. Badania te wykazaty wysoki
stopien homologii sekwencji nukleotydowej analizowanych szczepow wirusa oraz potwierdzity
fakt Kkilkukrotnego wprowadzenia zarazka z zewnatrz na terytorium Polski. Godnym
podkreslenia jest fakt wykazania krazenia na terenie kraju jednorodnych genetycznie grup
wirusoOw o pelnej identycznosci sekwencji w zakresie badanych gendéw ze szczepami
referencyjnymi oraz pomiedzy szczepami. ROwnoczesnie wykazane zostaty roznice sekwencji
pomiedzy izolatami krajowymi oraz nalezacymi do genotypu innego niz II. Dowiedziono takze,
ze krajowe izolaty ASFV ulegaja procesowi zmiennos$ci genetycznej przyjmujacej forme
mutacji punktowych, co uprawnia do wyodrebnienia réznych grup genetycznych. Niestety,
zapewne whrew oczekiwaniom Doktorantki, nie udato si¢ ustali¢ korelacji pomig¢dzy réznicami
w sekwencji nukleotydowej badanych gendéw oraz pochodzeniem szczepdéw, co datoby
podstawe do ustalania zrodta pochodzenia wirusa, waznego w badaniach epidemiologicznych.
Tym niemniej uzyskane w tej czgsci badan wyniki wskazuja na koniecznos¢ prowadzenia
dalszych badan w tym kierunku z uzyciem technik sekwencjonowania nast¢gpnej generacji
(NGS).

W rozdziale ,,Dyskusja” Autorka podkresla, ze skuteczna 1 szybka diagnostyka ASF jest
podstawa efektywnego zwalczania choroby. W opinii Doktorantki wyj$ciem naprzeciw takim
oczekiwaniom ma by¢ realizacja jednego z celéow rozprawy, jakim bylo opracowanie
alternatywnych metod wykrywania materiatu genetycznego ASFV w materiale biologicznym.
Jako gtéwna zalete tych metod Doktorantka traktuje mozliwos¢ ich wykonywania w warunkach
terenowych. Warto si¢ zastanowié, czy rzeczywiscie obydwie techniki uzyte w pracy
doktorskiej mozna wykonywa¢ w warunkach zblizonych do terenowych, zwtaszcza jesli mamy
na mysli warunki krajowe. Nasuwa si¢ ponadto zasadnicze pytanie, czy mozliwe jest
stosowanie w diagnostyce urzedowej metod nie rekomendowanych przez OIE oraz
prawodawstwo UE 1 krajowe? Nie jest to jedyna watpliwos¢ nasuwajaca si¢ po lekturze
dysertacji. Kolejna jest natury bardziej ogélnej i dotyczy spdjnosci przyjetych celow
badawczych. Watpliwosci recenzenta wynikajg z faktu, ze o ile obydwa cele traktowane
rozdzielnie nalezy uzna¢ za w petni uzasadnione, to zespolenie ich pod szyldem rozprawy
doktorskiej rodzi pewien dysonans. Jest on takze widoczny w tytule rozprawy, ktory stanowi
potaczenie dwoch zagadnien mogacych w zupetnosci stanowi¢ odrebne tematy badawcze, dla
ktorych jedynym wspdlnym ogniwem jest wirus ASFV. Watpliwosci te wymieniam Swiadomie
zwazywszy, ze jednym ze wskazan ustawowych branych pod uwage w ocenie cyklu publikacji
jako podstawy ubiegania si¢ o nadanie stopnia naukowego jest jego spdjnos¢ tematyczna.
Przyjmuj¢ natomiast, Ze o spojnosci tej przesadza nadrzedny w stosunku do przyjetych celow
badawczych obszar, jakim jest wiedza nt. ASF. Podtrzymuje jednak zastrzezenie odno$nie
spdjnosci celow bedac przekonanym, ze obydwa cele potraktowane szerzej mogtyby stanowié
odrebne tematy badawcze, tak jak stanowily inspiracj¢ do napisania odrebnych publikacji. Jest
oczywiste, ze kazda praca oryginalna wchodzaca w sklad cyklu publikacji stanowi warto$¢



samg w sobie, natomiast kompozycje takich prac nie w kazdym uktadzie bedg gwarantowaty
wspomniang wczesniej spojnosc.

Z przeprowadzonych badan Doktorantka wyciagneta 6 wnioskow, z ktorych cztery
pierwsze odnoszg si¢ do pierwszego celu badan, a dwa ostatnie do celu drugiego. Wniosek 3
stanowi powtorzenie wynikow i mozna go pominac.

Z uwagi na zbiorowe autorstwo cyklu prac, ktorego cz¢$¢ stanowi podstawe ubiegania
si¢ Doktorantki o nadanie stopnia naukowego doktora, integralng cz¢$¢ rozprawy doktorskiej
stanowig o$wiadczenia wspotautorow, okreslajace indywidualny wktad kazdego z nich w
powstanie poszczegdlnych prac cyklu. Z zatgczonych oswiadczen wynika, ze w przypadku
wszystkich publikacji wspotautorski udziat Doktorantki byt wigkszosciowy i wynosit od 55%-
65%. W tym zakresie wkiadu pracy miescit si¢ udziat w planowaniu doswiadczenia,
wykonywaniu analiz laboratoryjnych i bioinformatycznych, interpretacji wynikéw badan i
pisaniu manuskryptu. Indywidualny udziat pozostatych wspotautorow, w liczbie od 3-6 w
zalezno$ci od publikacji, byt zréznicowany i wahat si¢ od 35%-2,5%. Wktad pracy
wspotautorow polegal na wspdludziale w planowaniu doswiadczenia, nadzorze nad
wykonywaniem analiz laboratoryjnych, interpretacji wynikow badan, przygotowaniu prac do
druku oraz korekcie tekstu po recenzjach. Najwickszy wktad wtasny wspotautorow, wynoszacy
30% i 35% dotyczyt publikacji, w ktorych Doktorantka jest drugim wspoétautorem sposrod
odpowiednio 6 i 4 autoréw pracy. Analiza dotgczonych do rozprawy doktorskiej oswiadczen
wspotautoréw wskazuje na istotny udziat Doktorantki w pracy na kazdym z etapoéw realizacji
cyklu publikacji. Wartym podkreslenia jest wigkszosciowy wktad pracy kandydata do stopnia
naukowego w tworzenie koncepcji badan, precyzowanie celu pracy, wykonywanie analiz
laboratoryjnych, a takze interpretacj¢ uzyskiwanych wynikow i pisanie prac. Analiza i ocena
przytoczonego zestawienia procentowego wkladu pracy wspolautorow w powstawanie
poszczegdlnych prac eksperymentalnych upowazniajg recenzenta do stwierdzenia, ze
Doktorantka jest uprawniona do uznawania prezentowanego cyklu publikacji jako podstawy
ubiegania si¢ o nadanie stopnia naukowego doktora na podstawie rozprawy naukowej
stanowigcej czgs¢ pracy zbiorowej.

Podsumowujac uwazam, ze recenzowana praca doktorska dotyczy interesujacego, z
poznawczego i praktycznego punktu widzenia, problemu zakazen wirusem ASFV u $win i
dzikéw. Analiza i ocena prac eksperymentalnych ujetych w rozprawie dowodzi oryginalnosci
rozwigzan problemu naukowego oraz ugruntowanej wiedzy Doktorantki z zakresu diagnostyki
choréb zakaznych i badan epidemiologicznych. Swiadczy takze o dobrym opanowaniu
metodyki badan naukowych, zwlaszcza w odniesieniu do technik biologii molekularnej oraz
wykorzystywania specjalistycznych programéw komputerowych w  analizie sekwencji
nukleotydowych drobnoustrojow, cO Sstanowi wazny atrybut umiej¢tnosci samodzielnego
prowadzenia badan naukowych. Zaprezentowane badania wnosza nowe dane nt. doskonalenia
metod rozpoznawania zakazen ASFV u $win 1 dzikoOw oraz stwarzaja perspektywe podjecia w
przysztosci szerzej zakrojonych badan epidemiologicznych, pozwalajacych na §ledzenie Zzrodet
zarazka i drog szerzenia si¢ zakazenia tym wirusem.

Stwierdzam zatem, ze rozprawa doktorska Pani lek. wet. Magdaleny Fraczyk pt.
,Opracowanie alternatywnych metod diagnostyki afrykanskiego pomoru §win oraz
charakterystyka molekularna izolatow wirusa w populacji dzikow i $win” odpowiada
warunkom okreslonym w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki i przedstawiam Wysokiej Radzie
Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego - Panstwowego Instytutu Badawczego w
Putawach wniosek o dopuszczenie Pani lek. wet. Magdaleny Fraczyk do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.



Badawczego w Putawach wniosek o dopuszczenie Pani lek. wet. Magdaleny Fraczyk do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie doceniajac wklad pracy Doktorantki w rozwoj nauk weterynaryjnych,
udokumentowany cyklem warto$ciowych publikacji opublikowanych w prestizowych
czasopismach naukowych, wnosz¢ do Wysokiej Rady Naukowej o wyrdznienie ocenianej
pracy doktorskiej stosowng nagroda.

W’
Lublin, 08 listopada 2017 r. Prof. dr hab. Zbigniew Grgdzki



