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Recenzja rozprawy doktorskiej

Pani mgr. Natalii Mazur-Panasiuk

Tytut rozprawy doktorskiej:

Wplyw czynnikow srodowiskowych na przezywalnos¢ i szerzenie sig¢ wirusa

afrykanskiego pomoru $win oraz analiza genomu szczepOw wirusa

Afrykanski pomor $win (ASF) jest chorobg o wysokiej $miertelnosci zwierzat dochodzacej do
100%. Obecnie jest to ogromny problem dia przemystu migsa wieprzowego na catym Swiecie
i powoduje ogromne skutki finansowe dla gospodarki wielu panstw. Epidemia ASF
rozpoczeta sig w 2007 r. w Grecji i w ciggu kilku lat opanowata Europg i Azje. W Polsce
pierwsze przypadki ASF zidentyfikowano w 2014 r., a obecnie choroba $win i dzikéw
wystepuje w  kilku wojewoédztwach Polski. 7aawansowane badania nad zmienno&cia,
przezywalnoscig oraz genetycznym uwarunkowaniem aktywnosci  wirusa ASF s3
prowadzone W Zakiadzie Chorob Swin, Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego -
Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach i sg przedmiotem przeditozonej do oceny
rozprawy doktorskiej Pani mgr. Natali Mazur-Panasiuk. Rozprawa doktorska zostata
wykonana pod kierunkiem naukowym Pana promotora dr hab. Grzegorza Wozniakowskiego,
profesora instytutu oraz dr. hab. Jacka Zmudzkiego, profesora instytutu. Tematyka rozprawy
doktorskiej mgr. N. Mazur-Panasiuk dotyczy niezwykle waznego problemu identyfikacji
genetycznej wirusa afrykanskiego pomoru win, jego zmiennosSci i wrazliwosci na czynniki
srodowiskowe oraz znaczenia gospodarczego zakazen tym wirusem, co jest kontynuacja

badan prowadzonych w Zakladzie Choréb Swin.

Dorobek naukowy mgr. Natalil Mazur-Panasiuk to trzy oryginalne, powigzane
tematycznie prace padawcze opublikowane W latach 2019-2020 w liczacych sig
czasopismach naukowych z Listy Filadelfijskiej: Scientific Reports \F=4.122, Archives of
Virology |\F=2.16 i Veterinary Microbiology |F=2,791. Na rozprawg doktorska sktada sig
rowniez praca przegladowa opublikowana w Journal of Veterinary Research IF=0.829). We

wszystkich publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem, coO wskazuje na Jej



dominujacy (75 — 85%) udzial w wykonaniu doéwiadczen laboratoryjnych, interpretacji

otrzymanych wynikow oraz opracowaniu i korekcie manuskryptow.
Sumaryczny IF publikacji wynosi 9,9 oraz 310 pkt. MNiSW.

W skitad ocenianej rozprawy doktorskiej wehodzi obszerny Wstep dotyczacy historii zakazen
wirusem ASF na $wiecie, budowy strukturalnej i funkcjonalnej genomu ASFV oraz
zmiennosci genetycznej wirusa ASF. We Wstepie przedstawiono takze objawy kliniczne
afrykanskiego pomoru swin, metody diagnostyki laboratoryjnej oraz oporno$¢ ASFV na
czynniki fizyko-chemiczne. Poznanie sekwencji genomu DNA wirusa pozwolito na
identyfikacje kilku markerow molekularnych wirusa krazacego w Eurazji. Zsekwencjonowano
kilkadziesiat genoméw ASFV co umozliwito wykazanie niskiej zmiennoéci tych genomow
rzedu 99.9%.

Chciatabym zaznaczy¢, ze Wstegp napisany jest bardzo dobrze i zawiera wiele
ciekawych informacji dla czytelnika zarowno o samym wirusie ASF, jak tez tych dotyczacych
szerokich badan nad znaczeniem epidemiologicznym zakazen éwin i dzikéw wirusem ASF

na catym $wiecie.

W dalszej czesci rozprawy Doktorantka przedstawita Cel i zakres badan, metodyke i wyniki
badan opublikowane w kolejnych trzech pracach sktadajacych sie na rozprawg. Rozprawe
konczg najwazniejsze Whioski wynikajgce z badan eksperymentalnych, Streszczenie,

takze w jezyku angielskim, oraz Pismiennictwo.

Gléwnym celem badan przedstawionych w pracy doktorskiej mgr. N. Mazur-Panasiuk byto
zbadanie wptywu czynnikow srodowiskowych na przezywalno$c ASFV w réznych tkankach
zarazonych éwin i dzikéw oraz charakterystyka genetyczna izolatow ASFV z uzyciem
techniki sekwencjonowania nastepnej generacji  (NGS). Doktorantka przedstawita
poszczegolne etapy badan opublikowane W kolejnych publikacjach takie jak: (i) izolacja
krajowych szczepow ASFV z hodowli pierwotnych makrofagow ptucnych zakazonych $win
oraz ustalenie wrazliwosci linii komorkowej uniesmiertelnionych makrofagow ptucnych Swin
na zakazenie ASFV, (ii) sekwencjonowanie DNA krajowych izolatow, poréwnanie
uzyskanych genoméw z dostepnymi w bazie GenBank, ustalenie czgstotliwosci mutacji i
wytypowanie markeréw molekularnych uzytecznych w diagnostyce genetycznej ASFV, (iii)
analiza wystepowania insercji nukleotydowej w genomach izolatéw ASFV z lat 2014-2018 i
ustalenie ich przydatnoéci w sledzeniu rozprzestrzeniania choroby ASF w Polsce, (iv)
okreslenie tempa inaktywacji wirusa ASF w szczatkach padlych zwierzat w zaleznosci od
temperatury i uzytej do analizy tkanki, (v) oszacowanie wplywu czynnikow $rodowiskowych

takich jak temperatura i otoczenie padtych zwierzat na przezywalno$é ASFV.




W kolejnych rozdziatach rozprawy przedstawiono, poza Metodyka, ciekawy rozdziat, czyli
Przebieg badan, w ktorym Doktorantka opisuje szczegétowo metody i sposob realizacji
zaplanowanych etapéw badan opisanych w poszczegblnych trzech publikacjach. Uwazam,

ze ten sposob opisania eksperymentéw bedzie niezwykle uzyteczny dla nastgpnych

doktorantéw.

Wyniki badan opublikowane w odrebnych pracach naukowych:

Praca 1. Stwierdzono, ze tylko linie komérkowe pierwotnych makrofagow PPAM, a nie ciggte
linie komorkowe makrofagow IPAM umozliwiajg izolacjg wirusa z materiatéw zakaznych.
Uzyskano 12 izolatéw o wysokim mianie. DNA otrzymany z tych izolatéw zostat
zsekwencjonowany metoda NGS, a peing sekwencje genomowa uzyskano z 7 izolatow.
Genom ASFV zawiera 187-190 otwartych ramek odczytu. Krajowe izolaty ASFV wykazywaty
wysokie podobienstwo (99,9%) do genomu referencyjnego wirusa Z Gruzji i 3 genomdw
wiruséw izolowanych z aktualnej epidemii w Eurazji. Opisano takze szereg mutacji
punktowych i co bardzo wazne zidentyfikowano nieznang wczesniej insercjg o dlugosci 14

nukleotydow, tworzacg tandemowe powtérzenia w genie O174L.

Praca 2. Wykryta insercja w genie O174L zostata wykorzystana W badaniach
epizootycznych krajowych izolatow z lat 2014-2018. Na 46 izolatow wirusa, w 12 wirusach
zidentyfikowano te insercjge. W analizie przestrzennej wykazano wystepowanie tej insercji w
wirusach z roéznych ognisk wystepujacych w niewielkiej odlegtosci od siebie, W kilku
powiatach. Analiza filogenetyczna sekwencji genu 0174L pozwolita na wyodrebnienie

podobnych genetycznie grup izolatow ASFV.

Praca 3. W tej pracy przedstawiono wyniki badan nad wptywem temperatury i warunkéw
otoczenia na tempo inaktywacji wirusa W tkankach pobranych od padtych zwierzat chorych
na ASF. ASFV okazat sie stabilnym wirusem w niskiej temperaturze, ponizej 0°C i wrazliwym
na wyzsze temperatury otoczenia. W temperaturze 23°C wirus byl niewykrywalny.
Przezywalno$¢ wirusa salezata tez od podioza np. stwierdzono duzy spadek stabilnosci

wirusa w tkankach przechowywanych w glebie, wodzie i $ciotce lesnej.

Praca 4. Jest to praca przegladowa i dotyczy gtéwnie przezywalnosci i odpornosci ASFV w

réznych warunkach srodowiskowych oraz roli posredniego kontaktu w rozprzestrzenianiu si¢

choroby ASF u zwierzat.

W obszernej Dyskusji, Doktorantka zwraca uwage na wazny problem zakaznoéci i tempa
szerzenia sie choroby ASF na swiecie przy braku szczepionki. Duza zmienno$¢ genetyczna
wirusa ASF wymaga stosowania nowych technik sekwencjonowania genoméw, co pozwala

na identyfikacje —nowych markerow molekularnych  uzytecznych w badaniach



epidemiologicznych. Sekwencjonowanie genoméw ASF w réznych krajach pozwolito na
szeroka analize filogenetyczna wirusow i ustalenie zaleznosci ewolucyjnych pomigdzy
izolatami z roznych c€zesci swiata. Analiza filogenetyczna wirusow wskazata na pewng
odrebnos¢ i pokrewienstwo genetyczne izolatow polskich i ukrairiskich w stosunku do innych
izolatow. Rowniez w obrebie krajowych izolatow zaobserwowano dwa odrebne kierunki
ewolucji molekularnej. Szczegodlnie wazna jest analiza zmiennosci genomow izolatow ASFV,
ktéra pozwala na sledzenie drogi szerzenia sig zakazen w Polsce. Uzytecznym markerem w
analizie epizootycznej zakazen okazata sie insercja w genie O174L opisana przez
Doktorantke i dr hab. G. Wozniakowskiego. Z analiz epizootycznych wynika takze kluczowa
rola czlowieka w szerzeniu sie zakazen ASF.

Inng droge transmisji zakazen trzody chlewnej stanowia szczatki padiych dzikéw, a
ich usuwanie ze Srodowiska znacznie obniza poziom transmisji ASF. Przedstawione w
rozprawie eksperymenty in vitro wykazaly, ze tempo inaktywacji wirusa w rozktadajgcych sig
tkankach padtych dzikow jest szybkie i zwigksza si¢ ze wzrostem temperatury. Te badania
podwazaly dotychczasowe informacje o duzej OpOornosci wirusow ASF na warunki
srodowiska. Nalezy podkreslic, ze te badania, po raz pierwszy, pozwolity na wyznaczenie
matematycznego modelu inaktywacii ASFV podczas rozktadu tkanek, co jest wazne W
ocenie ryzyka zakazen. Obserwuje sie, ze zakazenia W stadach éwin charakteryzujg sie
sezonowoscia, co nadal wymaga naukowego wyjasnienia.
W podsumowaniu, stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr.
Natalii Mazur-Panasiuk prezentuje wWysoki poziom naukowy, szerokg wiedze Doktorantki i
umiejetnos¢ ciekawego opisania swoich osiagnie¢ i wiedzy. Przedstawiono bardzo
interesujace wyniki uzyskane m.in. z zastosowaniem metod molekularnych, co pozwolito na
uzyskanie nowych informaciji dotyczacych zaréwno choroby afrykanskiego pomoru swin, jak i

samego wirusa AFSV. Przedstawione wyniki zostaty w catosSci opublikowane.

Moje pytania do Doktorantki;

1. W przypadku ASFV zwraca uwage wysoka specyficzno$¢ zakazen — choruja tylko
dwinie i dziki. Czy sg znané badania nad genetycznym uwarunkowaniem tej
specyficzno&ci (geny)?

2. Czy sezonowos¢ zakazen ASF wystepuje takze w krajach gdzie réznica temperatur w
ciggu roku nie jest duza, np. Afryka?

3. Jak jest z tempem szerzenia sie zakazenia ASF? W Dyskusji (str. 33) jest napisane,
ze jest to ,wolno-szerzaca sie choroba $win". W dalszej czesci mowi sig 0 szybko

szerzgcej sig W Europie chorobie ASF.



W mojej ocenie, przedstawiona praca spetnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom
doktorskim zawarte wW Ustawie o Stopniach i Tytule Naukowym z dnia 14 marca 2003 r. z
pbzniejszymi zmianami. Zwracam sie do Komisji Doktorskiej Rady Naukowej Panstwowego
Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach z wnioskiem 0

dopuszczenie Pani mgr. Natalii Mazur-Panasiuk do dalszych etapdéw przewodu
doktorskiego i przyjgcie rozprawy doktorskiej.

Jednoczeénie, ze wzgledu na wysoka wartos¢ naukowa, znaczenie poznawcze i
praktyczne rozprawy, skltadam wniosek do Komisji Doktorskiej Rady Naukowej
Panistwowego Instytutu Weterynaryjnego — Paristwowego Instytutu Badawczego W

Putawach o wyréznienie rozprawy doktorskiej stosownq nagroda.
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