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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Natalii Mazur-Panasink pt.: "Wplyw czynnikéw
srodowiskowych na przezywalno$é i szerzenie sie wirusa afrykanskiego pomoru $win
oraz analiza genomu szczepow wirusa”

Promotorem pracy jest dr hab. Grzegorz Wozniakowski, prof. instytutu, a promotorem
pomocniczym dr hab. Jacek Zmudzki, prof. instytutu. Obaj Panowie Profesorowie pracuja w
Zaktadzie Chordb Swin PIWet-PIB w Putawach.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Natalii Mazur-Panasiuk jest spdjnym

cyklem tematycznym czterech publikacji (trzy oryginalne i jedna przegladowa).

Prace oryginalne (1.1, 1.2, 1.3)

1.1 Natalia Mazur-Panasiuk, Grzegorz Wozniakowski, Krzysztof Niemczuk: The first
complete genomic sequences of African swine fever virus isolated in Poland.
Scientific Reports. 9:4556, 2019. (Liczba pkt. MNiSW =100; IFF = 4,122); DOI:
org/10.1038/541598-018-36823-0

1.2 Natalia Mazur-Panasiuk, Grzegorz WozZniakowski: The unique genetic variation
within the 0174L gene of Polish strains of African swine fever virus facilitates
tracking virus origin. Archives of Virology. 164:1667-1672, 2019. (Liczba pkt.
MNiSW = 70; IF = 2,16); DOLorg/10.1007/500705-019-04224-x

1.3 Natalia Mazur-Panasiuk, Grzegorz WozZniakowski: Natural inactivation of African
swine fever virus in tissues: Influence of temperature and environmental conditions
on virus survival. Veterinary Microbiology. 242, 2020. (Liczba pkt. MNiSW = 100;
IF =2.791); DOI: org/10.1016/j.vetmic.2020.108609

Praca przegladowa (2.1)

2.1 Natalia Mazur-Panasiuk, Jacek Zmudzki, Grzegorz Wozniakowski: African swine
fever virus — persistence in different environmental conditions and the possibility of its
indirect transmission. Journal of Veterinary Research. 63, 303-310, 2019. (Liczba pkt.
MNiSW = 40; IF = 0,829); DOI:10.2478/jvetres-2019-0058

Wszystkie prace, opublikowano w latach 2019-2020 w recenzowanych czasopismach o
zasiegu miedzynarodowym, w tym trzy publikacje oryginalne ukazaty si¢ w Scientific Reports,
Archives of Vireclogy oraz w Veterinary Microbiology: artykul przegladowy w Jowrnal of
Veterinary Research. L.acznie, przedstawione prace uzyskaty 310 pkt. MNiSW oraz Impact

Factor, wynoszacy 9,902 wg Journal Citation Reports, zgodnie z rokiem opublikowania.



Wszystkie artykuty sa dwu Iub trzy-autorskie, przy czym we wszystkich publikacjach
pierwszym autorem jest Doktorantka. Z przedstawionych o$wiadczen wspdlautoréw i ich
wkiadu w realizacj¢ prac wynika jednoznacznie, ze udziat Doktorantki w zaplanowaniu badan,
ich przeprowadzeniu w laboratorium, jak tez udziat w interpretacji uzyskanych wynikow oraz
napisaniu manuskryptéw i wykonaniu korekty po ich recenzji byt bardzo wysoki i wynosit od
75 do 85%.

We wstepie pracy doktorskiej Autorka szezegblowo przedstawia wybrane aspekty z zakresu
obecnej sytuacji epizootycznej Afrykafiskiego pomoru §wif (APS) nie tylko w Polsce, ale takze
w wielu innych krajach europejskich oraz na terenie Azji Poludniowo-Wschodniej.
Doktorantka opisuje dos¢ szczegdtowo rezerwuar wirusa APS, jak réwniez jego potencjalne
wektory, majace znaczenie w rozprzestrzenianiu si¢ zarazka w $rodowisku. Autorka wskazuje
na kleszcze migkkie z rodzaju Omithodoros spp., ktére odgrywaja kluczowa role w
rozprzestrzenianiu sie wirusa APS w Afryce oraz w krajach potudniowej Europy. Znaczenie
kleszczy twardych z rodziny Ixoidae, jak tez owaddw powszechnie wystepujacych w klimacie
umiarkowanym w ekspansji wirusa nie zostato, jak dotad, jednoznacznie udowodnione. Duzo
miejsca we wstepie pracy poswiecono budowie wirusa APS ze szezegdlnym uwzglednieniem
genomu oraz zakodowanych w nim biatek o réznorodnym znaczeniu 1 whasciwosciach. Sporo
uwagi Doktorantka po$wiecila zmiennosci genetycznej wirusa APS, co zostato dokladnie
przedstawione w literaturze z ostatnich [at. Stwierdzone réznice w sekwencjach
nukleotydowych pozwolity na wyselekcjonowanie markerdw molekularnych  w obrebie
szezepdw wirusa krazgcych w krajach Eurazji. Niektére z wykrytych mutacji s3
charakterystyczne dla konkretnych regionéw geograficznych, w tym i w Polsce, co moze
poméc w Sledzeniu rozprzestrzeniania si¢ wirusa. We wstepie pracy przedstawiono takze
wszystkie aspekty zwigzane z metodami laboratoryjnymi, stosowanymi w diagnostyce APS. W
koncowej czgdei wstepu Doktorantka omawia opornosé wirusa na czynniki fizyko-chemiczne,
a co za tym idzie utrzymywanie sie zarazka w srodowisku. Szczegétowo stabilnosé wirusa w
roznych warunkach $rodowiska zostata omowiona w pracy przegladowej, wehodzace] w skiad
monotematycznego cykiu prac (1.3). Nalezy podkreslic, ze we wstepie dysertacji Autorka
wykazata si¢ dobrag znajomoscig pismiennictwa i wiedzy nt. APS, w szerokim tego stowa

znaczeniu, oraz wykorzystata najnowsze dane pismiennictwa.

Celem zrealizowanych. w ramach rozprawy doktorskiej, badafi bylo okreélenie wptywu

czynnik6éw Srodowiskowych na przezywalnoéé wirusa APS w wybranych tkankach zakazonych



dzikéw /lub Swin oraz charakterystyka molekularna krajowych izolatéw wirusa z

wykorzystaniem techniki sekwencjonowania nastepnej generacji.
Cele szczegbtowe pracy okreslono w pieciu punktach:

l. Izolacja krajowych szczepéw wirusa APS w hodowlach pierwotnych makrofagow
plucnych d§wif oraz oszacowanie wrazliwodei ciaglej linii  komérkowej
unie$miertelnionych makrofagdw plucnych §win na zakazenie tym wirusem (Praca 1.1).

2. Opracowanie metody przygotowania probek DNA, wyosobnionego z krajowych
szczepéw wirusa APS do sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS); analiza
poréwnawcza z genomami wirusa APS, dostepnymi w bazie danych GenBank.
Wytypowanie potencjalnych markeréw molekularnych oraz ocena przydatnosci NGS

do identyfikacji tych markerdw (Praca 1.1).

L

- Analiza obecnodci zidentyfikowane] insercji nukleotydowej w genomie wybranych
izolatéw APS, wyosobnionych w latach 2014 — 2018 oraz ocena Jei przydatnodcei do
sledzenia rozprzestrzeniania si¢ zakaZenia na terenie Polski (Praca 1.2).

4. Wyznaczenie tempa inaktywacji wirusa w szczatkach padtych zwierzat w zaleznosei od
temperatury oraz rodzaju tkanki poprzez okreslenie okresu péhrwania i wskaZnika
redukeji dziesietnej wirusa zawartego w rozktadajacych sie tkankach (Praca 1.3).

5. Oszacowanie wplywu czynnikéw $rodowiskowych na przezywalno$é wirusa APS w

wybranych tkankach $win z uwzglednieniem warunkdéw $rodowiska, w ktérym moga

znajdowac sig zwloki padlych $win lub dzikdw (woda, gleba, $cictka le$na, stoma,

siano, ziarno} (Praca 1.3).

Szczegotowy opis materiatow 1 metod zastosowanych do przeprowadzenia badaf Doktorantka

zawarta w publikacjach oryginalnych, sktadajacych sig¢ na niniejsza rozprawe doktorska.

Do przeprowadzenia badan podjetych w ramach pracy 1.1 wykorzystano materiat biologiczny,
pochodzacy z kolekeji Krajowego Laboratorium Referencyjnego ds. APS w PIWet-PIB w
Putawach. Materiat ten stanowit panel 48 tkanek, badz ich homogenatdw, z ktérych 34 pobrano
od dzikéw 1 14 od swin domowych. Material biologiczny pobrano z potwierdzonych
przypadkdw 1 ognisk w latach 2014-2018. Pierwotne makrofagi ptucne $win byty dostarczone
przez Dunski Instytut Techniczny — Dunski Instytut Weterynaryjny na wyspie Lindholm. Linia
komérkowa unie$miertelnionych makrofagéw plucnych $win zostala zakupiona w
Amerykanskiej Kolekeji Kultur Komérkowych. lzolacji wirusa APS dokonano w hodowli

makrofagdw pierwotnych. Uzyskany, w procesie wieloetapowego oczyszczania, catkowity



DNA zostal poddany sekwencjonowaniu nastepnej generacji przez serwis zewnetrzny.
Otrzymane sekwencje zamieszczono w dostepnej bazie GenBank. Nastgpnie przeprowadzono
analiz¢ filogenetyczna otrzymanych pelnych sekwencji genomowych, ktére poréwnano z
odnosnymi sekwencjami czterech innych, blisko spokrewnionych szczepéw APS, dostgpnych
w bazie GenBank; zidentyfikowano miejsca wykazujace zmienno$é w sekwencjt
nukleotydowej, mogace stanowi¢ potencjalne markery molekularne izolatéw nalezacych do I

genotypu APS.

W pracy 1.2 Doktorantka przeanalizowata czestotliwosé wystepowania 14-nukleotydowej
insercji w obrebie genu O174L oraz ocene. przydatmosci tej mutacji, jako markera
molekularnego, umozliwiajacego $ledzenie rozprzestrzeniania sie choroby w czasie i
przestrzeni. W badaniach uzyla 46 reprezentatywnych szczepéw wirusa APS, z ktorych 16
pochodzito od dzikéw i 30 od $win domowych. Wszystkie szczepy wyizolowano w latach
2014-2018 w réznych regionach Polski, w ktérych wystepowat APS. Uzyskane sekwencje
opracowano pod kgtem analizy filogenetycznej genu O174L. Dodatkowo przeprowadzono
analize czasoprzestrzenng pochodzenia izolatéw, a nastepnie, w zaleznodel od obecnosci
analizowanej mutacji, na mapie Polski naniesiono punkty symbolizujace wystepowanie
szezepéw APS, z podziatem na szczepy pochodzace z ognisk oraz te wyizolowane z

przypadkow.

Badania w ramach pracy 1.3 miaty na celu okreslenie czasu przezywalnodci wirusa APS
obecnego w wybranych tkankach padhych $win domowych i dzikéw w warunkach zblizonych
do naturalnych, z uwzglednieniem m.in. temperatury otoczenia. Doktorantka do badan uzyta
skrawki $ledziony, ptuc i nerki, pobrane od $wini padtej w wyniku zakazenia wirusem APS.
Probki poszezegdlnych narzgddéw umieszezano w temperaturze -20 °C, +4 °C, +23 °C, a
nastepnie inkubowano przez okres 112 dni. W okre$lonych odstepach czasu (7, 14, 28, 56, 112
dni od rozpoczecia do$wiadczenia) probki poddawano procedurze mianowania wirusa oraz
okreslano zawartosé wirusowego DNA w probee technikg real-time PCR. Na podstawie
wynikow mianowania wyznaczono okres pditrwania oraz wskaznik redukcji dziesietnej dla
kazdej z badanych tkanek w odpowiednie] temperaturze. Kolejne badania, realizowane w
ramach tej pracy miaty na celu okreslenie wplywu temperatury otoczenia na tempo inaktywacji
wirusa zawartego w naturalnic zanicczyszezonych wirusem APS tkankach w trakcie ich
rozktadu gnilnego w zakresie temperatury -4 °C oraz +23 °C. Fragment $ledziony pobranej od
padtego zwierzecia, po okredleniu miana wirusa, umieszczano w wybranych matrycach, takich

Jjak: woda, gleba, $cidtka lesna siano, stoma i ziarmo, imitujgcych warunki naturalne, w ktérych



moze dochodzi¢ do kontaktu z wirusem APS. Po uptywie 7, 14, 21 i 56 dni pobierano prébki
tkanek w celu okreslenia w nich zawartodei wirusowego DNA przy uzyciu real-time PCR;

okreslane miano zakaZne wirusa oraz obliczano okres pottrwania wirusa APS.

Uzyskane wyniki badan wnosza istotny wklad do diagnostyki wirusologicznej oraz
epidemiologii afrykanskiego pomoru $win. Doktorantka dokonala skutecznej izolacji wirusa
APS w hodowli makrofagéw pierwotnych, co pozwolilo na uzyskanie 12 izolatoéw wirusa z puli
48 testowanych prébek. Wykazala tym samym przydatno$é makrofagdw pierwotnych do
izolacji oraz namnazania wirusa APS. Wyekstrahowany z wyizolowanych szezepdw DNA
poddano sekwencjonowaniu nastepnej generacji, w wyniku czego otrzymano 7 kompletnych
sekwencji genomu wirusa APS, wyosobnionego z obszaru Polski w latach 2016-2017. Analiza
bioinformatyczna dowiodta, iz genom krajowych szczepéw APS wykazuje od 99,941 do
99,956% podobienstwa do referencyjnego szezepu Georgia 2007/1, jak rdwniez wysoki stopiefi
podobienstwa do 3 innych sekwencji genomowych wiruséw APS, zwiazanych z obecna
epidemia w Eurazji, zdeponowanych w bazie GenBank. Poréwnanie sekwencji genomdw
krajowych szczepow z genomem wirusa gruzinskiego wykazato obecnosé 55 r6znic w obrebie
35 sekwencji kodujacych geny. z czego 26 mutacji zidentyfikowano we wszystkich

sekwencjach szczepdw krajowych. Wykryto tez wiele unikalnych, dla polskich izolatéw APS,

mutacji, wsrod ktorych znalazto sig 5 mutacji punktowych.

Kolejnym osiagni¢eciem Doktorantki byto okreélenie przydatnosci zidentyfikowane] insercji w
genie O174L w sledzeniu epidemiologicznym zakazenia wirusem APS w Polsce. Na liczbe 46
szczepow obecnos¢ mutacji stwierdzono w genomie 12 izolatdw wirusa, ktdrych wystepowanie
potwierdzono w kilku sgsiadujacych ze sobg powiatach. Analiza czasowa wykazata, iz po raz
pierwszy w Polsce mutacje stwierdzono w szezepach wirusa, wyosobnionych w 2016 roku w
poblizu granicy z Biatorusia. Wystepowanie kolejnych siedmiu izolatéw z insercja w genie
O174L potwierdzone w latach 2016-2018 w promieniu 50 km od ogniska pierwotnego. Cztery
izolaty pochodzity z ognisk i przypadkdéw zlokalizowanych w odlegtosei ok. 100-140 km od
ogniska pierwotnego. Nalezy podkreslié, ze mutacji tej nie potwierdzono w przypadku innych
izolatéw APS, pochodzacych z wojewddztwa podlaskiego, Iubelskiego, mazowieckiego i

warminsko-mazurskiego.

W ramach prezentowanej dysertacji Doktorantka wyznaczyla okres péttrwania oraz wskaznik
redukcji dziesigtne] w tkankach, pobranych od zwierzat zakazonych wirusem APS, w

zaleznoscr od temperatury. Wykazata, Ze okres poitrwania w temperaturze +4°C wahat sie od



1.94 do ok. 9 dni, za$ wskaznik redukcji dziesi¢tnej od 6.46 do prawie 21 dni, W temperaturze
+23 °C wirus ulegt szybkiej inaktywacji i juz po 7 dniach miano wirusa, w badanych tkankach,
spadio ponizej granicy wykrywalnosei. Kolejne badania mialy na celu okreglenie wplywu
temperatury otoczenia na tempo inaktywacji wirusa zawartego w naturalnie zanieczyszezonych
wirusem APS tkankach, w trakcie ich rozktadu gnilnego, w zakresie temperatury +4 °C oraz
+23 °C. W odniesieniu do temp. +23 °C nastapit bardzo szybki rozktad tkanek, prowadzacy do
aktywacji wirusa. W temperaturze +4 °C zakazno$é wirusa w tkankach przechowywanych w
stomie, sianie i ziarnie utrzymywata sie przez co najmniej 56 dni. Zanotowano takze ZNnaczacy
spadek stabilnosci wirusa w tkankach przechowywanych w glebie, wodzie i $cidlce lesnej w
pordwnaniu do kontroli. Nalezy podkreslié. ze w obu eksperymentach wyniki uzyskane przy

uzyciu metody real-time PCR nie byly w pefni zgodne z rezultatami analiz wirusologicznych.

Wyniki badafi przedstawionych w spojnym tematycznic cyklu prac staty sie podstawa do
wnikliwej dyskusji, w ktérej Autorka dokonuje oceny wiasnych danych w konfrontacji z
rezultatami otrzymanymi przez zespoly badawcze z innych krajéw. Chciatbym podkreslié
wysoka wartod¢ naukowo-badawcezg publikacji stanowiacych rozprawe doktorska. Uzyskane
wyniki badar oprocz znaczenia naukowego wnosza istotny element poznawezy o znaczeniu
praktycznym. z mozliwoscig jego zastosowania w diagnostyce wirusologicznej oraz w
epidemiologii wirusa APS. Przydatnym markerem molekularnym, co wykazata w niniejszej
rozprawie Doktorantka, jest insercja nukleotydowa w obrebie sekwencji genu Q174L.
Obecnosc te] nietypowej sekwencji nukleotydowe] stwierdzono w genomic 12 izolatow,
wyosobnionych od dzikéw i $win w latach 2016-2018, w regionie na pograniczu wojewadztw
podlaskiego, mazowieckiego, lubelskiego 1 Biatorusi. W pdzniejszych latach t¢ mutacje
stwierdzano takze w genomie wirusa APS, izolowanego od dzikéw w okolicach Warszawy.
Innym markerem molekularnym, ktérego znaczenie w analizie filogeograficznej Doktorantka
wykazata w odniesicniu do szczepéw APS wyizolowanych od dzikéw w Polsce Zachodniej,
gdzie choroba pojawita sig niespodziewanie w listopadzie 2019 roku. Szczegélowa analiza
molekularna pierwszych wyizolowanych szczepéw wirusa APS z tego regionu kraju wykazata
obecnos¢ mutacyi w genie O174L oraz typowej dla Polski zmiennosci w genach K145R i MGF
505-5R. Wyniki te wskazuja na zawleczenie wirusa na obszar Zachodnie] Polski
prawdopodobnie z regionu warszawskiego lub obszaru na styku granic wojewddztwa
podlaskiego, lubelskiego, mazowieckiego i Biatorusi. Warto podkresli€., ze Doktorantka
kontynuuje badania dotyczgce mutacji w sekwencji nukleotydowej genu Q174L w ramach

projektu badawczego, wykraczajgcego poza ramy niniejszej rozprawy doktorskiej.



Przedstawiona przez mgr Natalie Mazur-Panasiuk rozprawa doktorska nie budzi zastrzezen
pod wzgledem formalnym oraz merytorycznym. Niestety nie udato si¢ unikngé pewnych
bleddw rzeczowych. Doktorantce zdarzato sie uzywaé terminu ,.zarazenie” wirusem. Uwazam,
ze w odniesleniu do wirusdéw 1 bakterii bardziej wlasciwym jest termin ,.zakazenie”. W trakcie
czytania moja uwage zwrocity bledy interpunkeyine, jak tez tzw. ,literéwki™ stwierdzone w

tekscie pracy.

Powyzsze uwagl nie umniejszaja w najmniejszym stopniu merytorycznej wartosci dysertacji,
ktéra oceniam bardzo wysoko. Doktorantka zrealizowata zalozone cele pracy i uzyskala
oryginalne 1 wartosciowe wyniki, ktdre pozwolity na prawidlowe sformutowanie szesciu
wnioskow. Wyniki pracy, oprocz aspektu naukowego maja charakter poznawczy i praktyczny.
Identytikacja specyficznych markeréw molekularnych poszerza spektrum mozliwosci oceny
filogenetycznej oraz filogeograficznej izolatow wirusa APS, wystepujacych na terytorium
Polski. Jest to szczegdlnie wazne biorac pod uwage obecng sytuacje epidemiczng ASF w
naszym kraju. Ocena molekulama szczepdw ASF, wyosobnionych w Polsce pozwoli na
bardzie] precyzyjne $ledzenie fancucha epidemiologicznege zakazen ASF, a w konsekwencji
bardziej skuteczng kontrole i zwalczanie tej choroby. Doktorantka w badaniach in vitro
dowiodta szybkiego tempa inaktywacji wirusa w naturalnie rozkfadajgcych sie tkankach
padtych zwierzat oraz wyznaczyla matematyczny model inaktywacji wirusa APS podczas
rozktadu tkanek. Co wigcej otrzymane wyniki badan podwazaja dotychczasowy poglad
wskazujacy na wysoka opornos¢ wirusa APS na warunki §rodowiska. Opracowana koncepcja
w przysztosci moze byé przydatnym narzedziem w ocenie ryzyka zwigzanego z

wystepowaniem wirusa APS w srodowisku.

Reasumujgc stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Natalii Mazur-
Panasiuk odpowiada warunkom stawianym na stopien doktora nauk w Ustawie z dnia 14 marca
2003 roku o stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki, art. 13 ust. 2i 4 (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z pdZn. zm.) i mam zaszczyt przedstawié
Wysokiej Komisji Przewoddw Doktorskich Panstwowegeo Instytutu Weterynaryjnego w
Putawach wniosek o dopuszczenie Pani mgr Natalii Mazur-Panasiuk do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

- ///:;/7!“"‘/

Kazimierz Tarasiuk



