Warszawa, 6.11.2020

Recenzja
Rozprawy doktorskiej lek. wet. Marka Walczaka, na temat
»Chorobotwércezos¢ krajowego szezepu wirusa afrykanskiego pomoru $win”,
wykonanej w Panstwowym Instytucie Weterynaryjnym pod kierunkiem

prof. dr hab. Grzegorza Wozniakowskiego oraz dr Macieja Franta

Pojawienie si¢ wirusa afrykanskiego pomoru $win (ASFV) w Gruzji w 2007 roku stanowito
poczatek euroazjatyckiej epizoocji afrykanskiego pomoru $win (ASF), ktora stopniowo
rozprzestrzenia si¢ na coraz to nowe regiony Europy i Azji, wstrzasajac globalnym rynkiem
swin 1 wieprzowiny. W odroznieniu do sytuacji z lat 1980-tych i 1990-tych kiedy to klasyczny
pomor swin (CSF) stanowit glowny problem epizootyczny w produkcji trzody chlewne;.
sytuacja z ASF w wielu krajach wydaje si¢ niemozliwa do opanowania przy uzyciu obecnie
dostepnych narzgdzi. Stopniowe uwalnianie regionéw i krajow od CSF byto mozliwe dzieki
wysokiej skutecznosci szczepionek zywych przeciw wirusowi CSF (CSFV) a nastepnie
wprowadzeniu szczepionek markerowych. W przypadku ASF mozemy jedynie obserwowaé
rozwoj epizoocji 1 dazy¢ metodami administracyjinymi do ograniczenia jej skutkow
ekonomicznych. Przyktady Czech i Belgii, gdzie eradykacja ASF sie powiodla, wskazuja. ze
szybka 1 zdecydowana reakcja administracji weterynaryjnej moze by¢ w pelni skuteczna.
Niestety nie miato to miejsca w Polsce, a wprowadzone restrykcje, obostrzenia i naktadane na
hodowcow obowigzki nie zdaly egzaminu. Skokowe przenoszenie si¢ wirusa na duze
odlegtosci wskazuje jednoznacznie na role czlowieka w transmisji patogenu. Najwyrazniej
zawodzi wigc edukacja na temat choroby i jej znaczenia wérod rolnikéw, hodowcow,
mysliwych i zwyktych konsumentow wieprzowiny i dziczyzny. Popularne sg za to teorie

spiskowe czy propaganda .,obroncow zwierzat”. podwazajaca sens redukcji populacji dzikow.

Niestety opracowanie skutecznych i bezpiecznych szczepionek przeciw ASF, umozliwiajacych
roznicowanie zwierzat zakazonych od szczepionych weiaz wydaje sie odlegta perspektywa,
mimo obiecujgcych wynikoéw badan naukowych. Trudnosci te wynikajg z niezwykle ztozonej
budowy ASFV, ktorego genom ma wielko$¢ do okoto 190 tysigey par zasad i koduje 150-200
biatek. Dla porownania genom CSFV ma wielkos¢ okolo 13 tysiecy nukleotydow i koduje tylko

Jedng poliproteine. Niezwykle waznym elementem walki z ASFV jest wigc coraz lepsze



poznawanie biologii i ekologii tego wirusa oraz jego interakcji z organizmem $wini. Niestety
badania takie sa kosztowne, migdzy innymi ze wzgledu na warunki jakie muszg spetniaé
pomieszczenia dla zwierzat i laboratoria do prac z tym wirusem. Panstwowy Instytut
Weterynaryjny w Pufawach jest jedynym w Polsce miejscem gdzie takie badania mozna
prowadzic. W zwiazku z powyzszym przedmiot i temat recenzowanej pracy doktorskiej lek.
wet. Marka Walczaka ..Chorobotworezos¢ krajowego szezepu wirusa afrykanskiego pomoru
swin”, nalezy uzna¢ za w pelni uzasadniony i wazny ze wzgledow naukowych jak i z punktu

widzenia praktyki lekarsko-weterynaryjnej.
Omowienie i ocena pracy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska lek. wet. Marka Walczaka ma typowy uklad i
liczy 138 stron wraz z pismiennictwem, rycinami i tabelami. Sklada si¢ z rozdziatow
obejmujacych wstgp, cel pracy, materialy i metody, wyniki, dyskusje, wnioski, streszczenia,
wykaz tabel i rycin i pismiennictwo. Wymienione rozdzialy sa dodatkowo podzielone na liczne
mniejsze podrozdzialy. Tekst jest ilustrowany 22 tabelami, 26 rycinami i 18 fotografiami, a

pismiennictwo obejmuje 137 pozycji.

We wstepie Doktorant przedstawia histori¢ ASF w Europie, w tym w Polsce, charakterystyke
drobnoustroju. a takze przebieg zakazenia oraz zasady rozpoznawania i zwalczania. W opinii
recenzenta zbgdny jest podzial wstepu na az 20 podrozdzialow, co nie utatwia, a raczej utrudnia
zapoznanie si¢ z tekstem. Mimo, ze w podrozdziale 1.5.1 dos¢ dokladnie opisano przebieg
zakazenia komorki, nie dowiadujemy sie nic na temat mechanizmow replikacji ASFV.

Doktorant poprzestaje na stwierdzeniu. ze ,,replikacja zachodzi w przestrzeni okotojadrowe;j”.

Podrozdziat .,OdpowiedZz immunologiczna™ powinien zosta¢ umieszczony w podrozdziale
..Patogeneza™. Podrozdziaty 1.5.2 i 1.5.3 rozdziatu . Patogeneza” zawieraja przeciez opisy
reakeji odpornosciowych $wini. Czes¢ informacji zawartych w podrozdziale 1.5.4 dotyczy
zmian sekcyjnych i mikroskopowych. Takie ich rozmieszczenie powoduje niepotrzebne
powielanie tresei, na przyklad dotyczacych wybroczyn, wylewow krwawych itp. Podrozdzial
1.6.2..0bjawy sekcyjne™ nalezatoby raczej zatytutowac ., Zmiany sekcyjne” a podrozdziat 1.6.3
.Obraz histopatologiczny”™ — . Zmiany mikroskopowe”. Niestety opisy zawarte w tych
podrozdziatach dotycza wylacznie ostrych zmian »podrgcznikowych™, podczas gdy w
podrozdziale 1.6.1 ,,Objawy kliniczne™ dowiadujemy sie, ze ich zakres moze by¢ bardzo
szeroki. Czy ma to odzwierciedlenie w zmianach sekcyjnych i mikroskopowych? Podrozdziat

1.8.1 ..Diagnostyka lekarsko-weterynaryjna” powinien by¢ zatytutowany ,.Diagnostyka



kliniczna™. Stwierdzenie o ograniczonej roli diagnostyki klinicznej w rozpoznawaniu ASF
(podrozdzial 1.8.1) moze by¢ nieco mylgce. Przeczy temu réwniez sam Doktorant w kolejnych
zdaniach tego podrozdziatu piszac, ze ..kazdy przypadek niewyjasnionych padnie¢ lub goraczki
0 nieznanej etiologii powinien wzbudzi¢ czujnos¢ stuzb weterynaryjnych”. Niestety wielu
lekarzy weterynarii stale uwaza, ze mozna poprzesta¢ na rozpoznaniu klinicznym. Prowadzi to
w wielu przypadkach do powaznych. lub katastrofalnych. jak w przypadku ASF, skutkdw
ckonomicznych. Prawidlowo przeprowadzone rozpoznanie kliniczne zawsze powinno konezy¢
si¢ skierowaniem wiasciwych probek do badania laboratoryjnego w okreslonym kierunku.
Zapewne Doktorantowi chodzito o brak mozliwosci wykrycia ASF na podstawie badania
klinicznego. Dowodzg tego rowniez wartosciowe wyniki przeprowadzonych badan opisanych
w dysertacji. Biorge pod uwagg, ze bioasekuracja jest jedyng metoda zapobiegania ASF nalezy
uzna¢, ze podrozdzial 1.9.4 dotyczacy tego problemu zostal potraktowany zbyt ogolnie i
czytelnik rozprawy nie dowie si¢ nic o tym jakie zasady bioasekuracji powinny spetnia¢ fermy

swin aby zminimalizowa¢ ryzyko zawleczenia ASFV.

Jako cel pracy (strona 29) wskazano oceng wiasciwosci chorobotwoérezych jednego z polskich
szczepow ASEV. Doktorant wymienia dodatkowo szes¢ celow szezegotowych, ktore w opinii
recenzenta trudno za takie uznaé. Jest to raczej lista wybranych metod wykorzystanych w

badaniach.

Material i metody przedstawiono na 16 stronach. Z opisu wynika, ze badania przeprowadzono
na 28 swiniach podzielonych na trzy grupy zakazane donosowo réznymi dawkami wirusa i
jedna grupe kontrolng. Niestety nie dowiadujemy sie na jakiej podstawie wybrano takie a nie
inne dawki zakazne. Grupa I otrzymata dwukrotnie wyzsza dawke niz grupa I, ktéra z kolei
otrzymata dawke stukrotnie wyzsza niz grupa I1l. Zwierzeta byly obserwowane na obecnos¢
objawow klinicznych ASF oraz pobierano od nich probki krwi, wymazy z odbytu i jamy ustnej
(w wynikach i dyskusji okreslanych jako $lina). Po$miertnie pobierano probki narzgdow i
plynow ciata. Pobrane probki badano na obecnos¢ DNA ASFV i samego wirusa oraz swoistych
przeciweial, a probki krwi poddawano calemu szeregowi badan hematologicznych i
biochemicznych. Opis przeprowadzonych badan jest w wiekszosci bardzo szczegoOlowy, co
zastuguje na pochwale lecz podobnie jak w przypadku . Wstepu” rozdrobnienie na az 28
podrozdzialow, z ktorych niektore zawierajg po jednym zdaniu, nie ulatwia zadania
czytelnikowi. Ponadto opisy niektorych metod sa powielane w roznych podrozdziatach. Na
przykiad elementy opisu izolacji i namnazania ASFV w hodowli makrofagdw ptucnych $wini

pojawiajg sig¢. lub sa powielone w podrozdziatach 3.1.2, 3.1.3. 3.7.1. 3.14.1 i 3.14.2. Z kolei



zawarty w  podrozdziale 3.4 opis sekwencjonowania szczepu  wykorzystanego w
doswiadczalnym zakazeniu, oraz analizy jego sekwencji, jest szczgtkowy. Nie dowiadujemy
si¢ z niego jak przygotowywano biblioteki, jak je sekwencjonowano, przy uzyciu jakich metod
sktadano i jakimi metodami analizowano. W programie Geneious mozna wykorzystywac caly
szereg algorytmow analiz genetycznych dostosowanych do okreslonych potrzeb uzytkownika,
a wige stwierdzenie ze strony 32, ze ..analizy filogenetyczne przeprowadzono przy uzyciu
programu Geneious™ jest niewystarczajace. Kontrastuje to ze szczegotowoscig opisu testu
immunoperoksydazowego w podrozdziale 3.18 (strony 42-43), ktéry jest metoda dosé prosta,

od lat powszechnie wykorzystywana w wirusologii.

Opis wynikéw zawarto na 55 stronach co podkresla ogrom uzyskanego w wyniku
przeprowadzonych badan materiatu. Analiza genetyczna polskiego szczepu wykorzystanego w
badaniach wykazata jego bliskie podobienstwo do innych szczepow izolowanych w Polsce, za
wyjatkiem szczepu Pol/2015/Podlaskie, ktory byl blizej spokrewniony z wirusami z Rosji i
Gruzji. Podpis pod rycing 4 na stronie 47 przedstawiajgca kladogram jest zbyt oszczedny i brak
w nim waznych informacji na temat metod wykorzystanych w rekonstrukcji pokrewienstwa
analizowanych sekwencji. Szczegdlnie zaskakujgey jest dystans filogenetyczny sekwenc;ji
Pol/20165/Podlaskie i pozostalych sekwencji z Polski. Szkoda, ze Doktorant nie podjal i szerzej

nie omowil tego aspektu w dyskus;ji.

Objawy kliniczne u zakazonych zwierzat opisano dos¢ szczegolowo 1 byly one zrdznicowane
w obrebie wszystkich grup. podobnie jak przezywalnosé po zakazeniu. Okres inkubacji wahat
si¢ od 4 do 20 dni. Podobne byto zréznicowanie zmian sekeyjnych i mikroskopowych. Jesli
chodzi o wykrywalno$é ASFV w real time PCR w roznych materiatach biologicznych to
ogolnie najnizsze wartosci Ct uzyskano w badaniu surowicy, podczas gdy materiaty
alternatywne jak wymazy z odbytu czy jamy ustnej dawaty czgsto wyniki powyzej Ct 30, czy
nawet zblizajace sie¢ do Ct 40. co podkresla znaczenie krwi Jako najlepszego materiatu
diagnostycznego. Podobnie jak w przypadku objawow i zmian makro- i mikroskopowych
wyniki real-time PCR byly zroznicowane w obrebie grup. W rozdziale 4.8 Doktorant opisal
wyniki oznaczania poziomu ASFV w roznego rodzaju probkach w oparciu o ilosciowy real-
time PCR, ktore przedstawit na wykresie (Rys. 14, strona 70). Podczas gdy poziomy wirusa we
krwi i wymazach z jamy ustnej nie roznily si¢ migdzy grupami, to w przypadku kalu i moczu
najwyzsze miana wirus osiagal w grupie zakazonej najnizsza dawka. Niestety nie dowiadujemy
si¢ czy ta roznica byla statystycznie istotna. Roznice w zawartosci ASFV stwierdzono réwniez

W niektorych narzadach wewnetrznych i podobnie jak w przypadku prébek pobieranych



przyzyciowo nie wyjasniono czy byly one statystycznie istotne. Wazng obserwacje stanowito
stwierdzenie u niektorych $win wiremii i obecnosci ASFV w kale i wymazach z jamy ustnej
zanim doszlo do wystapienia goraczki. Jest to niezwykle wazne z praktycznego punktu
widzenia i dowodzi fundamentalnej roli scistego przestrzegania zasad bioasekuracji w
ograniczaniu rozprzestrzeniania si¢ ASFV. Wykrywalnog¢ przeciwciat byta zmienna w obrebie

grup a pojawialy sie one od 13-18 dnia po zakazeniu, i po 2-5 dniach od wykrycia wiremii.

Jesli chodzi 0 zmiany we wskaznikach biatokrwinkowych to w poczatkowym stadium choroby
doszlo ich podwyzszenia, a nastgpnie obnizenia. We wszystkich grupach stwierdzono
stopniowy spadek stezenia hemoglobiny i liczby plytek krwi, lecz tylko ta pierwsza warto$¢
ulegta obnizeniu ponizej poziomu uznanego za prawidlowy. Nie stwierdzono istotnych zmian
w srednich wartosciach poziomu ALT i GGT oraz albumin, podczas gdy poziom AST byt
istotnie podwyzszony w ostatnich dwéch zycia z wiremig. Poziom kinazy kreatynowej wzrost
Jedynie w grupach zakazonych 1000 i 500 HAU wirusa. chociaz wzrost ten byl statystycznie
istotny jedynie w tej drugiej grupie. Podwyzszenie poziomu kreatyniny dotyczyto tylko grupy,
ktora zakazono najwyzsza dawka a poziom mocznika byl podwyzszony we wszystkich

grupach.

W dyskusji na stronie 102 Doktorant stwierdza, ze duze roznice w obrebie grup
doswiadczalnych obserwowane w przypadku wiekszosci analizowanych wskaznikow mogg
wynikac z nieskutecznej inokulacji donosowe;. Wyjasnia to dlaczego obserwacje odnoszono
do pierwszego dnia wykrytej wiremii. Niemniej, pod znakiem zapytania stawia to analizy pod
katem otrzymanej dawki wirusa, ktora u niektorych $win byta rézna od dawki teoretycznie

podanej.

Rozprawa jest podsumowana 8 wnioskami. z ktérych niektére wymagaja doprecyzowania lub
usuniecia. Na przyktad wniosek 1, cho¢ najprawdopodobniej prawdziwy, nie wynika z badan
opisanych w dysertacji. Analizie poddano niewiele sekwencji i nie wyjasniono odrebnego
grupowania pierwszego polskiego szezepu z 2014 roku. We wniosku 2 Doktorant pisze, ze
dawka zakazna nie wplywa na obraz choroby. Stoi to w Sprzecznosci z wyzej wyrazonym

przypuszczeniem, ze nie wszystkie $winie ulegly zakazeniu donosowemu.
Whiosek koncowy

Lek. wet. Marek Walczak zrealizowat nakreslone w celach rozprawy zadania badawcze i
uzyskal wyniki, ktore stanowig oryginalny wklad autora w rozwoj wiedzy na temat patogenezy

1 diagnostyki ASFV na przykifadzie polskiego szczepu wirusa. Autor wykazat duza zmiennos¢



w zakresie objawow klinicznych, siewstwa i $miertelnosci miedzy osobnikami zakazonymi

polskim szczepem ASFV, oraz ze klinicznie zdrowe $winie mogg sia¢ wirus.

Recenzowana dysertacja spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim w $wietle przepisow
ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 1. poz. 1789). Przedkladam zatem Radzie Naukowe;j
Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego w Putawach wniosek O przyjecie rozprawy j

dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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