Warszawa, 24.10.2018

Recenzja
Rozprawy doktorskiej lek. wet. Karola Stasiaka,

zatytutowanej
»Wystepowanie oraz charakterystyka molekularna herpeswiruséw w populacji koni w
Polsce”
wykonanej
pod kierunkiem Prof. dr hab. Jerzego Roli

Herpeswirusowe zakazenia ludzi i wielu gatunkéw zwierzat wystepujg na catym
$wiecie, a te stwierdzane u zwierzat gospodarskich i towarzyszacych moga by¢ przyczyna
wymiernych strat gospodarczych. Wymienié¢ nalezy tu BHV-1, PRV czy wirus choroby Mareka.
U koniowatych stwierdza sie natomiast zakazenia trzema a-herpeswirusami — EHV-1, EHV-3 i
EHV-4 oraz dwoma nalezgcymi do y-herpesvirinae, a najwieksze sposréd nich znaczenie z

pewnoscig przypisa¢ nalezy EHV-1 — wirusowi zakaznego ronienia klaczy.

Problematyka ronien u koni podejmowana byta w Polce jeszcze przed Il wojna
Swiatowg, czego wyrazem moze by¢ opublikowana w 1931 roku w Wiadomosciach
Weterynaryjnych (Nr 129, Kwiecien 1931) rozprawa doktorska Juliusza Brilla, p6zniejszego
Profesora, pt.: ,Patogeneza i epizootjologia ronienia zakaznego klaczy (abortus infectiosus
equi) w stadninie paristwowej w Kozienicach w latach 1926/27.” Natomiast po wojnie, we
wczesnych latach 50. temat ten podjeta Profesor Stanistawa Woyciechowska, a rezultatem jej
badan bylo stwierdzenie wirusowe;j etiologii ronien i izolacja szczepu Rac-H EHV-1 (od klaczy
Heraldia ze stadniny Racot), ktéry z czasem stat sie rozpoznawanym na calym Swiecie
szczepem standardowym. Profesor Woyciechowska opracowata tez stuzacy do wykrywania
przeciwciat test immunodyfuzji w zelu agarozowym ktéry wykonywany byt az do péznych lat
90. Nie jest to zatem temat nowy, ale, z drugiej strony, ciggle aktualny, a nowoczesne metody
badawcze, choéby z zakresu biologii molekularnej, i gwattowny postep techniczny, np.
mikroskopia konfokalna, pozwalajg na wyznaczanie coraz to szerszych horyzontéw, zaréwno

w naukach stosowanych, jak i podstawowych.

Z tego punktu widzenia przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska pt.
»Wystepowanie oraz charakterystyka molekularna herpeswiruséw w populacji koni w
Polsce” jest bez watpienia aktualna i stanowi, w mojej opinii, najpetniejsze jak dotad

opracowanie poswiecone herpeswirusowym zakazeniom u koni w Polsce.



Na rozprawe skfada sie pie¢ spdjnych tematycznie prac opublikowanych w

czasopismach indeksowanych — cztery oryginalne w jezyku angielskim, trzy w czasopismach
zagranicznych i jedna w polskim, catos$¢ cyklu natomiast dopetnia praca przegladowa w jezyku
polskim. Sama rozprawa ma uktad typowy dla dziet tego rodzaju i zawiera kolejno po spisie
tresci wykaz publikacji sktadajacych sie na dysertacje wraz z danymi bibliometrycznymi, wykaz
skrotow, wstep, czesciowo zawarty w pracy przegladowej, cel i zakres pracy, zwarte
omoéwienie wynikow opublikowanych w pracach oryginalnych, wnioski, streszczenia w
jezykach polskim i angielskim oraz pisSmiennictwo liczace 96 pozycji. Prace sktadajace sie na

cykl stanowia integralng czesc rozprawy.

We Wstepie Autor szczegdétowo omoéwit ogding charakterystyke herpeswiruséw
wystepujacych u  koniowatych, budowe wirionu i replikacje EHV-1, wystepowanie
poszczegblnych typéw wirusa oraz kliniczne postacie zakazen, jak réwniez laboratoryjna
diagnostyke i zapobieganie zakazeniom. Cel i zakres pracy zostat okre$lony zwiezle i
podzielony na cztery szczegétowe zadania. Zwiezte omoéwienie gtéwnych wynikéw prac
doswiadczalnych utatwia lekture rozprawy i znacznie ogranicza koniecznoéé siegania do ich
petnej tresci. Autor zawart tu swoje najwazniejsze osiggniecia do ktérych zaliczyé trzeba, bez
watpienia, stwierdzenie wystepowania w Polsce neuropatogennych szczepéw EHV-1 i jest to
pierwsze takie doniesienie. Cennym praktycznym efektem ocenianej pracy jest rdwniez nowa
procedura badawcza wykrywania DNA EHV-1 i EHV-4 testem RTm-PCR. Nowym, istotnym
osiggnigciem poznawczym byta réwniez analiza pordwnawcza ORF30 i ORF68 szczepow
krajowych ze szczepami izolowanymi w innych krajach. Zgodnie z moim stanem wiedzy byta

to pierwsza tego typu analiza obejmujaca wiecej niz jeden gen u tak duzej liczby szczepéw.

Za bardzo interesujgce uwazam réwniez wyniki badari wystepowania i genetyczna
analiza herpeswiruséw izolowanych z uktadu oddechowego, a zwtaszcza zalezne od wieku
roznice wystepowania EHV-2 i EHV-5 oraz stwierdzenie nowych, dotychczas nieopisywanych

grup genetycznych EHV-2.

Prace, w ktorych zaprezentowano przytoczone w rozprawie wyniki zostaty uprzednio
opublikowane w recenzowanych i indeksowanych czasopismach i recenzenci wyrazili juz swoje
opinie. Rowniez catos¢ cyklu ocenié¢ nalezy bardzo wysoko — to 110 punktéw i IF=1.298.
Osmiele sie jedynie zauwaiy¢, ze tytut ,,Genetic characterization of equid herpesvirus type 1

from cases of abortions in Poland.” jest odrobine mylacy gdyz analizg objeto tylko dwa geny,



co, moim zdaniem, mogtoby znalei¢ odzwierciedlenie w tytule. Podobnie, tytut innej pracy

»Prevalence and sequence analysis of eqid herpesviruses from the respiratory tract of Polish
horses.” sugeruje analizg sekwencji ich genoméw, podczas gdy badano tylko sekwencje genu
kodujacego biatko gB. Rowniez ,Polish horses” zastapitbym ,horses in Poland”, sg to jednak

opinie bardzo subiektywne.

Odnoszac sie merytorycznie do przytoczonych przez Autora wynikéw nie sposéb nie
dostrzec i nie doceni¢ ich niewatpliwej wartosci zaréwno poznawczej jak i praktycznej. | tak
stwierdzenie wystepowania neuropatogennego wariantu EHV-1 jest niezbitym dowodem na
to, iz potencjalnie mozliwe jest wystepowanie w Polsce herpeswirusowych mieloencefalopatii,
chociaz z drugiej strony wiadomo z literatury, ze sg one relatywnie rzadkie. Wyniki uzyskane
przez Autora wydajg sie to potwierdza¢ — jedynie w dwédch sposréd 64 prébek tkanek
poronionych ptodéw stwierdzono wariant neuropatogenny. Jest to tym ciekawsze, ze w
zadnej ze stadnin z ktérych pochodzity poronione ptody nie notowano wczesniej przypadkéow
neurologicznych i zakazeh ukfadu oddechowego, a zwierzeta nie byly szczepione przeciw
rhinopneumonitis equorum. Samo nasuwa sie zatem oczywiste pytanie czy raczej pytania,

ktére chciatem tutaj zadaé, ale ostatecznie pozostawie to zadanie Autorowi.

W drugiej z kolei pracy wchodzacej w sktad cykiu Autorzy opisujg zastosowanie RTm-
PCR do badania tkanek poronionych ptodéw i jest to jedyne znane mi opracowanie w ktérym
technike te zastosowano do badania tak réznorodnego materiatu pochodzacego z przypadkéw
poronien. Nie jest tylko jasne, czy podana przez Autora liczba 68 préobek to ogdlna liczba
prébek, wszystkich tkanek facznie, czy tez 68 kompletéw prébek. Watpliwosci rozwiewa
dopiero tabela 1 w publikacji oryginalnej, a uzyskane wyniki potwierdzajg prawidtowosé
przyjetej w praktyce zasady pobierania do badan wirusologicznych wtasnie ptuc, watroby i

sledziony poronionych ptodow.

Wyniki genetycznej charakterystyki EHV-1 na podstawie analizy sekwencji regiondow
ORF30 i ORF68 nie wymagajg komentarza, ich wartos¢ jest oczywista, mierzona rejestracjg w

bazie danych GenBank.

W ostatniej pracy zamieszczono wyniki badan wystepowania aktywnych
herpeswirusowych zakazen u koni w Polsce. Autorzy wykonali ogromng prace — materiat

stanowity wymazy z nosa od az 540 koni i wykrywano w nich az cztery rozne wirusy. Wyniki



potwierdzity wystepowanie w Polsce dwdch y-herpeswirusow, EHV-2 i EHV-5, jak rowniez

powszechnosé wystepowania EHV-2 (u az 77.2% procent zwierzat), Stwierdzono tez wysokg
czestos¢ zakazen EHV-5 — 47%, oraz zakazen mieszanych. Sumarycznie az u 83% zwierzat
stwierdzono wystepowanie co najmniej jednego typu wirusa. Wyniki badan wykazaty tez
ogromng zmiennos¢ genetyczng EHV-2, potwierdzajac tym samym wczesniejsze doniesienia
w ktorych analiza restrykcyjna izolatow pochodzacych z nozdrzy wykazywata istotne réznice
w porédwnaniu z izolatami z leukocytéw krwi obwodowej tych samych zwierzat. Zaznaczyé przy
tym nalezy, ze Autor zastosowat tu znacznie prostszq i bardziej efektywng technike. Na uwage
zastuguje réwniez stwierdzenie przez Autoréw dwaéch nowych grup genetycznych EHV-2 oraz
pewne zaleznosci wystepowania réznych typdw wirusa w zaleznosci od rasy i mysle, ze moina

bytoby pokusic sie o rozszerzenie badan w tym kierunku.

Zastanawiajgce jest, ze w wymazach z nosa nie stwierdzano EHV-1, jednym :z
mozliwych wyjasnieniem s3 tutaj terminy pobierania prébek — tylko w dwéch przypadkach
miato to miejsce w lutym i marcu. Trudno bowiem wyobrazi¢ sobie, by wéréd 540 wymazéw z
nosa pobieranych w réinych regionach kraju nie zdarzytby sie chociaz jeden przypadek
aktywnego zakazenia tym wirusem. Sadze, ze w tych okolicznosciach jednoczesne badanie
wymazdéw i leukocytéw krwi obwodowej mogtoby przynies¢ interesujace wyniki. Ciekawg
obserwacjg byto réwniez stwierdzenie zaleznosci wystepowania EHV-2 i EHV-5 w zaleinosci

od wieku badanych zwierzat i moze i tez watek ten wart bytby kontynuaciji.

Swoja rozprawe Autor zamknat piecioma wnioskami. Wszystkie one s3, w mojej opinii,
uzasadnione i wyptywajg uzyskanych wynikéw. Jednak w szerszym kontekscie niektére z nich
wymagaja komentarza. Wniosek 1 zawiera wprawdzie element nowosci — obserwacije, ze
poronienia powodowane s3 gtéwnie przez szczepy nieneuropatogenne, jednak po wniosek
najwazniejszy siegnaé¢ nalezy do pracy oryginalnej. Wniosek 3 natomiast jest jedynie
potwierdzeniem prawidtowosci ustalonej juz duzo wczesniej zasady pobierania do badan
wirusologicznych prébek watroby, ptuc i $ledziony poronionych ptodéw. Autor nie odnidst sie

tez do tego, ze w wymazach z nozdrzy nie stwierdzono EHV-1, a szkoda.

W przedtozonej mi rozprawie znalazty sie krétkie omowienia wynikdw zamieszczonych
w poszczegolnych pracach co bardzo utatwito i lekture, i ocene pracy, zabrakto jednak krétkiej

choéby dyskusji podsumowujacej catosé, ale jest to oczywiscie ocena subiektywna.



Z satysfakcja stwierdzam, e praca napisana jest bardzo dobrze, w bardzo

uporzagdkowanym i wyraznie przemyslanym uktadzie i z wyrazng lekkoscig pidra Autora, dzieki
czemu czyta sie jg bardzo gfadko. Na szczegdlne uznanie zastuguje dbatos¢ o strone redakcyjng
i graficzng i niezwykle staranne ich przygotowanie. Jednak podczas lektury zauwazytem pewne

drobne uchybienia ktére, korzystajac z przywileju recenzenta, pozwole sobie przytoczyé:

Str. 3. — Skrot DNA nalezy do powszechnie znanych i nie ma potrzeby zamieszczania jego

wyjasnienia, podobnie PCR

HSV — pewna niekonsekwencja w nazewnictwie — jesli uzywamy oznaczen EHV-1 itd.,

to konsekwentnie HSV zastgpiony powinien by¢ oznaczeniem HHV-1
Str. 4 — Real-time PCR to RTm-PCR

SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu jest kalka jezykowa ktéra jednakowoz

sugeruje, ze pojedynczy nukleotyd wykazuje wielopostaciowos¢ czyli polimorfizm

Str. 5 i in. — sekwencje nukleotydowe — winno by¢ sekwencje nukleotyddéw, nie powiemy
przeciez ,sekwencje zdarzeniowe”; to samo dotyczy wystepujacych w tekscie

»~sekwencji aminokawasowych”

Str. 6 — EHV-1 nie tylko poczatkowo ale ciagle jeszcze nazywany jest wirusem zakainego

ronienia klaczy

Str. 7 — nie do korica jest dla mnie jasne na czym miataby polegaé , cienkoécienno$¢” (albo

»grubosciennosc”) kapsydu, jest to dla mnie nowe pojecie

Str. 9 —termin ,,cykl lityczny” zarezerwowany jest dla bakteriofagéw, tu nalezatoby raczej uzy¢
okreslenia ,cykl produktywny” zwtaszcza, ze wiriony uwalniane sg na drodze

wypaczkowywania

Str. 10 — ,cytoplazma komodrkowa” — to pleonazm, bo czyz moie byé¢ cytoplazma

niekomoérkowa?
»Wirus opryszczki pospolitej” zamiast HHV-1

Str. 12 — w tabeli 2 przedstawiono ,Najwazniejsze funkcje glikoprotein biorgcych udziat w
cyklu namnazania EHV-1", mozna zatem wnioskowad, ze wirusowa DNA-polimeraza

nie bierze udziatu w replikacji wirusa gdyz zabrakto jej w tabeli,



Str. 13 — sformufowanie ,EHV-1 dodatnie” brzmi zargonowo

Str. 18 — sformufowanie ,,zakazenia na tle EHV-1” jest dos¢ niezreczne

Str. 19 — laboratorium nie moze nic posiadac (czyli by¢ wtascicielem)! A juz z catg pewnoscia

nie moze posiadaé personelu!
Str. 20 — ,,prébkobranie” brzmi do$¢ humorystycznie

Str. 22 - sformutowanie, ze ,badanie laboratoryjne moze da¢ wynik fatszywie ujemny” jest
btedne — badanie tkanek ptodu nie jest ,fatszywie” ujemne, wirusa tam rzeczywiscie
nie ma, fatszywie ujemne badanie to takie, w ktérym wirus jest ale go nie wykrywamy,
mozna natomiast méwic o fatszywie ujemnym badaniu wirusologicznym ktérego celem

byto okreslenie przyczyny poronienia
Str. 28 — termin ,zwalidowanie” uzywany jest czesto, brzmi jednak jak zgrzyt metalu po szkle

Str. 29 - sformutowanie ,fragment genu ORF68 o wielkosci 764 pz wszystkich dodatnich

probek EHV-1" jest dos$¢ niezreczne

Str. 30—, probki wymazow dodatnie w kierunku EHV-2" i , prawie potowa koni byta dodatnia

zaréwno w kierunku EHV-2 jak i EHV-5” - te sformutowania brzmig zargonowo

Powyisze krytyczne uwagi nie umniejszajg merytorycznej wartosci pracy, ktéra wzbogaca
0golng wiedze o herpeswirusach, i wnosi nowe, istotne dane epidemiologiczne dotyczace

herpeswiruséw wystepujacych u koni.

Stwierdzam, ze oceniana rozprawa doktorska lek. wet. Karola Stasiaka spetnia wymogi art.
13 Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. z 2003 r., Nr 65, p0z.595.) z pdzniejszymi zmianami, i
niniejszym  przedktadam  Wysokiej Radzie Naukowej Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego-Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach wniosek o dopuszczenie

lek. wet. Karola Stasiaka do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.
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