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RECENZJA

rozprawy doktorskiej lekarza wet. Karola Stasiaka

pt. ,Wystepowanie oraz charakterystyka molekularna herpeswiruséw w populacji koni
w Polsce”
wykonanej pod kierunkiem naukowym prof. dr. hab. Jerzego Roli (promotora) oraz dr.
Wojciecha Sochy (promotora pomocniczego), w Zaktadzie Wirusologii, Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego-Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach

Podstawe formalng wykonania niniejszej recenzji stanowi pismo Komisji Doktorskiej Rady
Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego-Panstwowego Instytutu Badawczego z
dnia 24.09.2018 r. (wasz znak: BRN-410/9/18), zgodnie z uchwatg Rady Naukowej Paristwowego
Instytutu Weterynaryjnego-Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach, podjetg w dniu
27.04.2016 .

Zakazenia wirusowe stanowig powazny problem epizootyczny i epidemiologiczny oraz
ekonomiczny w hodowli koni. Obok infekcji wywotanych przez wirusa grypy (Equine Influenza
Virus — EIV) i zakaznego zapalenia tetnic (Equine Viral Arteritis, EVA, EAV) wazing role w
krajowych stadninach odgrywajg zakazenia herpeswirusowe, wywotane przez alfa-herpeswirusy
oraz gamma-herpeswirusy. Alfa-herpeswirusy (Equine herpesvirus type 1, EHV-1 i Equine
herpesvirus type 4, EHV-4) powodujg, oprocz zakazen drog oddechowych, takie ronienia u
klaczy i $mieré¢ nowonarodzonych Zrebigt oraz zaburzenia neurologiczne, natomiast zakazenia
gamma-herpeswirusami (Equine herpesvirus type 2, EHV-2 i Equine herpesvirus type 5, EHV-5)
w pewnych okolicznosciach mogg powodowac¢ zapalenie spojéwek koni (EHV-2) lub wigzac sie

przyczynowo z wieloogniskowym zwtdéknieniem ptuc koni (EHV-5).

Wystepowanie herpeswiruséow w populacji koni jest powszechne, zaréwno w swiecie, jak i
w kraju. Szybkie szerzenie sie herpeswirusdw u koni wynika ze szczegdlnej adaptacji tych

zarazkdw do organizméw nosicieli i stosunkowo czestych zakazen latentnych. Zmiennosé
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herpeswiruséw znajduje swoj wyraz w rosngcej liczbie podtypdéw, stanowigcych zwiekszajace
sie zagrozenie dla koni. Szacowanie tego wymaga prowadzenia badan nad wystepowaniem i
drogami szerzenia sie chorobotwérczych herperswiruséw oraz ciggtego opracowywania i
doskonalenia technik identyfikacji tych patogendw, z wykorzystaniem réznych metod
molekularnych, w tym szczegédlnie technik opartych na amplifikacji materiatu genetycznego

(PCR, Real-Time PCR).

Przedstawiona do recenzji praca doktorska lekarza wet. Karola Stasiaka odnosi sie w petni
do tej problematyki, w sposdb naukowy i praktyczny, przyjmujgc za cel ,Okreslenie
rozprzestrzenienia zakazen herpeswirusowych w populacji koni w Polsce oraz charakterystyke

molekularng wyizolowanych szczepéw EHV-1, EHV-2, i EHV-5".

Powyzszg rozprawe doktorskg stanowi ponizszy zbidr pieciu prac, spdjnych tematycznie i
opublikowanych w indeksowanych czasopismach naukowych oraz zebranych pod wspdlnym
tytutem —,,Wystepowanie oraz charakterystyka molekularna herpeswiruséw w populacji koni w

Polsce”:

1. Stasiak K., Rola J., Zmudziiski J.F.: Herpeswirus koni typ 1 - dobrze poznany, lecz ciagle
stanowigcy wyzwanie. Postepy Mikrobiologii 2016, 55, 4, 351-360. (IF;06 = 0,311,
punkty MNiSW=15)

2. Stasiak K., Rola J. Ploszay G., Socha W., Zmudzinski J.F.: Detection of the
neuropathogenic variant of equine herpesvirus 1 associated with abortions in mares in
Poland. BMC Veterinary Research 11: 102, 2015, doi: 10.1186/s12917-015-0416-7.
(|F2015=1,643, punkty MNISW=35)

3. Stasiak K., Rola J., Zmudzinski J.F.: Application of real-time PCR for evaluation of
distribution of equine herpesvirus type 1 in tissues of aborted fetuses. Polish Journal of
Veterinary Sciences 2015,18(4):833-9. doi: 10.1515/pjvs-2015-0108. (IF3015=0,719,
punkty MNiSW=20)

4. Stasiak K., Dunowska M., Hills S.F., Rola J.: Genetic characterization of equid herpesvirus
type 1 from cases of abortion in Poland. Archives Virology 2017, 162(8):2329-2335. doi:
10.1007/s00705-017-3376-3. (IF2017=2,160, punkty MNiSW=20)

5. Stasiak K., Dunowska M., Rola J.: Prevalence and sequence analysis of equid
herpesviruses from the respiratory tract of Polish horses. Virology Journal 2018, 11:
15(1):106. doi: 10.1186/512985-018-1018-3. (IF2017=2,465, punkty MNiSW=20)

Zgodnie z powyzszym zestawieniem, prace te zostaty opublikowane w latach 2015-2018,
w czasopismach z listy A Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (zbiorczy IF=7,298,
catkowita liczba punktéw MNiSW=110). Wszystkie manuskrypty majg charakter wspdtautorski,

w ktérych doktorant jest zawsze na pierwszym miejscu, z nastepujgcymi wktadami w
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przygotowanie poszczegdlnych publikacji — 80% (praca przegladowa, nr 1), 50% (praca
oryginalna, nr 2), 70% (praca oryginalna, nr 3), 60% (praca oryginalna, nr 4) i 50% (praca

oryginalna, nr 5).

Opracowanie tematyczne, poprzedzone stosownymi oswiadczeniami promotora i autora
rozprawy, spisem najwazniejszych skrotéw oraz wykazem powyzszych publikacji, liczy 48 stron
tekstu o okreslonej strukturze (spis tresci), obejmujgcej nastepujace rozdziaty: Wstep, Cel i
zakres pracy, Omoéwienie gtownych wynikdw prac doswiadczalnych, Whnioski, Streszczenie,
Summary i PiSmiennictwo. Cato$¢ opracowania koriczg petne teksty publikacji stanowigcych

podstawe rozprawy doktorskie;j.

W pierwszej czesci pracy, zwanej ,Wstepem” (wykorzystujgc publikacje przegladowsa pt.
»Herpeswirus koni typ 1 - dobrze poznany, lecz ciggle stanowigcy wyzwanie”) syntetycznie
scharakteryzowano herpeswirusy wystepujgce u koniowatych, budowe wirionu i namnazanie
EHV-1, wystepowanie zakazen herpeswirusowych w populacji koni, patogeneze zakazenia EHV-
1, postacie kliniczne i nastepstwa zakazenia koni wywotywanego przez EHV-1 i EHV-4,
diagnostyke laboratoryjng w rozpoznawaniu zakazen EHV-1 oraz sposoby i zasady zapobiegania
(w tym immunoprofilaktyke swoistg) zakazen herpeswirusowych u koni. Ta cze$¢ pracy dowodzi
bardzo dobrej znajomosci przez doktoranta opisywanej problematyki.

Dobrze sformutowany zostat réwniez cel pracy, ktory jest spdjny z tematem rozprawy
doktorskiej oraz sprecyzowany w szerokich zakresach, obejmujacych nastepujgce zadania:

1. Okredlenie rozprzestrzenienia zakazen herperswirusami (EHV-1, EHV-2, EHV-4, EHV-5) w

populacji koni w Polsce na podstawie wynikéw badan wymazow z nosa z uzyciem testu
real-time PCR.

2. lzolacje wiruséw w hodowli komérkowej i stworzenie kolekcji krajowych szczepdéw
herpeswirusow koni.

3. Analize molekularng archiwalnych i aktualnie krazgcych szczepéw EHV-1, wyizolowanych
z poronionych ptodéw, padtych Zrebigt i wymazow z nosa.

4, Analize filogenetyczng polskich izolatéw EHV-2, EHV-5.

Rozdziat pracy pt. ,,Omodwienie gtéwnych wynikéw prac doswiadczalnych” przygotowano
wykorzystujgc prace wtasne, opublikowane wczesniej w recenzowanych czasopismach
naukowych.

Badania, oparte o nowoczesne metody laboratoryjne (zrecenzowane pozytywnie w
cytowanych publikacjach) stosowane w identyfikacji wiruséw i ich genotypow, pozwolity na
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okreslenie wystepowania wybranych zakazen herpeswirusowych (w tym szczegdlnie aktualnie
krgzacych szczepéw EHV-1) w populacji koni w Polsce (takze w odniesieniu do poronien u klaczy
oraz ryzyka wystgpienia nerwowej postaci EHM) oraz charakterystyke molekularng i
filogenetyczng EHV-2, EHV-5.

W pierwszej, cytowanej w rozprawie doktorskiej, pracy doswiadczalnej stwierdzono, ze w
latach 1999-2012, wystgpity liczne przypadki (18 pozytywnych izolatéw) poronien u klaczy
wywotane nieneuropatogennymi szczepami EHV-1 oraz 2 przypadki wywotane
neuropatogennymi szczepami EHV-1 (genotyp Gas4). Nalezy podkresli¢, ze w publikacji tej, po
raz pierwszy w kraju opisano obecno$¢ w poronionych ptodach konskich ten ostatni rodzaj
zakazenia.

W drugiej pracy doswiadczalnej przedstawiono procedury zmodyfikowanego
zastosowania testu real-time PCR w diagnostyce roniei u klaczy wywotywanych przez wirusa
EHV-1, co pozwolito (po walidacji i uzyskaniu pozytywnego wyniku w badaniu biegtosci) na
wdrozenie go do rutynowej diagnostyki zakazen EHV-1/4 w Zaktadzie Wirusologii
Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego-Paristwowego Instytutu Badawczego w Putawach.
Nalezy tu podkresli¢ szczegdlnie duze znaczenie praktyczne otrzymanych wynikéw.

W trzeciej pracy doswiadczalnej kontynuowano genetyczne analizy izolatéw EHV-1
powodujacych ronienia u klaczy w Polsce. Analizie genetycznej poddano gen ORF30 oraz ORF68
— uwazany za marker stuzgcy do okreslenia pochodzenia geograficznego szczepow EHV-1.
Badania wykazaty, ze obecnie w kraju dominujg szczepy nieneuropatogenne EHV-1a7:54.
Opisane w pracy sekwencje nukleotydowe polskich izolatéw EHV-1 zostaty wpisane do GenBank
Nucleotide Sequence Database. Ma to takze duze znaczenie poznawcze i aplikacyjne.

W ostatniej, cytowanej pracy doswiadczalnej, oceniono wystepowanie aktywnych zakazen
herpeswirusowych koni (EHV-1, EHV-2, EHV-4, EHV-5), pochodzgcych z 13 panstwowych
stadnin w Polsce. Analizujgc probki wymazéw z nozdrzy koni, wykazano obecno$¢ DNA
wirusowego (real-time PCR, z zastosowaniem starteréw specyficznych dla glikoproteiny B EHV-
1/4 i EHV-2/5), w odniesieniu do: EHV-2 (77,2% przypadkéw zakazonych koni), EHV-5 (47%
przypadkéw zakazonych koni) i EHV-4 (0,4% przypadkéw zakazonych koni), bez obecnosci
materiatu genetycznego EHV-1. W pracy omoéwiono takze zmienno$¢ genetyczng izolatéw EHV-
2 i EHV-5. Przeanalizowano takie wptyw wieku i rasy na wystgpienie zakazen okreslonymi
herpeswirusami, co ma takze duze znaczenie praktyczne. Powyzsze, pionierskie badania, zostaty

po raz pierwszy opisane w cytowanej publikacji.



Rozdziat pt. ,, Wnioski” odnosi sie do tematu oraz celu pracy i poszczegdlnych zadan
badawczych realizowanych w ramach rozprawy doktorskiej. Zostat przygotowany w postaci,
syntetycznie sprecyzowanych, pieciu wnioskéw.

Rozprawe doktorsky koriczy dobrze przygotowane streszczenie (takze w j. angielskim) oraz

wyczerpujacy spis pismiennictwa, obejmujgcy 96 pozycji literaturowych.

Przestawione do oceny opracowanie tematyczne w postaci rozprawy doktorskiej, oparte o
cytowane publikacje wtasne (wspétautorskie), posiada pewne niedociggniecia, ktére zostaty (z
obowigzku Recenzenta) przedstawione w postaci nastepujgcych uwag krytycznych, o

charakterze ogdlnym i/lub bardziej szczegétowym:

1. Pierwsza cze$é pracy jest bardziej przegladem literatury niz wstepem, w klasycznym tego
rozumieniu. Wtasciwy wstep powinien zawierac istotne wprowadzenie do obszaru
problemowego pracy i zwieztq prezentacje dotychczasowego stanu badan oraz
szczegOlnie podkresli¢ waznosé podjetego problemu badawczego.

2. Przeglad literatury zostat przygotowany starannie, ale zgodnie z pracg Garvey i wsp.
Equid herpesvirus 8: Complete genome sequence and association with abortion in
mares. PlosOne. 2018, tabela 1 powinna by¢ w przysztosci zmodyfikowana.

3. Ze wzgledu na ewentualng role ogiera i jego nasienia (krycie naturalne i inseminacja) w
epidemiologii EHV-1 i EHV-4 (potencjalne zakazenie o charakterze wenerycznym)
informacja o tym powinna znalez¢ sie w podrozdziale pt. ,,Patogeneza zakazenia EHV-1”,
przed opisem wtornych zrédet zakazenia. Ten akapit powinien by¢ takze uzupetniony o
informacje zawarte w publikacji Tearle i wsp. Replication of equid herpesvirus-1 (EHV-1)
in the testes and epididymides of ponies and venereal shedding of infectious virus._J
Comp Pathol. 1996.

4, Powinno sie réwniez poda¢ informacje, ze potencjalnym Zrédtem i drogg zakazenia EHV-
1 moze by¢ takze zarodek i/lub jego transfer (zgodnie z pracg, Hebia i wsp. Potential risk
of equine herpes virus 1 (EHV-1) transmission by equine embryo transfer.
Theriogenology, 2007).

5. Nawigzujgc do powyiszego nalezy stwierdzi¢, ze ciekawym bytoby w przysztosci
przeprowadzenie badan pod katem ewentualnego wystepowania EHV w rozrodczym

materiale biologicznym, pochodzgcym z krajowych stad i stadnin koni.
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6. Redagujac podrozdziat pt. ,Postacie kliniczne” nalezato takze wspomnieé, ze u ogierow
reproduktorow w zwigzku z infekcjag EHV-1 mozina zaobserwowaé zaburzenia
neurologiczne, w postaci porazenia pracia i napletka oraz urospermii. Informacje te sg
jednak bardziej specjalistyczne i niewatpliwie wykraczajg ponad zainteresowania
naukowe doktoranta.

7. W rozdziale pt. ,,Oméwienie gtownych wynikéw prac doswiadczalnych” powinno sie
omawiac¢ wyniki badan zachowujgc porzgdek tematyczny zgodny z kolejnoscig podanych
zadan badawczych, a nie czasem publikacji.

8. Zgodnie z powyziszym, pewnego przeredagowania powinny ulec takze wnioski, aby
bardziej precyzyjnie odpowiadaé¢ na stawiane sobie cele badawcze i otrzymane wyniki
badan. Tak wiec przeredagowany i uzupetniony wniosek 4. powinien by¢ podany jako 1.
Obecny wniosek 1. nalezatoby potgczyé tematycznie z 3. wnioskiem, natomiast 2.
przeredagowaé i uzupetnié, gdyz odnosi sie tylko do domyslnego celu badawczego. Na
koncu, powinny znalezé sie wnioski dotyczgce molekularnej charakterystyki i analizy
filogenetycznej wybranych szczepdw EHV wystepujgcych w populacji koni w Polsce. Na
marginesie tego, w streszczeniu opisano w sposdéb bardziej uporzgdkowany otrzymane
wyniki badan, niz to uczyniono we whnioskach.

9. Wydaje sie, ze dyskusje nad uzyskanymi wynikami badan, wprawdzie zostaty juz
pozytywnie zrecenzowane, powinny by¢ nieco pogtebione, np. winno sie ustosunkowac
do zupetnego braku izolacji w wymazach z nozdrzy badanych koni materiatu
genetycznego EHV-1 (Stasiak i wsp. 2018).

10. Rozdziat ,,PiSmiennictwo” powinien by¢ uzupetniony o nowe pozycje, np. cytowane
wyzej, oraz poprawiony z podaniem autora w prawidtowej kolejnosci, zgodnej z rokiem
opublikowania jego prac (np. w odniesieniu do publikacji Pusterla N.).

11. W tekscie rozprawy doktorskiej pojawito sie niewiele brakéw i niedociggniec

wptywajacych na jej estetyke.

Przedstawione uwagi, o charakterze bardziej porzadkowym i/lub dyskusyjnym, nie
umniejszajg wysokiej, naukowe] oraz praktycznej, wartosci rozprawy doktorskiej, opartej o
okreslony cykl opublikowanych prac tematycznych.

We wniosku korcowym nalezy stwierdzié, ze przedstawiona rozprawa doktorska,

stanowigca zestaw kilku prac, pod wspdlnym tytutem , Wystepowanie oraz charakterystyka
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molekularna herpeswiruséw w populacji koni w Polsce” spetnia wymogi ustawowe stawiane
rozprawom doktorskim okreslone w Ustawie o Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym oraz o
Stopniach i Tytule w Zakresie Sztuki, z dnia 14.03.2003 r. (Dz. U. nr 65, poz. 595 z 2003 r., z
pézniejszymi zmianami). Zgodnie z powyiszym, przedkfadam Wysokiej Radzie Naukowej
Paristwowego Instytutu Weterynaryjnego-Paristwowego Instytutu Badawczego w Putawach
wniosek o dopuszczenie lekarza wet. Karola Stasiaka do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Jednoczesnie, z uwagi na bardzo szeroki zakres badan oraz nowatorski charakter wielu
aspektow, poznawczych i aplikacyjnych, zawartych w zbiorze publikacji stanowigcych podstawe
recenzowanej rozprawy doktorskiej, w tym: 1. dokonanie oceny wystgpowania (w zaleznosci od
regionu, wieku i rasy) aktywnych zakazeni herpeswirusowych (EHV-2, EHV-4, EHV-5) u koni (9
réznych ras koni, pochodzacych z 13 paristwowych stadnin w Polsce), 2. modyfikacje testu real-
time PCR do diagnostyki wirusa EHV-1 stanowigcego przyczyne poronieri u klaczy, 3. wykazanie
po raz pierwszy w kraju, w poronionych ptodach konskich, zakazern neuropatogennymi
szczepami EHV-162054 (EHM) oraz 4. wykonanie szczegétowych analiz molekularnych krajowych

izolatéw EHV-1 oraz EHV-2 i EHV-5, wnioskuje o jej wyrdznienie.




