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RECENZJA
rozprawy doktorskiej
lekarza weterynarii Kingi Domrazek
pod tytutem
Wplyw réznych gatunkow Mycoplasma spp., Herpesvirus canis typu 1 i Chlamydia spp.

na jakos$¢ nasienia psa domowego (Canis familiaris)

Ocena zostala wykonana na zlecenie Rady Dyscypliny Weterynaria, Szkoty Gléwnej

Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie na podstawie uchwaty z dnia 17 wrzesnia 2024 r.

Nieplodnos’é zwierzat towarzyszacych staje si¢ rosngcym problemem w ostatnich
kilkunastu latach, podobnie jak u ich wlascicieli. Na zdrowie psow, podobnie jak i ludzi wplyw
maja zmiany cywilizacyjne tj. globalizacja, intensyfikacja przemieszczania, czy dost¢p do
opieki zdrowia oraz zmiany srodowiska, np. kryzysy klimatyczne. W odréznieniu od zwierzat
gospodarskich, badania przegladowe dotyczace zagrozen epidemiologicznych u zwierzat
towarzyszacych sg rzadko inicjowane, gdyz do kazdego psa podchodzi si¢ najczesciej jak do
indywidualnego przypadku. Tym samym skala zagrozen jest mato poznana, a co moze nawet
czgstsze, moze by¢ Zle intepretowana. Dlatego wybor kierunku i zastosowana metodyka badan
lek. wet Kingi Domrazek wydaja si¢ bardzo trafne i majace na wzgledzie zarowno aspekty
poznawcze, jak i praktyczne. Interesariuszy takich badan, czyli wlascicieli pséw, zrzeszonych
w Zwigzku Kynologicznym w Polsce (ZKwP) jest ponad 30 tys., a problemy w rozrodzie psow
sg jednymi z czgstszych powodow interwencji weterynaryjnych u pséw rasowych. Charakter
podjetych przez doktorantk¢ badan dotyczacych zakazen Mycoplasma spp., herpeswirusem
psim typu 1 1 Chlamydia spp.. u psow jest oryginalny w skali kraju, a nawet pionierski w skali
mig¢dzynarodowej, gdyz danych na temat wplywu tych zakazen na ptodnos¢ samcow wiasciwie
brak. Mimo, ze Doktorantka nie wykazala takiego wplywu przy zakaZeniach mykoplazmami,
a wyniki dla pozostatych dwdch patogenow wskazujg raczej na sporadyczne siewstwo u psow,
wynik ujemny nie umniejsza wartosci tych badan. Patogeny te znane sa jako czynniki
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prowadzi¢ do resorpcji zarodkéw, ronien, mumifikacji plodéw, czy urodzen martwych
szczenigt. CHV-1 znany jest rowniez z wywolywania wysokiej $miertelnosci u szczeniat w
pierwszym miesigcu zycia. Nie ma dowodow, ze do transmisji tych patogenéw u psow
dochodzi drogg weneryczng, gdyz dane na temat roli samca w rozprzestrzenianiu si¢ zakazen
mykoplazmami, chlamydiami i CHV-1 nigdy nie zostato jednoznacznie udowodnione. Dlatego
nalezy podkresli¢, ze przeprowadzone badania maja charakter prac oryginalnych, pierwszych
w kraju i stanowia dobry wstep do dalszych badan.

Rozprawa doktorska lek. wet. Kingi Domrazek sklada si¢ z monotematycznego cyklu
czterech publikacji, w tym jednej przegladowej stanowigcej niejako wstep do badan wiasnych.
Wszystkie prace zostaty opublikowane w jezyku angielskim w czasopismach z listy JCR i byly
poddane recenzji na zasadzie peer-review. We wszystkich publikacjach lek wet. Kinga
Domrazek jest pierwsza autorka, a jej wklad jest okreslony miedzy 65% a 80%. Doktorantka
przeanalizowata wyniki poszczegélnych prac, ktére sg spéjne z tematem rozprawy i
zaprezentowala je zbiorczo na '52 stronach tekstu z podzialem na nastgpujgce czgsci:
Streszczenia w jezyku polskim i angielskim; Wykaz skrotow; Wykaz publikacji stanowiacych
dysertacjg; Wstep; Cel pracy; Materiaty i Metody; Wyniki; Wnioski i Pismiennictwo sktadajace
si¢ z 90 nienumerowanych pozycji.

Streszczenia przedstawiajg skrotowo i jasno cel i wyniki badan. Jedyna uwaga dotyczy
wniosku podsumowujgcego streszczenie o tresci: "Mycoplasma spp. wystepuje powszechnie w
roznych czesciach ukladu rozrodczego psow i jej obecnosé nie jest zwigzana z wystepowaniem
niepltodnosci” (str. 9), ktory nie jest poparty prezentowanymi badaniami. Doktorantka badata
tylko wptyw na jako$¢ nasienia samcow, nie na plodno$é, a nie jest to jednoznaczne. Nie
analizowala np. uzytkowosci badanych samcow jako reproduktoréw, czy liczebnosci miotow.
Dodatkowo mycoplazmy s3 jednym z gléwnych czynnikéw, ktére mogg mie¢ wplyw na
rozrodczos¢ suk hodowlanych wywotujac u nich ronienie, czy resorpcje zarodkéw. Podobnie
w streszczeniu angielskim istnieje tylko ,.infertility”, a nie ,,semen quality” (str. 11).

We wstepie Doktorantka przedstawita ogdlnie aktualng wiedzg dotyczaca problemoéw
rozrodu samcow i nowe techniki oceny jakosci nasienia (CASA). Nastgpnie przeanalizowata
dostepng wiedz¢ dotyczaca kazdej z grup badanych patogenéw. W podrozdziatach dotyczacych
oddzielnie Mycoplasma spp., herpeswirus psow typu 1 i Chlamydia spp. podata ich
systematyke, charakterystyke, patogenno$¢, drogi szerzenia sig, dostepne metody diagnostyki,
mozliwosci leczenia, czy profilaktyki.

W Materiatach i Metodach do oceny wptywu drobnoustrojéw na jakos$¢ nasienia psa

domowego wykorzystano 78 probek wymazoéw z napletka i od 52 do 63 (w zaleznosci od
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patogenu) probek wymazoéw z nasienia. Weryfikacja psow zdrowych do dalszych badan
przeprowadzana byla na podstawie kryteriow klinicznych i badania poziomu hormonéw
piciowych. Probki pobierano od psow zdrowych z poziomem hormondéw w surowicy krwi nie
odbiegajacych od normy. Jako$¢ nasienia byla oceniana makroskopowo, mikroskopowo i za
pomocg wspomaganej analizy komputerowej CASA. Badania obecnosci materialu
genetycznego Mycoplasma spp., Herpeswirusa psow typu 1 i Chlamydia spp. wykonywano w
laboratorium komercyjnym za pomoca PCR i real-time PCR. Identyfikacj¢ poszczegdlnych
gatunkow mykoplazm przeprowadzono za pomocg PCR wykorzystujgc startery opisane w
pracy przegladowej. Dodatkowo do identyfikacji bakterii tlenowych zlecono badanie
bakteriologiczne poszerzone o identyfikacj¢ gatunkowg w aparacie MALDI-TOF w
laboratorium komercyjnym. Wyniki tych badan nie byly przedmiotem rozprawy doktorskiej,
ale znalazly si¢ w ostatniej publikacji cyklu. Dobor testow do badan statystycznych obejmujacy
testy nieparametryczne byl prawidlowy, szczegdlnie, ze badania objely nierdwnie liczebnie
grupy samcow, a rozklady zmiennych ilosciowych nie spelnialy warunkéw normalnosci.
Podstawowym bowiem kryterium $wiadczacym o nieplodnosci byla obecno$¢ i brak
plemnikéw w ejakulacie, i tak w grupie psow, u ktorych badano wptyw obecnosci mykoplazm
w napletku to bylo 6 pséw z azospermig do 72 osobnikéw z liczbg plemnikéw w normie, a w
przypadku badan wpltywu obecnosci mykoplazm w nasieniu bylo to 6 (jeden z azoospermig i
5 z oligospermia) do 46 lub 57 psow z prawidtowym nasieniem. Warto jednak mie¢ na uwadze
wplyw takich dysproporcji w liczebnosci grup w interpretacji wynikéw badan pod wzgledem
ich statystycznej istotnosci.

Wyniki. Mykoplazmy stanowia komensalnag mikroflor¢ nabtonka uktadu rozrodczego
zwierzat, dlatego badajgc wptyw ich obecnosci na zaburzenia w reprodukcji u pséw, powinno
si¢ bra¢ pod uwage metodyke pozyskiwania nasienia, tak aby nie zanieczyscié¢ go podczas
ejakulacji mikroflorg napletka. Moja uwage zwrocil bardzo duzy odsetek okreslanych jako
Mycoplasma spp.-dodatnie samce, czyli te ktore posiadaja bakterie w napletku badZ nasieniu.
Gatunkiem dominujgcym w napletku byl M. cynos, ktory stwierdzono w ponad 60% wymazow.
Gatunek ten zasiedlajgcy uklad oddechowy uznawany jest za potencjalny patogen biorgcy
udzial w CIRD (z ang. Canine Infectious Respiratory Disease - zakazna choroba ukladu
oddechowego pséw). W nasieniu natomiast dominowat M. HRC689 oraz M. canis. Dlatego
mam dwie watpliwosci: 1) czy obecnosé takiej roznorodnosei gatunkéw mykloplazm nie jest
zwigzana na przyklad z kontaminacja blony $luzowej napletka przez te samo zwierze lub inne
znajdujgce si¢ w hodowli/schronisku; 2) w jaki sposob zabezpieczono nasienie przed

zanieczyszczeniem mikroflora §luzoéwki napletka przy pobieraniu ejakulatu? W badaniach az u
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38 z 63 psow (60%) stwierdzono obecnos¢ materiatu genetycznego bakterii w nasieniu, co
sugeruje, ze namnazajg si¢ one w ukladzie rozrodczym samcoéw. Dodatkowo w przypadku 10
z 38 nie mozliwa byla identyfikacja gatunku mykoplazm. Doktorantka nie poréwnata wynikéw
badan wymazéw z napletka i nasienia, a przedstawila je jako dwie oddzielne grupy tak jak
zostaly opublikowane. Moze warto by bylo je poréwnaé, jesli cze$¢ probek pochodzitaby od
tych samych osobnikéw? Nalezy réwniez zaznaczyé, ze Doktorantka w pracy nie okre$lata
zywych mykoplazm, tylko wykrywata material genetyczny za pomocg PCR bezposrednio z
wymazow, wigc nawet jesli zastosowano by ilosciowy PCR w czasie rzeczywistym, nalezatoby
zachowa¢ ostrozno$¢ w stawianiu zaleznosci migdzy skladem mykoplazm w mikrobiomie
ukladu rozrodczego samcéw a ich nieplodnoscia. W badaniach bakteriologicznych
wykonywanych dodatkowo przez Doktorantke¢ juz tylko z 13% probek wymazéw z nasienia
namnozono bakterie tj. Staphylococcus pseudintermedius, Streptococcus canis, Staphylococcus
vitulinus, E. coli i Pseudomonas sp.. Niemniej jednak wszystkie badania podjete lub
zainicjowane przez Doktorantke¢ maja bardzo duza warto$¢ poznawczg i referencyjng,
szczegdlnie w czasach kiedy tradycyjne metody mikrobiologiczne ze wzgledu na trudnosci w
wykonaniu wypierane sg przez szybkie i czute metody biologii molekularne;.

W badaniach CHV-1 Doktorantka skoncentrowata si¢ réwniez na wykrywaniu
materialu  genetycznego wirusa i nie wybrala testow serologicznych, najczescie]
wykorzystywanych do okreslenia ekspozycji i/lub latencji alfaherpeswirusami. W
podsumowaniu wynikéw (str. 44) Doktorantka stwierdza, ze cytuje: ,.istnieje ryzyko, ze
uzyskano wyniki falszywie ujemne, gdyz niektorzy autorzy sugerujq, iz siewstwo wirusa w stanie
latencji jest niewielkie. Z drugiej jednak strony, diagnostyka metodami molekularnymi jest
niezwykle czula i zgodnie z aktualnym stanem wiedzy, ryzyko uzyskania wynikéw falszywie
ujemnych jest niezwykle mate . Myslg, ze taki wniosek wynika to z nieprecyzyjnie okreslonego
celu pracy: “Ocena wplywu drobnoustrojéw na jakos$¢ nasienia psa domowego”. Bo, w
przypadku badan mikroflory tj. mykoplazmy i chlamydie, sama obecnos$¢ bakterii w badanym
materiale jest miarodajna. Do tego badania zostaty realizowane poprzez: ,,Ocene i poréwnanie
Jakosci nasienia pséw-nosicieli [ ...] Herpesvirus canis [...],, (str. 28), czyli pséw zakazonych.
W przypadku zakazenia CHV-1 u psoéw, jak w przypadku wielu innych alfaherpeswiruséw
dochodzi do zakazenia latentnego i wirus zostaje u$piony w tkance limfatycznej w formie
zwigzanej z komorkami. Jego siewstwo w stanie wolnym zwigzane jest z wystgpieniem
czynnikdw immunosupresyjnych. Nie zgadzam si¢, ze badanie serologiczne jest
niemiarodajnym dla CHV-1, bo jest z sukcesem uzywane np. do doboru buhajéw w centrach

unasieniania, ktérych status dotyczacy BoHV-1 oparty jest na badaniu surowicy na obecnosé
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specyficznych przeciwcial. Oczywiscie badanie serologiczne nie powie kiedy doszlo do
ekspozycji, ale siewstwo z nasieniem tym bardziej bedzie miato charakter przejsciowy, dlatego
nawet przy zastosowaniu najczulszych metod biologii molekularnej, mozemy uzyskaé wynik
fatszywie ujemny badajac zakazonego samca jednokrotnie. Reaktywacja CHV-1 u latentnie
zakazonych pséw i jego siewstwo, podobnie jak u bydla, nawet po zastosowaniu
immunosupresyjnie kortykosterydéw jest najczesciej bezskuteczna. Trudno znalezé na to
dowody, gdyz prace lek. wet. Kingi Domrazek sa prawdopodobnie jedynymi w najnowszej
literaturze, w ktérych badano siewsto wirusa u pséw z nasieniem. Istnieje tylko praca
Ledbettera i wsp. (2010) o probie eksperymentalnej reaktywacji CHV-1 u pséw zakazonych
latentnie po miejscowym zastosowaniu prednizolonu do worka spojéwkowego, ktora jednak
nie zakonczyla si¢ sukcesem. Dlatego moja sugestig jest wiaczenie serologii w badania
przesiewowe pséw w przyszlosci i zachgcam do kontynuowania przez lek. wet Kinge
Domrazek tych bardzo potrzebnych badan.

Na podstawie wynikéw badan Doktorantka sformutowata pi¢é¢ syntetycznych i trafnych
wnioskow koncowych. Pomimo, ze wystgpowanie CHV-1 w nasieniu u polskich pséw-samcow
bylo sporadyczne, zachgcam Panig lek. wet. Domrazek do dalszych badan i objecie rowniez
nieplodnosci u suk i rolg¢ w etiologii $miertelnosci i zachorowan u mlodych szczeniat. Nalezy
podkresli¢ nie tylko wartos¢ merytoryczng rozprawy, ale takze zaangazowanie sie Doktorantki
w probkobranie i pozyskanie tak liczebnej proby psow, co wymagato wspétpracy i zaufania ze
strony wlascicieli reproduktoréw. Moze niewiele 0s6b o tym wie, ale Autorka rozprawy jest
aktywng hodowczynig i czlonkiem ZKwP, a jako lekarz weterynarii zaangazowana jest w
popularyzacj¢ wiedzy o problemach w rozrodzie zaréwno dla lekarzy, jak i hodowcow.

Drobne uwagi redakcyjne, ktére nie umniejszaja wartosci naukowej dysertacji dotycza:
- w tytule jak i w tekscie powinna by¢ nazwa polska: herpeswirus pséw typu 1;

- braku wydruku artykutu 2, jednak znajduje si¢ on w wersji elektronicznej;

- brak Supplementary Materials w ostatnim artykule w wersji drukowanej i elektronicznej

rozprawy.

Podsumowujac, przeanalizowawszy udost¢pnione mi materialy, mimo drobnych
uwag i sugestii, oceniam rozprawe¢ doktorska Pani lek. wet. Kingi Domrazek pt. Wplyw
réznych gatunkéw Mycoplasma spp., Herpesvirus canis typu 1 i Chlamydia spp. na jako$é
nasienia psa domowego (Canis familiaris)” bardzo wysoko. Stwierdzam, ze w pelni
odpowiada ona warunkom stawianym rozprawom doktorskim okreslonym w Ustawie z

dnia 20 lipca 2018 r. z p6zniejszymi zmianami (Dz.U. z 2023 r. poz. 742 ze zm.) i wnosz¢
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do Wysokiej Rady Dyscypliny Weterynaria, Szkoly Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w
Warszawie wniosek o dopuszczenie lek. wet. Kingi Domrazek do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Jednoczesnie w zwiazku z tym, ze prace stanowigce cykl sa
unikalne i maja duze szanse by¢ szeroko cytowane, wnioskuj¢ o wyréznienie ocenianej

rozprawy doktorskiej stosowna nagroda Rektora SGGW.

dr hab. Magdalena Larska, prof. nadzw. PIWet-PIB



