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1  Zyciorys naukowy

Monika Szymanska-Czerwinska

Zaktad Choréb Bydta i Owiec/Laboratorium Diagnostyki Serologicznej
Panstwowy Instytut Weterynaryjny — Panstwowy Instytut Badawczy
Al Partyzantow 57

24-100 Putawy

tel.81 88932 71

email: monika.szymanska@piwet.pulawy.pl

1.1  Wyksztalcenie

rok _ wyksztalcenie
studia magisterskie wydziat Farmaceutyczny, Oddziat Analityki Medyczne;j
1999-2004 Akademii Medycznej w Lublinie — tytul magistra analityki medycznej
Tytul rozprawy magisterskiej ,,Poszukiwanie mutacji punktowych w genie
pRB w raku endometrium” - promotor prof. dr hab. Jacek Wojcierowski

tytul doktora nauk weterynaryjnych nadany Uchwalg Rady Naukowe;j

Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego - Panstwowego Instytutu
2010 Badawczego w Putawach z dnia 08-12-2010

Tytut rozprawy doktorskiej ,, Wptyw stosowanych w paszach prebiotykow

i tylozyny na wybrane parametry immunologiczne i produkcyjne cielat,, -

promotor prof. dr hab. Dariusz Bednarek, recenzenci: prof. dr hab. Anna

Winnicka oraz prof. dr hab. Krzysztof Kwiatek. (zat. nr 1)

1.2  Doswiadczenie zawodowe (informacje o zatrudnieniu w tym w jednostkach naukowych)

rok doswiadczenie zawodowe
specjalista inzynieryjno - techniczny w Zaktadzie Chorob Bydta
2005-2007 i Owiec, Panstwowy Instytut Weterynaryjny - Panstwowy Instytut
Badawczy (PIWet-PIB) w Putawach
2007-2011 asystent w Zaktadzie Chor6b Bydta i Owiec, PIWet-PIB
od 2011 - obecnie adiunkt/ kierownik ds. jakosci w Zaktadzie Chorob Bydta i Owiec,
PIWet-PI1B
od 2011 - obecnie kierownik/ kierownik ds. jakosci Laboratorium Diagnostyki
Serologicznej, PIWet-PIB
od 2013 - obecnie ekspert Polskiego Centrum Akredytacji
od 2013- obecnie wykladowca w Centrum Edukacji CE2 w Lublinie

2  Przebieg pracy naukowo-badawczej

2.1 Praca magisterska

W trakcie studiow na Wydziale Farmaceutycznym, Oddziat Analityki Medycznej
w Lublinie oprdocz uczestnictwa w obowigzkowych zajeciach dydaktycznych zaangazowana byta
w dzialalno$¢ naukowo-badawcza min. poprzez uczestnictwo w Kole Naukowym
Toksykologicznym prowadzonym w Katedrze i Wydziale Toksykologii pod kierownictwem Pani



prof. dr hab. n. farm. Ewa Jagielo-Wojtowicz. W tym czasie bralam czynny udziat
w wykonywaniu badan eksperymentalnych na zwierzgtach laboratoryjnych min. w zakresie
badania skuteczno$ci preparatow przeciwbdlowych. Jednoczesnie w obszarze moich
zainteresowan byly nowoczesne metody laboratoryjne min. PCR. Dlatego tez prace magisterska
pt ,,Poszukiwanie mutacji punktowych w genie pRB w raku endometrium” wykonywatam
w Zaktadzie Genetyki Medycznej, ktorej promotorem byt prof. dr hab. Jacek Wojcierowski.
Badania dotyczyly czestoSci wystepowania zaburzen w genie pRB z uwzglednieniem
wystgpowania utraty heterozygotycznosci (LOH) w intronach 4, 17 i 20 tego genu u kobiet
z rakiem endometrium. Ponadto, w badaniach uwzgledniona zostata ocena korelacji pomig¢dzy
wystapieniem mutacji w genie pRB oraz wiekiem pacjentek i kliniczno-histopatologicznymi
wyktadnikami zaawansowania raka endometrium. Przeprowadzone przez mnie badania wykazaty,
ze LOH wystepuje w niewielkim odsetku analizowanych przypadkow. W zwiazku z czym mozna
zaktada¢, ze zmiany w genie pRB moga by¢ powodowane przez inny mechanizm inaktywacji niz
LOH np. poprzez zmiany na poziomie transkrypcji i translacji. Badania przeprowadzone przez
mnie wykazaly, ze LOH w genie pRB wystepuje we wezesnym stadium klinicznym, co dowiodto,
ze utrata heterozygotyczno$ci ma miejsce przed klonalng ekspansjg guza. Przeprowadzona analiza
statystyczna wykazala, ze brak jest korelacji pomigdzy wiekiem pacjentek, a mutacja w obrebie
genu pRB. Badania stanowily cenny wkiad w rozwo6j wiedzy w zakresie mechanizmow
powstawania nowotworow oraz sposobow ich zapobiegania poprzez stosowanie terapii genowe;.
Uzyskane wyniki badan zostaly przedstawione w pracy magisterskiej, ktéra obronitam w czerwcu
2004r. z wynikiem bardzo dobrym.

2.2. Pierwszy etap pracy naukowo-badawczej w PIWet-PIB — substancje czynne
w paszach leczniczych

Zdobyte doswiadczenie w trakcie toku studidow umozliwily mi podjecie w 2005r. pracy na
stanowisku specjalisty inzynieryjno-technicznego w Panstwowym Instytucie Weterynaryjnym -
Panstwowym Instytucie Badawczym w Putawach w Zaktadzie Chorob Bydta i Owiec. Wowczas
to powierzono mi opracowanie i wdrozenie metody mikrobiologicznej — plytkowej do
wykrywania i oznaczania substancji czynnych w paszach leczniczych min. tylozyny, tiamuliny,
linkomycyny, chlorotetracykliny. W tym okresie odbylam dwu tygodniowy staz w RIKILT
Institute, Wageningen, Holandia, gdzie doskonalitam swoje umiejetnosci praktyczne oraz wiedzg
teoretyczng w zakresie wykrywania substancji niedozwolonych w paszach oraz oznaczania
poziomu substancji czynnych w paszach leczniczych przy zastosowaniu, zarowno technik
mikrobiologicznych, jak i chemicznych min. wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).
Ten etap mojej dziatalnosci badawczo-technicznej zakofczony zostal opracowaniem
i wdrozeniem do stosowania przez Laboratoria Inspekcji Weterynaryjnej 6 instrukcji dotyczacych
oznaczania poziomu antybiotykow w paszach leczniczych (zat. nr 3 pkt. 111 M poz. 1-6). Ponadlto,
z tego obszaru aktywnoS$ci powstata publikacja (zat. nr 3 pkt. I1 Al poz. 2, 3).

2.3. Praca doktorska

Jednoczesnie zaangazowana byla w prace badawczo-eksperymentalne zwigzane
z odpowiedzia immunologiczng, zaréwno typu komodrkowego, jak i humoralnego u bydta
zywionego pasza z dodatkami antybiotykowych stymulatoréw wzrostu (ASW) oraz substancjami
dla nich alternatywnymi min. prebiotykami. Badania w tym zakresie staty si¢ przedmiotem mojej
rozprawy doktorskiej pt ,,Wplyw stosowanych w paszach prebiotykdw i tylozyny na wybrane
parametry immunologiczne i produkcyjne cielat”. Tematyka prowadzonych badan byta wowczas
bardzo istotna z punktu widzenia wymagan prawnych zwigzanych z wprowadzeniem w 2006r.
zakazu stosowania ASW w zywieniu zwierzat hodowlanych, co spowodowato, ze zarowno
hodowcy, jak i §wiat nauki zaczal poszukiwaé rozwigzan alternatywnych, ktore mogty by
zastapi¢ dotychczas stosowane ASW. Realizacja przewodu doktorskiego wymagata przede
wszystkim opanowania warsztatu laboratoryjnego, ktory obejmowatl min. badania:
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cytometryczne zwigzane z fenotypowaniem subpopulacji leukocytow krwi obwodowej,
hematologiczne, biochemiczne (kolorymetryczne, spektrofotometryczne), mikrobiologiczne,
immunoenzymatyczne oraz aktywnosci mikroflory zwacza u bydla. Uzyskane wyniki badan
dowiodly, ze zastosowanie prebiotyku, jako alternatywy dla ASW dziata stymulujaco na uktad
immunologiczny bydla oraz ma pozytywny wpltyw na liczbe poszczegdlnych subpopulacji
leukocytow oraz aktywno$¢ fagocytarng komorek. Uzyskane wyniki badan wykazaly istotny
wzrost ogolnej liczby leukocytow we krwi cielgt otrzymujacych prebiotyki wraz z odsetkiem
niektorych subpopulacji tych komoérek, w tym PMNL (polymorphonuclear leucocyte),
a zwlaszcza limfocytow i1 komorek s$redniej wielkosci (MID). Stymulujacy wpltyw na te
wskazniki odnotowano réwniez w grupie zwierzat zywionych tylozyna. Istotny wptyw ASW,
jaki prebiotykow obserwowano rowniez w odniesieniu do takich parametréw jak: RBC, HCT,
HGB i PLT. Natomiast wylacznie u cielat otrzymujacych prebiotyki zdecydowanie wyzsze
warto$ci odnotowano w zakresie populacji limfocytow CD2* (limfocyty T) wraz z ich
subpopulacjami CD4* (limfocyty pomocnicze), CD8" (limfocyty cytotoksyczno/supresorowe),
WC4* (limfocyty B) oraz komorki CD147/CD45" (monocyty). Przedmiotem moich badan byt
rowniez wpltyw tylozyny i prebiotykéw na aktywnos$¢ fagocytarng polimorfonuklearnych
leukocytéw (PMNL) i monocytow poprzez ocene takich parametréw jak: indeks fagocytarny,
odsetek komorek fagocytujacych, NBT - dodatnich oraz zdolno$¢ migracji neutrofili. Ponadto,
oceniatam tez wplyw tych substancji na stan odpornos$ci humoralnej poprzez ocen¢ stezenia
i aktywnosci wybranych cytokin (IL-1, IL-2, INF-4, TNF-d&), stezenie biatka catkowitego
i gamma globulin oraz miano konglutyniny i aktywno$ci fosfatazy alkalicznej (ALP).
W badaniach uwzglednitam rowniez wptyw prebiotykdw i tylozyny na stan funkcjonalny zwacza
poprzez: oznaczanie liczby bakterii i pierwotniakoéw, pH, stg¢zenie lotnych kwasow thuszczowych,
czas fermentacji: glukozy, trawienia celulozy, redukcji azotynow, a takze test oksydoredukcyjny.
Przeprowadzone do$wiadczenie wykazato, ze podawanie prebiotykow, jak rowniez tylozyny
bedacej ASW, powodowalo istotne zwigkszenie liczby erytrocytéw i trombocytdw oraz stgzenia
hemoglobiny i wartosci hematokrytowej (HCT). Badania potwierdzity, ze prebiotyki zwigkszaty
liczbe leukocytdéw, poprzez podwyzszenie ogélnej liczby limfocytow oraz monocytow. Ponadto,
wykazatam zwigkszong liczb¢ limfocytow T oraz ich subpopulacji CD4* i CD8*, a takze
limfocytow B (WC4"). Przeprowadzone badanie eksperymentalne wykazato, ze zaréwno
tylozyna, jak i ASW pobudzajg aktywnos$¢ fagocytarng komoérek oraz dziatajg stymulujaco na
wydzielanie cytokin min. IL-1, IL-2, TNF- & oraz IFN-G. Jednakze prebiotyki w odrdznieniu od
tylozyny dziataly korzystniej na przebieg procesow fermentacyjnych zwacza poprzez
stymulujacy wpltyw na rozwoj jego mikroflory, a w konsekwencji poprawiaty przemiane glukozy,
rozktad celulozy i redukcj¢ azotyndéw oraz zwigkszaty stezenie lotnych kwaséw thuszczowych
i joné6w wodorowych w ptynnej tresci zwacza. Ponadto, prebiotyki korzystniej niz tylozyna
wpltywaly na procesy odpornosciowe cielat, zarowno komorkowe jak i humoralne, a ogé6lna ich
zdrowotno$¢ i produkcyjno$¢ w zakresie tempa (GR) 1 wielko$ci przyrostow masy ciata byly do
siebie zblizone, ze zwigkszonym jednak znacznie wspotczynnikiem wykorzystania paszy (FCR)
u zwierzat otrzymujacych tylozyne. Przeprowadzone badania stanowity istotny wktad
w poszukiwanie zamiennikow dla wycofanych ASW i potwierdzity, ze prebiotyki moga stanowic
obiecujaca dla nich alternatywe.

Wyniki badan zostaty opublikowane jako cykl czterech publikacji w czasopismach o zasiggu
migdzynarodowym (zatacznik nr 3 pkt. Il Al. poz. 1, 3, 6 oraz pkt. Il A2. poz. 3-6), ktorych
jestem gldéwnym autorem. Jedna z publikacji pkt. Il Al poz. nr 6 zostata nagrodzona nagrodg I
stopnia Dyrektora Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego - Panstwowego Instytutu
Badawczego w Pulawach w kategorii prac eksperymentalnych w roku 2009.



2.4 Drugi etap dzialan badawczo-technicznych w PIWet-PIB — choroby zakazne zwierzat

Réwnolegle zaangazowana bytam w dziatalno$¢ zwigzang z funkcjonowaniem Krajowego
Laboratorium Referencyjnego w zakresie chlamydiozy, goraczki Q oraz kampylobakteriozy, a od
2013r. rowniez boreliozy psow, co wigzalo si¢ ze wdrazaniem nowoczesnych metod laboratoryjnych
(PCR, real-time PCR, nested PCR, multilocus sequence typing (MST), Multiple-Locus Variable
number tandem repeat Analysis (MLVA), sekwencjonowanie) do diagnostyki ww. chordb zakaznych
zwierzat. Aktywnie uczestniczytam w procesie wdrazania zaré6wno metod serologicznych,
mikrobiologicznych, jak i molekularnych. Dziatania te dotyczyly glownie opracowywania,
walidowania i1 wdrazania procedur badawczych, ktore z czasem uzyskaly statut metod
akredytowanych. Poczatkowo jako zastgpca, a nastepnie kierownik ds. jakosci uczestniczylam
w tworzeniu i wdrazaniu systemu zarzadzania zgodnego z norma PN-EN ISO/IEC 17025:2005,
zarbwno na poziomie Zakladu, jak i Instytutu. Zdobyte do$wiadczenie w zakresie dziatan
technicznych zwigzanych z wykonywaniem i nadzorowaniem badan oraz tworzeniem systemu
zarzadzania w laboratorium umozliwito mi podjecie pracy w charakterze eksperta Polskiego Centrum
Akredytacji.

Swoja wiedzg zarowno praktyczna, jak i teoretyczng w zakresie diagnostyki i epidemiologii
choréb zakaznych poglebialam poprzez uczestnictwo w stazach/szkoleniach w zagranicznych
Laboratoriach Referencyjnych oraz udziat w konferencjach i warsztatach naukowych (patrz zat. nr 3
pkt. 111 B i L). Na szczegolna uwage zastuguje fakt, ze nadzorowane przez mnie dziatania techniczne
i naukowe prowadzone w ramach Laboratorium Referencyjnego w zakresie gorgczki Q doprowadzily
do uzyskania w 2016r. przez Panstwowy Instytut Weterynaryjny - Panstwowy Instytut Badawczy
w Putawach statusu Laboratorium Referencyjnego Swiatowej Organizacji Zdrowia Zwierzat (OIE).

Od sierpnia 2011 roku zostatam kierownikiem Laboratorium Diagnostyki Serologicznej,
w ktérym prowadzone s3a badania serologiczne w zakresie serologicznej diagnostyki chordb
zakaznych zwierzat takich jak biataczka bydta, bruceloza, chlamydioza, goraczka Q, zaraza stadnicza
koni, klasyczny pomoér $win, choroba Aujeszkiego, mykoplazmoza oraz pomoér drobiu. Jednoczesnie
pehie funkcje kierownika ds. jakosci w tym laboratorium.

Aktywnos¢ w zakresie chorob zakaznych zwierzat zostala szczegélowo przedstawiona
w pkt. 4.

Wynik badan w zakresie ww. chorob zakaznych zostaty opublikowane (zatacznik nr 3 pkt. 11 A2. poz.
1-2,7-17).

3  Osiggniecie wynikajace z art. 16 rozdz. 2 Ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311)

Osiagnigcie stanowi jednotematyczny cykl publikacji pod wspdolnym tytutem:

,Badania nad wystepowaniem C. burnetii u ludzi i zwierzat z uwzglednieniem oceny potencjalu
diagnostycznego zastosowanych metod diagnostycznych”

Oswiadczam, ze w przedstawionych publikacjach opisane zostaty wyniki badan i w kazdej
z nich aktywnie uczestniczytam w koncepcji tych badan. We wszystkich publikacjach bytem autorem
lub wspotautorem tekstu i/lub autorem korespondencyjnym oraz wspotwykonawcg badan.
Przedstawione publikacje podlegaly rygorystycznym recenzjom w celu spehnienia szczegdétowych
wymagan stawianych. Swoj udzial w powstanie i opublikowanie przedstawionych prac oceniam na
70-80%. Oswiadczenia wspotautoréw prac zostaty zalgczone (zatagcznik nr 4).



3.1

3.2

3.3

3.4

Szymanska-Czerwinska M., Niemczuk K., Mitura A.: Prevalence of Coxiella burnetii in
dairy herd - diagnostic methods and risk to humans —a review. Bull Vet Inst Pulawy 2014,
58, 337-340.

IF=0,357, liczba punktéw MNiSW =15, liczba cytowan =1

Wktad wlasny: gromadzenie danych, przygotowanie manuskryptu i opracowaniu koncepcja
publikacji. Mdj udziat w powstaniu publikacji oceniam na 80%.

Szymanska-Czerwinska M., Galinska E.M., Niemczuk K.,. Knap J.P.: Prevalence of
Coxiella burnetii infection in humans occupationally exposed to animals in Poland. Vector
Borne and Zoonotic Diseases 2015, 15, 4, 261-267.

IF=1,956, liczba punktoéw MNiSW = 25, liczba cytowan =2

Wkitad wlasny.: wspotudzial w wykonywaniu badan laboratoryjnych, interpretacja wynikow
badan, koncepcja badan i publikacji oraz pisanie manuskryptu. Moj udzial w powstaniu
publikacji oceniam na 80%.

Szymanska-Czerwinska M., Galinska ML.E., Niemczuk K., Zasepa M. Prevalence of
Coxiella burnetii infection in foresters and ticks in South-Eastern Poland and comparison
diagnostic methods. Ann Agric Environ Med 2013, 20, 699-704.

IF=3,06 (w momencie opublikowania*), liczba punktow MNiISW = 30 (w momencie
opublikowania), liczba cytowan=6

*wyjasnienie: po kilku miesigca od publikacji czasopismo stracito impact factor poprzez co
aktualnie w bazie Web of Science impact factor czasopismo za rok 2013 nie ma IF.

Wktad wlasny: wykonywanie badan laboratoryjnych, interpretacja wynikow badan, koncepcja
badan i publikacji oraz opracowanie manuskryptu. Moj procentowy udzial w powstaniu
publikacji oceniam na 80%.

Publikacja nagrodzona nagrodq IlI stopnia w kategorii prac oryginalnych przez Dyrektora
Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach
w roku 2014.

Niemczuk K., Szymanska-Czerwinska M., Zarzecka A., Konarska H.: Q fever in
a cattle herd and humans in the South-Eastern Poland. Laboratory diagnosis of the
diseases using serological and molecular methods. Bull Vet Inst Pulawy 2011, 55,
593-598.

IF=0,414, liczba punktéw MNiSW =20, liczba cytowan=6

Wktad wtasny: zgromadzenie materiatu do badan, wykonywanie badan laboratoryjnych,
wspotudziat w interpretacji wynikéw badan, koncepcji badar i publikacji oraz pisanie
manuskryptu. Moj procentowy udziat w powstaniu publikacji oceniam na 70%.



3.5. Jodetko A., Niemczuk K., Szymanska-Czerwinska M. Seroprevalence of Coxiella
burnetii in Polish cattle herds. Bull Vet Inst Pulawy 2015, 59, 479-482.

1F=0,468, liczba punktéw MNiSW = 15, liczba cytowan=0

Wkitad wtasny: Udzial w wykonywaniu badan, interpretacji wynikow, koncepcji badan
i publikacji oraz przygotowaniu manuskryptu. Méj udziat w powstaniu publikacji oceniam na
70%.

3.6. Szymanska-Czerwinska M., Niemczuk K., Jodelko A. Evaluation of qPCR and phase I and
Il antibodies for detection of Coxiella burnetii infection in cattle. Research in Veterinary
Science 2016, 108, 68-67.

IF =1,50, liczba punktéw MNiSW = 35, liczba cytowan=0

Wktad wlasny: udzial w wykonywaniu badan, analiza i interpretacia wynikow badan,
koncepcja badan i publikacji oraz przygotowanie manuskryptu do publikacji. Moj udzial
w powstanie publikacji oceniam na 70%.

Sumaryczny impact factor publikacji stanowigcych dzieto podlegajace ocenie wynosi 8,759,
a liczba punktéw MNiSW wynosi 140.

3.7. Wstep

Goraczka Q jest choroba zakazng wystepujaca zarowno u zwierzat, jak i u ludzi na calym
swiecie (2, 6, 14). Glownym rezerwuarem drobnoustroju sg bydto i mate przezuwacze, notowane sg
rowniez przypadki nosicielstwa wsrod ptakow, gryzoni i gadow oraz zwierzat towarzyszacych
cztowiekowi. Role wektora petnig kleszcze (11, 15). Czynnikiem etiologicznym goraczki Q jest
Coxiella burnetii, ktora zaliczana jest do rzgedu Legionellales, rodziny Coxiellacae. Jest to
drobnoustrdj, ktory cechuje si¢ pleomorficznoscia oraz zmienno$¢ fazowsa. Wystepuje w postaci
trzech form morfologicznych: LCV (large cell variants), SCV (small cell variants) oraz SDC (small
dense cells). Zmienno$¢ fazowa polega na wystepowaniu komorek bakteryjnych w dwoch odmianach
antygenowych. Antygeny fazy | wystepuja w warunkach naturalnych oraz po zakazeniu
eksperymentalnym, natomiast podczas pasazu przez woreczek zottkowy zarodka kurzego lub hodowlg
komérkowa dochodzi do utraty antygendow powierzchniowych i wowczas ujawniaja si¢ antygeny
specyficzne dla fazy Il. C. burnetii to drobnoustrdj bardzo odporny na dziatanie czynnikow
srodowiskowych, cechuje si¢ duzg przezywalnosciag w $rodowisku, dlatego zwalczanie infekcji
w stadzie jest bardzo trudne i bardzo czesto nieskuteczne. Dodatkowo eliminacj¢ patogenu utrudnia
jego wewnatrzkomoérkowy cykl rozwojowy (3). Natomiast dostgpna szczepionka dla zwierzat nie
eliminuje zakazenia, a jedynie obniza poziom siewstwa.

Jak wynika z najnowszych danych literaturowych goraczka Q stanowi istotny problem
zdrowotny ludzi 1 zwierzat. U zwierzat choroba moze mie¢ postac¢ ostra, ktora z czasem przechodzi
w forme przewlekly (3). Wowczas bardzo czesto zdarza si¢, ze objawy klinicznew stadzie nie sg
obserwowane, a infekcja szerzy si¢ poprzez bezobjawowych siewcoéw patogenu. Moze wystepowac
nieznaczne podwyzszenie cieploty wewnetrznej ciata, ktore utrzymuje si¢ przez kilka dni, a z czasem
moga wystgpi¢ stany zapalne stawdw, mastitis lub zapalenie ptuc oraz poronienia lub problemy
z rozrodem, a w tozysku zainfekowanej krowy zaobserwowa¢ mozna obrzeki oraz lokalne wylewy
krwawe. Ponadto, mogg si¢ pojawi¢ stany zapalne galek ocznych, a takze zwigkszona ilo$¢ ptynu
surowiczo-sluzowego wyptywajacego z worka spojowkowego i nosa. Podobna sytuacja ma miejsce
w przypadku infekcji u ludzi, objawy rowniez sg niespecyficzne, a wrecz grypopodobne, co powoduje,
ze najczesciej przypadki zachorowan nie sg wiasciwie diagnozowane i rejestrowane. Nie leczona
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infekcja u ludzi moze przybra¢ forme przewlekla i powodowaé zapalenie migsnia sercowego (8).
Przypadki zachorowan u ludzi najczgsciej stwierdzane sg rownolegle z ogniskami choroby u zwierzat.
Do zakazenia u ludzi dochodzi najczesciej droga oddechowa poprzez wdychanie unoszacych sig
z pytem bakterii. Coxiella burnetii w pyle zawierajacym zainfekowany kat moze by¢ przenoszona
przez wiatr na odleglo$¢ kilkunastu kilometréw. Inng drogg transmisji jest kontakt bezposredni
z zakazonym zwierzeciem np. w czasie udzielania pomocy przy porodzie, dojenia, obrobce migsa czy
tez strzyzy owiec. Niewykluczona jest tez mozliwos¢ przeniesienia patogenu droga alimentarna,
poprzez spozywanie surowego mleka od zakazonych zwierzat lub produktéw wytworzonych na bazie
mleka niepasteryzowanego (18). Doskonatym przyktadem zagrozenia jakie stanowi ten czynnik
zoonotyczny jest epidemia, ktora miata miejsce w Holandii w latach 2007—2010. Zrédtem infekcji
byly wowczas mate przezuwacze, gtownie kozy, oprocz licznych ognisk choroby u zwierzat
odnotowano wowczas ponad 4 tys. przypadkéw zachorowan u ludzi. Byta to najwigksza jak do tej
pory epidemia goraczki Q w Europie (13). Wczesniej za najwigksza uwazano ta odnotowana
w 1982 r. w Polsce wschodniej (Ulhowek, powiat hrubieszowski), wowczas potwierdzono infekcje
u ponad 1000 oséb, a zrédtem zakazenia byto bydto (7). Wyniki badan filogenetycznych wskazuja, ze
znacznie czgsciej przyczyng zachorowan u ludzi sg szczepy izolowane od matych przezuwaczy niz od
bydta. Jednakze stwierdzane sa tez przypadki infekcji powodowanych przez szczepy izolowane
rowniez od bydta. Najnowsze wyniki badan uzyskane przez mnie (jeszcze nie opublikowane)
wskazuja, ze w Polsce w populacji bydta mlecznego obecny jest genotyp ST20, ktory izolowany byt
wczesniej rowniez z zastawek serca u ludzi np. we Francji.

Wyniki badan prowadzone w ostatnich latach w r6znych panstwach europejskich, wskazuja
na znaczny wzrost poziomu seroprewalencji w stadach bydta. Dla przyktadu seroprewalencja w Danii
i Holandii wynosi 79% (1, 10), Republice Irlandii 38% (12), pétnocnej Irlandii (65%) (9), péinocne;j
Hiszpanii 67% (4), Belgii w regionie Walonii 71% (5). Nalezy podkresli¢, ze ogniska choroby bardzo
czesto stwierdzane sa rowniez u bydta mlecznego, co stanowi szczegdlnie istotny problem w aspekcie
zagrozenia dla zdrowia publicznego. Nie mniej jednak dane na temat wystgpowania tej choroby,
zaréwno u zwierzat jak i u ludzi, sa niedoszacowane, poniewaz w wielu krajach nie sg prowadzone.
Nalezy podkresli¢, ze Polska jest jedynym panstwem europejskim w ktérym goraczka Q wilaczona
jest do badan monitoringowych w zakresie chordb zakaznych zwierzat. Obszar Polski potudniowo-
wschodniej uwazany jest za obszar endemicznego wystepowania goraczki Q (7).

Diagnostyka goragczki Q na podstawie objawow klinicznych jest niemozliwa, poniewaz nie sg
one patognomoniczne, dlatego tez bardzo wazne jest zastosowanie wlasciwych narzedzi
diagnostycznych oraz prawidlowa interpretacja wynikow. Diagnostyka laboratoryjna zaréwno
u zwierza jak i ludzi nie jest tatwa. Wprowadzenie w Polsce 2013 roku do obrotu szczepionki, ktora
nie jest preparatem typu DIVA spowodowato trudnosci w diagnostyce serologicznej. Dlatego
diagnostyka serologiczna w stadach juz zaszczepionych jest niemozliwa i moze by¢ wowczas
prowadzona tylko i wylacznie z zastosowaniem technik biologii molekularnej (PCR). Diagnostyka
goragczki Q u ludzi na podstawie samych objawow klinicznych roéwniez nie jest mozliwa poniewaz sa
one grypopodobne. Ponadto, bardzo czgsto jedynym materiatem do badan laboratoryjnych jest krew
i badania ograniczaja si¢ jedynie do wykrywania obecnosci przeciwciat.

3.8.Cel pracy

Celem badan byta:

» Ocena sytuacji epidemiologicznej goraczki Q z uwzglednieniem wystepowania zakazen
C. burnetii zaréwno u zwierzat, jak i u ludzi w tym u 0s6b zawodowo narazonych na kontakt
ze zwierzegtami oraz kleszczy.

» pordéwnanie zastosowanych metod diagnostycznych



3.9. Omowienie przeprowadzonych badan i uzyskanych wynikow

Publikacja nr_3.1 stanowi wstep do prezentowanego dzieta. Przedstawitam w niej ogolne
informacje na temat czynnika etiologicznego wywotujacego goraczke Q oraz dane na temat
wystepowania Coxiella burnetii w stadach bydta ze szczegdlnym uwzglednieniem kréw mlecznych
oraz ryzyka przeniesienia tego patogenu na ludzi. Aspekt zagrozenia zoonotycznego jest bardzo
istotny z uwagi na fakt coraz cz¢stszego wystgpowania C. burnetii w stadach krow mlecznych. Biorac
pod uwagg, ze mozliwos$¢ transmisji droga alimentarng nie jest wykluczona bydto mleczne stanowic¢
moze powazne zagrozenia dla zdrowia ludzi. Ponadto, zaprezentowalam informacje na temat
dostepnych metod diagnostycznych z uwzglednieniem ich zalet oraz ograniczen.

Pierwszy etap badan przedstawiony zostal w publikacjach nr 3.2 i 3.3 i zwigzany byt
z oceng sytuacji epidemiologicznej w zakresie wystepowania zakazen C. burnetii u ludzi zawodowo
narazonych na kontakt ze zwierzetami. Materiat do badan pobierano od le$nikéw
z obszaru Polski poludniowo-wschodniej oraz osob narazonych na kontakt zawodowy ze zwierzgtami
(pracownicy ferm bydlecych zlokalizowanych w roznych regionach naszego kraju, w ktérych
potwierdzono wystepowanie goraczki Q). Niewykluczona jest tez mozliwo$¢ transmisji patogenu
przez wektor, ktorym sg kleszcze (Ixodes ricinus), dlatego w badaniach uwzgledniono tez stawonogi
odtawiane z terenu Polski potudniowo-wschodniej uwazanej za obszar endemicznego wystepowania
choroby. W sumie badaniami obje¢to 304 lesnikéw z 12 powiatow, 151 pracownikow majacych
kontakt z bydtem oraz 1200 kleszczy z gatunku Ixodes ricinus. Diagnostyka goraczki Q u ludzi
prowadzona jest gldwnie z zastosowaniem technik serologicznych, takich jak: odczyn wigzania
dopetlniacza (OWD), test immunoenzymatycznego ELISA oraz test immunoflurescencji (IFA).
Wilasnie te metody zostaly wykorzystane w badaniu probek surowicy od ludzi. Zastosowanie
szerokiego panelu badan serologicznych umozliwito doktadne okreslenie statusu serologicznego,
poniewaz kazda z tych metod posiada swoje zalety, ale rowniez pewne ograniczenia diagnostyczne
i tak dla przyktadu metoda OWD roéznicuje przeciwcial na te specyficzne dla antygenu fazy I oraz
fazy 1II, z kolei metoda ELISA i IFA umozliwiaja identyfikacje klas przeciwcial (IgG i IgM).
Przeprowadzenie badan z zastosowaniem trzech réznych metod serologicznych umozliwilo ich
porownanie, a poprzez co wiarygodna ocen¢ ich potencjalu diagnostycznego. Badania kleszczy
przeprowadzono z zastosowaniem metody real-time PCR z zastosowaniem starterow specyficznych
dla fragmentu insercyjnego genu transpozazy 1S1111. Wyniki badan serologicznych wykazaty
obecno$¢ przeciwciat anty-Coxiella burnetii w badanej grupie lesnikéw. Odsetek wynikéw dodatnich
byt zréznicowany w zaleznosci od zastosowanej metody badawczej. Jednakze najwyzszy odsetek
wynikéw dodatnich odnotowano w przypadku metody IF. Odsetek probek zawierajacych przeciwciata
specyficzne dla fazy I antygenu (faza chroniczna) wynosit 10,52%, podczas gdy test ELISA i OWD
wykazaty obecnos¢ tych przeciwciat tylko w 1,31% i 2,3% badanych surowic, odpowiednio. IFA nie
wykazata obecnosci przeciwciat specyficznych dla fazy ostrej, natomiast ELISA i OWD potwierdzity
ich obecnos¢ tylko u dwoch osob. Podobne wyniki badan uzyskalam w przypadku badania ludzi
narazonych na kontakt ze zwierzetami hodowlanymi (bydtem), gdzie metoda IFA rowniez wykazata,
ze u wigkszosci badanych pacjentdow wystepuja przeciwciata specyficzne dla antygenu fazy I
Dodatkowo badaniu poddana zostata krew pobrana od 71 osob, ktore byly pracownikami ferm
w ktorych potwierdzono ogniska goraczki Q. Analiza statystyczna wykorzystana do poréwnania
uzyskanych wynikoéw badan serologicznych wykazat, ze IFA jest najbardziej przydatnym narzedziem
tzw. ,,zloty standard” w diagnostyce przewlektej formy gorgczki Q, ktorej wykrycie jest szczegdlnie
wazne z uwagi na ryzyko wystgpienia u tych pacjentow przewlektego zapalenia migénia sercowego.
Badania wykazaty obecno$¢ C. burnetii rowniez u kleszczy (15,9%) odlawianych z obszaru
endemicznego. Sg to nowatorskie wyniki badan, do tej pory nikt nie prowadzit badan w tym zakresie
na terenie naszego kraju. Uzyskane rezultaty wskazujg na konieczno$¢ zwrocenie szczegolnej uwagi
na udziat kleszczy, jako wektora w transmisji choroby.

Szczegolnie interesujacym regionem Polski do prowadzenia badan w zakresie epidemiologii
goraczki Q jest obszar Polski poludniowo-wschodniej, ktory uznawany jest za obszar endemicznego
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wystepowania choroby. Wyniki badan materiatu pochodzacego zaréwno od ludzi, bydta oraz kleszczy
pobieranego z terenu endemicznego przedstawione zostaly w publikacji nr 3.4. Rezultaty badan
serologicznych przeprowadzonych metoda OWD, IFA potwierdzity obecno$¢ przeciwcial anty-
Coxiella burnetii u ludzi, ktérzy narazeni byli na kontakt z bydtem u ktérego zaréwno badania
serologiczne, jak i metoda PCR potwierdzity infekcj¢. Metoda OWD wykazata, ze we wszystkich
przypadkach byly to przeciwciata specyficzne dla fazy II, co wskazuje na ostra forme choroby,
potwierdzity to tez badania PCR. Pierwsze badanie wykazalo obecnos¢ patogenu we krwi badanych
ludzi, natomiast badanie po 21 dniach nie potwierdzito juz obecno$ci drobnoustroju, co §wiadczy
o skutecznym dziataniu uktadu immunologicznego lub o wniknigciu Coxielli do komorek i wowczas
jej wykrycie we krwi jest niemozliwe, pomimo toczacej si¢ infekcji. Odsetek zwierzat serododatnich
wynosit 21,6%. Z czego w szesciu przypadkach potwierdzono obecnos¢ C. burnetii metoda real-time
PCR w pierwszym badaniu probek krwi, a nastepnie w drugim po 21 dniach podobnie, jak
w przypadku ludzi uzyskano juz wynik ujemny. Odsetek zainfekowany kleszczy w zaleznosci od
zastosowanej metody badawczej wniost odpowiednio w przypadku klasycznej reakcji PCR 25%,
natomiast real-time PCR, ktory jest metoda bardziej czutg 33,3% i byl o polowe wyzszy niz
w wynikach badan prezentowanych w pracy nr 3.3.

Kolejny aspekt moich badan dotyczyt wystepowania C. burnetii u bydta (wyniki badan
zaprezentowatam w publikacji nr 3.5). Badania te sg bardzo istotne poniewaz z danych literaturowych
wynika, Ze dane na temat przypadkoéw/ognisk choroby sg niedoszacowane, a w niektorych panstwach
w ogole nie sg prowadzone. W dostepnej literaturze brak byto dotychczas danych na temat aktualnej
sytuacji epidemiologicznej w zakresie goraczki Q w Polsce. Probki do badan pobierano w latach
2014-2015, w sumie przebadano 1150 surowic bydlgcych. Materiat do badan pochodzit z réznych
wojewddztw i powiatow. W sumie badaniami objeto 443 stada bydta. Badania przeprowadzone przy
zastosowaniu metody odczynu wigzania dopetniacza wykazaly, ze $redni odsetek stad serododatnich
wynosi 40,41%. Najwyzszy poziom seroprewalencji odnotowano w woj. lubelskim i mazowieckim.
Interesujace wyniki uzyskano dla wojewodztwa podkarpackiego, gdzie odsetek stad serododatnich
byl ponizej sredniej krajowej, a obszar ten zaliczany byt do terenu wtérnej endemii. Najnizszy poziom
seroprewalencji w porownaniu do $redniej krajowej odnotowano w woj. warminsko-mazurskim,
wielkopolskim i zachodniopomorskim. Uzyskane rezultaty stanowia cenna wiedzg epidemiologiczna,
ktora moze zosta¢ wykorzystana zarowno przez Inspekcje Weterynaryjna, jak i Sanitarng w zakresie
prowadzenia dalszych badan monitoringowych na tym obszarze z uwzglednieniem rowniez badan
molekularnych. Ponadto, stanowily one podstawe do kontynuacji badan w zakresie charakterystyki
molekularnej szczepow C. burnetii izolowanej od bydta mlecznego i sg realizowane przez mnie
w ramach projektu finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki.

Sledzac na biezaco dane literaturowe oraz wykonujac badania laboratoryjne zaczetam
dostrzegaé, ze kazda z dostepnych technik posiada pewnego rodzaju ograniczenia diagnostyczne.
Dlatego kolejny etap badan zwiazany byl z ocena potencjatu diagnostycznego dostgpnych metod
laboratoryjnych (wyniki badan zaprezentowatam w publikacji nr 3.6). Publikacja nr 3.6 przedstawia
wyniki badan, ktore sg kontynuacja badan w zakresie poréwnana i oceny potencjatu diagnostycznego
metod badawczych przedstawionych w publikacji zat nr.3 pkt. A2 poz. 4. W badaniach tych
uwzglednitam poroéwnanie dwoch metod (ELISA i OWD) w ramach techniki serologicznej,
a uzyskane wyniki badan zostaty odniesione do rezultatéw uzyskanych metoda PCR. W badaniach
wykorzystano 187 probek krwi i wymazow z drog rodnych oraz 97 probek mleka ze stada w ktorym
potwierdzono ognisko goraczki Q. Celem badan byta ocena mozliwos$ci wykrycia obecnosci patogenu
metoda qPCR w odniesieniu do wykrywania przeciwciat specyficznych dla antygenu fazy I i Il.
Badania wykazaly, Zze zmienno$¢ fazowa patogenu moze mie¢ wplyw na wyniki badan
serologicznych. Wyniki wykazaty stabos$¢ testu ELISA, kiedy badania prowadzone sg na poziomie
stada testem z antygenem mieszanym (faza | i Il). Stwierdzitam, ze test ELISA moze by¢ wiasciwg
metodg diagnostyczng zaréwno do badan epidemiologicznych, jak i do wykrywania osobnikdéw
serododatnich na poziomie stada, ale wymaga jednak udoskonalenia w zakresie zdolnosci do
wykrywania przeciwciat specyficznych dla antygenow fazy II o niskim mianie. Ponadto, wykazatam,
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ze badania serologiczne nie moga stuzy¢ do wiarygodnej oceny siewstwa na poziomie stada i powinny
by¢ traktowane jako badania wstepne, ktore nastgpnie nalezy uzupetni¢ o badania metoda real-time
PCR. Co ciekawe w badaniach wykazatam pozytywna korelacje pomig¢dzy wystgpowaniem
przeciwciat specyficznych dla antygenu fazy II i siewstwem patogenu do mleka, podczas gdy
wystepowanie przeciwcial specyficznych dla antygenow fazy I bylo negatywnie skorelowane
z siewstwem do mleka. Moze to $wiadczy¢ o dominacji przeciwciatl specyficznych dla antygenéw
fazy 1l w mleku. Przeprowadzone prze mnie badania wykazaty konieczno$¢ prowadzenia dalszych
badan w zakresie zmienno$ci i réznorodnosci antygenowej oraz prowadzenia prac w zakresie
poszukiwania testu ELISA, ktéry nie bedzie generowat wynikow falszywie ujemnych w przypadku
probek zawierajacych niskie miana przeciwciat.

3.10. Podsumowanie

Opublikowane wyniki badan stanowig cenny wktad w wiedze epidemiologiczng i moga zostac
wykorzystane do oceny zagrozenia C. burnetii dla zdrowia ludzi i zwierzat, jest to szczegolnie wazne
z uwagi na fakt, ze liczba przypadkéw goraczki Q u ludzi w Polsce notowana przez Inspekcje
Sanitarng jest w znaczacym stopniu niedoszacowana. Dostgpne dane wskazujg na wystepowanie
pojedynczych przypadkéw zachorowan, podczas gdy przeprowadzone badania stawiaja problem
zakazen C. burnetii w zupelie innym $wietle, wskazujac na niedoszacowanie danych
epidemiologicznych. Prawdopodobng przyczyna bardzo malej liczby notowanych przypadkow
gorgczki Q jest niska $wiadomos¢ lekarzy w obszarze medycyny ludzkiej zar6wno w zakresie
diagnozowania, leczenia oraz konsekwencji zdrowotnych dla osob zakazonych C. burnetii. Uzyskane
przez mnie wyniki moga przyczyni¢ si¢ do podniesienia $§wiadomosci lekarzy oraz rozwazenia
dopuszczenia do zastosowania w Polsce szczepionki dla ludzi zwtaszcza tych narazonych zawodowo
na kontakt ze zwierzgtami i kleszczami, poprzez co mogg mie¢ wymierny wptyw na ochrone¢ zdrowia
publicznego. Ponadto, przeprowadzone badania dostarczaja danych na temat wad i =zalet
poszczegbdlnych metod diagnostycznych, co jest niestychanie wazne przy wyborze metody
diagnostycznej.

3.11. Whnioski

» Przeprowadzone badania dowodza, ze zakazenia C. burnetii stanowig istotny problem
w skali naszego kraju o czym $wiadczy znaczacy odsetek wynikéw serododatnich u bydta
(40,41% stad) oraz potwierdzanie jej prewalencji poprzez wykrywanie fragmentu
insercyjnego 1S1111 metoda real-time PCR.

» Badania dowiodty, ze C. burnetii stanowi tez zagrozenie dla ludzi, co potwierdzity wyniki
badan prowadzonych w grupach ludzi narazonych na kontakt zawodowy ze zwierzgtami
(lesnicy oraz personel obstugujacy zwierzeta) lub wektorami C. burnetii — kleszczami.

» Przeprowadzone badania wykazaty, ze ognisko endemii na obszarze Polski potudniowo-
wschodniej jest w dalszym ciggu aktywne, a przypadki choroby stwierdzane sa zar6wno
u bydta, ludzi, jak i kleszczy z tego obszaru oraz w innych regionach Polski.

» Wiarygodna diagnostyka laboratoryjna gorgczki Q wymaga jednoczesnego zastosowania
réznych technik badawczych, do badan pierwszego rzuty u zwierzat zalicza si¢ test ELISA,
nalezy jednak podkresli¢, Zze posiada on ograniczenia w mozliwo$ci wykrywaniu niskich mian
przeciwciat specyficznych dla antygendéw fazy II. Natomiast w badaniach potwierdzajacych
zaleca si¢ zastosowanie techniki qPCR. Z Kkolei w diagnozowaniu przypadkow goraczki Q
u ludzi za ,,ztoty standard” nalezy uzna¢ metode IFA.
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4. Wazniejsze osiagniecia w zakresie badan prowadzonych poza zglaszanym cyklem
tematycznym

4.1.Chlamydioza

Badania naukowe w zakresie chlamydiozy u ptakow podjetam w 2010 r, wowczas poprzez
sekwencjonowanie fragmentu genu ompA w probkach od drobiu stwierdzitam wystapienie materiatu
genetycznego pochodzacego od wowczas niesklasyfikowanego gatunku chlamydii. Wyniki tych
badan przedstawione zostaty w publikacji (zat. nr 3. pkt Il A2 poz. 10). Wprowadzone w 2013 r.
zmiany w taksonomii Chlamydiacae dowiodty, ze jest to C. gallinacae. Byto to nowatorskie w skali
kraju odkrycie i opisanie pierwszego przypadku C. gallinacae u kur w Polsce. Od tego momentu
zaroéwno ptaki hodowlane, jak i dziko Zyjace staly si¢ przedmiotem moich prac badawczych. W 2014
roku otrzymatam grant w ramach konkursu ,,Juventus Plus” finansowany przez Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego i1 rozpoczelam realizacje badan zwigzanych z ocena wystepowania
i zmiennos$ci genetycznej Chlamydia sp. zarowno u ptakow dziko zyjacych, jak i hodowlanych.
W ramach projektu przebadatam ponad 800 probek od ptakéw dziko zyjacych oraz 1500 probek od
ptakoéw hodowlanych. Kierowane przez mnie badania doprowadzily do uzyskania bardzo ciekawych,
wrecz zupelnie nowatorskich rezultatow. Prowadzona analiza filogenetyczna izolatbw DNA
uzyskanych od ptakow dzikich wykazata, ze w populacji polskich ptakéw znaczacy odsetek stanowia
szczepy, ktore wykazujg bardzo duze podobienstwo do C. abortus, ktére zgodnie z aktualng
taksonomia jest czynnikiem odpowiedzialnym za wystgpowanie ronien u przezuwaczy. Ponadto,
niewatpliwym osiagnigciem jest uzyskanie izolatow w liniach komorkowych trzech genotypow ptasiej
C. abortus (1V, G1 i G2), ktore dotychczas w literaturze opisany byly jako pojedyncze przypadki
klasyfikowane jako genotypy C. psittaci. W moich badaniach wykazatam, ze sa genotypy G1 i G2
ptasiej C. abortus, ktére dominujg u ptactwa dziko zyjacego w Polsce. Uzyskane wyniki sa
nowatorskie w skali badan nad chlamydiami, poniewaz rzucaja nowe §wiatlo na wystepowanie tego
patogenu u ptakéw i jednoczes$nie wskazujg obszar do kolejnych badan w zakresie scharakteryzowania
genomu wyizolowanych szczepdw, ktore na dendrogramach grupuja si¢ w dwdch nowych kladach
filogenetycznych zakwalifikowanych jako ptasia C. abortus. Badania wykazaly, ze istnicje
konieczno$¢ zmiany taksonomii w obrebie rodziny Chlamydiacae i uwzglednienie istnienia ptasich
C. abortus. Rownie ciekawe wyniki badan uzyskatam w trakcie realizacji drugiego etapu tego
projektu, ktoéry obejmowal badania ptakow hodowlanych (kaczki, gesi, indyki i kury), wstepna analiza
filogenetyczna potwierdzita rowniez obecnosé¢ C. abortus w kilku badanych stadach (co do tej pory
nie zostato opublikowane w dostepnej literaturze, a za dominujacy gatunek Chlamydii u ptakow
hodowlanych uwazana byta C. psittaci, a w ostatnim czasie C. gallinacae). Ponadto, badania
wykazaly, ze w stadach drobiu w Polsce najczesciej obecna jest C. gallinacae, a nie jak do niedawna
uwazano C. psittaci. Obecnie trwaja badania nad ocena zréznicowania tych szczepow. Planuje
kontynuacje badan w tym zakresie ze szczegdlnym uwzglednieniem sekwencjonowania catego
genomu tych szczepow przy zastosowaniu sekwencjonowania nowej generacji (NGS), oceny
potencjatu zoonotycznego tych patogenoéw oraz ich wptywu na potencjalna patogeneze u ptakow.
Wyniki badan przeprowadzonych w ramach realizacji tego projektu w zakresie ptactwa dzikiego
zostaly przestane do publikacji w czasopiSmie PlosOne i praca jest w trakcie recenzji, natomiast
w przypadku ptakow hodowlanych trwaja ostatnie badania i prowadzona jest interpretacja wynikow,
w najblizszym czasie przygotowany zostanie manuskrypt, ktory réwniez planuje opublikowaé
w czasopi$mie PlosOne.

W ostatnim czasie zaangazowana bylam rowniez w wykonywanie badan w kierunku
wykrywania i identyfikacji patogenéw z rodziny Chlamydiacae u inwazyjnych gatunkow zotwi.
W badaniach wymazéow z kloaki wykazano obecno$¢ materiatu genetycznego specyficznego dla
Chlamydiacae, dalsze badania (sekwencjonowanie fragmentu genu ompA) nad identyfikacja gatunku
Chlamydii potwierdzity obecno$§¢ nowego gatunku, ktéry dotychczas nie zostal opisany
i sklasyfikowany, a w analizie filogenetycznej wykazuje najblizszy zwiazek z C. pneumoniae.
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Aktualnie trwajg prace nad izolacja tego szczepu w linii komorkowej, w celu dalszej charakterystyki
tego gatunku.

W obszarze moich zainteresowan naukowych znajduja si¢ tez badania w zakresie
chlamydiozy u bydta. Badania te realizowane sg gléwnie w ramach Programu Wieloletniego oraz
dzialalno$ci referencyjnej. S one zwigzane glownie z ocena poziomu seroprewalencji u bydla
w Polsce. Przeprowadzone dotychczas badania wskazuja, ze odsetek zakazen jest na poziomie ponizej
10%. Dla przyktadu badania przeprowadzone w latach 2009-2011 i zaprezentowane w publikacji (zat.
nr 3, pkt. Il A2, poz. 11) wykazaty, ze odsetek zwierzat serododatnich wykazujacych objawy kliniczne
ze strony uktadu rozrodczego wyniost 4,15%, natomiast odsetek zwierzat bez objawow klinicznych
wynosit 7,20%.

Wyniki badan dotyczace ww. zakresu opublikowano patrz zat. nr 3 pkt. 1l A2. poz. 1, 9-13.

4.2. Mykoplazmoza bydla

Uczestniczytam rowniez w realizacji badan, zarowno serologicznych, jak i molekularnych
w zakresie mykoplazmozy bydta, w obszarze moich badan znajdowaly si¢: M. mycoides (MmmSc)
(zaraza ptucna bydta), M. bovis, M. agalactiae. Badania te realizowane byly w ramach Programu
Wieloletniego oraz dziatalno$ci statutowej. M. bovis odgrywa wazng role w rozwoju syndromu
oddechowego bydta (BRD), ktory jest przyczyng powaznych strat w hodowli bydta zaréwno w Polsce,
jak i innych panstwach europejskich. M. mycoides uwazana jest za patogen, ktéry zostat eradykowany
w Europie, ale z uwagi na fakt jakie zagrozenie dla hodowli byla moze stanowi¢ zaraza plucna
monitorowanie sytuacji epidemiologicznej jest istotnym elementem w kontroli choréb zwalczanych
z urzedu. Z tego wzgledu monitoring w zakresie wystgpowania M. bovis i M. mycoides jest jak
najbardziej pozadany. W badaniach okre§lony zostat poziom seroprewalencji oraz prewalencji u bydia
w Polsce z uwzglednieniem wszystkich regionéw administracyjnych kraju. Przeprowadzone badania
wykazaly, ze M. bovis jest patogenem szeroko rozpowszechnionym w populacji bydta w Polsce,
a aktualny poziom jego seroprewalencji wynosi $rednio 56%. Najwyzszy przy tym odsetek stad
serododatnich stwierdzono w potudniowo-zachodnim regionie kraju (64,3%), a najnizszy
w polnocnym (42,9%). Sa to wyniki badan z ostatnich trzech lat, natomiast pierwsze badania, ktorych
wyniki opublikowano w 2012r. wykazaty, ze odsetek stad serododatnich w ktoérych obserwowano
wystgpowanie objawow klinicznych wynosit 80,89%. Natomiast w przypadku stad zdrowych
seroprewalencje potwierdzono w 65,48%. Ponadto, wykazano tez obecno$¢ mieszanych infekcji,
w ktorych M. bovis towarzyszyly niejednokrotnie inne patogeny z klasy Mollicutes. Nie wykazano
istotnej zalezno$ci pomiedzy wystepowaniem i nasileniem objawdw klinicznych u badanego bydta,
a zjawiskiem konfekcji M. bovis z innymi gatunkami mykoplazm. Wykazano, ze badane szczepy
terenowe M. bovis wykazuja profil nukleotydowy dla genu uvrC zblizony do szczepu wzorcowego
M. bovis PG45, co moze $wiadczy¢, ze jest on ich prekursorem. Nie mniej jednak, czg§¢ z nich
wykazywala mutacje punktowe w odniesieniu do szczepu wzorcowego. Izolaty terenowe
M. bovis naleza do dwoch grup filogenetycznych: grupy I (30% badanych szczepow), w ramach ktorej
wystgpuja cztery rozne podgrupy (A-D) oraz grupy II (70% badanych szczepow) z dwiema
podgrupami (F i G). Ponadto, wyniki badan uzyskane przy zastosowaniu roznych metod badawczych
zostaly poddane analizie statystycznej, ktora wykazata dodatnig korelacje pomiedzy nimi. Najnizszy
stopien korelacji stwierdzono pomigdzy testem ELISA dla wykrywania przeciwcial, a pozostalymi
metodami diagnostycznymi. Najwyzsza warto$¢ wspotczynnika korelacji stwierdzono pomigdzy
wynikami otrzymanymi metoda izolacji, a metoda ELISA dla wykrywania obecno$ci antygenu,
PCR/DGGE i PCR, co wskazuje, ze sa to metody najbardziej przydatne w diagnostyce zakazen
M. bovis. Badania w zakresie wystgpowania zarazy plucnej bydta potwierdzity, ze jest to choroba nie
wystepujaca w Polsce. Wyniki tych badan zaprezentowano w publikacjach (zat. nr 3 pkt. Il A2 poz.
8, 15, 17).

12



4.3.Borelioza i kampylobakterioza

Kieruj¢ tez realizacjg badan w kierunku boreliozy w ramach dziatalnosci Laboratorium
Referencyjnego. Do tej pory zostata wdrozona do stosowania metoda serologiczna do wykrywania
przeciwciat anty Borreli burgderferi sensu lato u pséw oraz metoda qPCR do wykrywania materiatu
genetycznego kretka borrelii w materiale biologicznym od ludzi i zwierzat oraz kleszczy. Ponadto,
w ostatnim czasie wdrozylam rowniez do zastosowania test gPCR do wykrywania patogenow
bedacych przyczyna chordb odkleszczowych u cztowieka: Borrelia burgdorferii sensu lato, wirus
TBEV, Ehrlichia chaffeensis/Ehrlichia muris i Anaplasma phagocytophilum.

Wyniki tych badan zaprezentowano w publikacji patrz zat. nr 3 pkt. 1l A2. poz. 2.

4.4. Badanie wplywu toksyny Mannheimia haemolitica, P13V i BRS, i M. bovis na stan ukladu
immunologicznego cielat

Uczestniczytam w badaniu eksperymentalnym na cielgtach, ktorym podawano donosowo
atenuowany wirus: PI3V (parainfluenza typu 3) i BRSV (bovine respiratory syncytial virus).
Zwierzeta podzielone byly na dwie grupy: grupe doswiadczalng i kontrolng. Immunofenotypowanie
limfocytow krwi obwodowej przy zastosowaniu metody cytometrii przeptywowej wykazalo istotny
wzrost subpopulacji komorek CD2* (limocyty T), CD4* (limfocyty pomocnicze), CD8" (limfocyty
cytotoksyczno/supresorowe) i CD11b* (podjednostka B2 integryny). Wzrost tych parametréw
obserwowano w trakcie calego eksperymentu. Ponadto, wykazano, ze CD4:CD8 we krwi obwodowe;j
byt nizszy podczas calego eksperymentu w odniesieniu do grupy kontrolnej, ale réznice istotne
statystycznie odnotowano pomigdzy 6, a 48 h eksperymentu. Badania wykazaty, ze donosowe podanie
atenuowanych szczepow PI3V and BRSV stymuluje odpowiedz zaréwno typu komorkowego, jak
i humoralnego, ktore skutkuje efektem obronnym przed infekcja.

Podobny schemat doswiadczenia zastosowano w badaniu wptywu leukotoksyny Mannheimia
haemolytica. Toksyna podana zostala dozylnie w ilosci 25ug na cielg, a krew do badan
cytometrycznych pobierano co 1, 2, 3, 4, 5, 6 i 24 h. Rutynowe badania hematologiczne wykazaty
znaczacy wzrost liczby leukocytow (WBC), PMNL (granulocytow obojetnochtonnych) oraz tzw.
komérek MID. Immunofenotypowanie leukocytéw krwi obwodowej cielagt wykazato widoczny
spadek odsetka poszczegdlnych subpopulacji limfocytow (CD2*, CD4*, CD8") w odniesieniu do
zwierzat z grupy kontrolnej. Przeciwstawne rezultaty obserwowano w przypadku subpopulacji WC4*
czyli limfocytow B obserwowano ich wyrazny wzrost w pierwszych trzech godzinach eksperymentu.
Reasumujgc, badania wykazaty, Zze jednorazowe podanie leukotoksyny M. hemolitica zdrowym
cieletom skutkuje leukopenia manifestujaca si¢ obnizeniem liczby komérek WBC oraz odsetkiem
komoérek PMNL, MID i niektorych subpopulacji leukocytow (CD2*, CD4*, CD8").

Efektem tego etapu badan byto powstanie publikacji (patrz zat. nr 3 pkt. Il Al. poz. nr4,5,7).
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6. Podsumowanie dorobku naukowego

Szczegotowy wykaz dorobku naukowego znajduje si¢ w zal. nr 3 do wniosku
o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego.

Tabela 1. Zestawienie publikacji z listy JCR z uwzglednieniem wskaznika impact factor, liczby
punktow MNiSW oraz liczby cytowan

czasopismo rok liczba impact liczba liczba
publikacji ~ publikacji factor punktow wg cytowan
MNiSW
2007 1 0,273 15 -
2009 2 0,218 15 3
Bull Vet Inst Pulawy 2010 1 0,321 20 7
2011 3 0,414 20 8
2012 2 0,377 20 1
2013 1 0,365 20 3
2014 2 0,357 15 1
2015 1 0,468 15 -
2007 1 - 10 -
Medycyna Weterynaryjna 2008 1 i} 10 -
2011 4 - 9 2
2014 1 0,218 15 -
Veterinary Record 2012 1 1,803 30 8
Annals Agriculture and 2013 2 3,06 30 9
Environmental Medicine
Veterinary Microbiology 2014 1 2,511 40 7
Annals and Animals 2014 1 1,126 20 -
Sciences
Vector Born and Zoonotic 2015 1 1,956 25
Diseases 2016 1 1,956 25 1
Research in Veterinary 2016 1 1,50 35 -
Sciences
Central European Journal of 2009 1 - 4 6
Immunology
Animal Science Papers and 2016 1 0,718 25 -
Reports
suma 30 22,48 565 58

Indeks Hirscha =6
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Tabela 2. Zestawienie dorobku publikacyjnego przed i po uzyskaniu stopnia doktora

rodzaj publikacji przed po lacznie
doktoratem doktoracie
publikacje w czasopismach z listy
JCR
prace naukowe opublikowane w

formie rozdzialu w recenzowanym 8 13 21

wydawnictwie zbiorowym
artykuty w czasopismach 7 4 11

popularnonaukowych
wyktady wygloszone na
konferencjach
0 1 1
krajowych
0 12 12
miedzynarodowych
doniesienia posterowe na
konferencjach

krajowych 1 0 1
mig¢dzynarodowych 6 12 18
tacznie 29 64 96

Tabela 3. Zestawienie dorobku publikacyjnego (publikacje z listy JCR) z podzialem na prace
oryginalne i przegladowe przed i po doktoracie

przed doktoratem po doktoracie

Rodzaj publikacji liczba IF pkt. liczba IF pkt.
MNiSW MNiSW
Oryginalne prace tworcze 6 1,03 79 13 9,78 261
(w tym wykorzystane w
rozprawie habilitacyjnej) 0) - 0) (5) (8,40) (125)
Artykuty przegladowe 1 0 10 4 2,91 75
(w tym wykorzystane w
rozprawie habilitacyjnej) 0) - 0) Q) (0,357) (15)
suma 7 1,03 89 17 11,18 336
(0) 0) (6)  (8759) (140
1,03 21,45
sumaryczny IF
22,48
Calkowita liczba pkt. MNiSW
565

16



Tabela 4. Zestawienie dorobku publikacyjnego (publikacje z listy JCR) z uwzglednieniem
miejsca w szeregu autorskim oraz jezyka publikacji

przed doktoratem po doktoracie suma
pierwszy autor 4 16 20
drugi autor 1 5 6
trzeci lub kolejny 2 2 4
autor
publikacje w 2 4 6
jezyku polskim
publikacje w
jezyku 5 19 24
angielskim

Rycina 1. Podzial publikacji ze wzgledu na rodzaj publikacji

M publikacje przeglagdowe M publikacje oryginalne

Rycina 3. Podzial publikacji ze wzgledu na rodzaj czasopisma

e

3%

= Bull Vet Inst Pulawy

= Medycyna Weterynaryjna
= Veterinary Record

= Annals Agricultural and

Environmental Medicine
= Veterinary Miocrobiology

= Annals and Animals Sciences

z;" = Vector born and Zoonotic
Diseases

m Research in Veterinary
Science

= Central European Journal of
Immunology

= Animal Science Papers and

Reports
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