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1. Zyciorys naukowy

Grzegorz Jan Wozniakowski

Paristwowy Instytut Weterynaryjny

Panstwowy Instytut Badawczy

Zaktad Choréb Wirusowych Drobiu

Al. Partyzantow 57
24-100 Putawy

grzegorz.wozniakowski@piwet.pulawy.pl

tel. +48 889 33 70, fax.

1.1. Wyksztatcenie

+48 81 886 25 95

Miesigc, rok

uzyskania

Dyplom/Stopien naukowy

Wrzesien 2001-

czerwiec 2006

Studia magisterskie na kierunku biologia specjalnos¢ mikrobiologia,
Woydziat Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej

w Lublinie

Czerwiec 2006

Magister biologii, specjalnos¢ Mikrobiologia
Praca magisterska pt.: ,Analiza filogenetyczna mikrosymbiontéw
Genista tinctoria na podstawie metody RFLP 16S rDNA”. Uniwersytet

Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie

Lipiec 2006

Dyplom ukonczenia studiéw podyplomowych: ,Zarzgdzanie Jakoscig
w Produkcji Zywnosci”. Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, Wydziat

Nauk o Zywnosci i Biotechnologii.

Kwiecien 2012

Doktor nauk weterynaryjnych

Rozprawa doktorska pt: ,Wystepowanie i analiza molekularna
wybranych genéw wirusa choroby Mareka w przebiegu zakazenia
kurczat”. Panstwowy Instytut Weterynaryjny — Paiistwowy Instytut

Badawczy w Putawach




Informacje o zatrudnieniu w jednostkach naukowych

Miesigc, rok Sprawowane stanowisko, nazwa jednostki naukowej

02.2007-04.2010 Specjalista inzynieryjno-techniczny, Zaktad Chordb Wirusowych

Drobiu, Panstwowy Instytut Weterynaryjny

05.2010-09- Asystent, Zaktad Chordb Wirusowych Drobiu, Panstwowy Instytut

09.2012 Weterynaryjny

Od 10.2012 Adiunkt, Zaktad Choréb Wirusowych Drobiu, Panstwowy Instytut
Weterynaryjny

2. Przebieg pracy naukowo-badawczej

Prace naukowo-badawczg rozpoczatem w 2005 roku pod kierunkiem prof. dr
hab. Wandy Matek, kierownika éwczesnego Zaktadu Mikrobiologii Ogdlnej Wydziatu Biologii
i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie. Gtéwnym zagadnieniem
badawczym w ramach dziatalnosci Zaktadu byty badania prowadzone w celu identyfikacji i
réznicowania bakterii brodawkowych z rodzaju Rhizobium, Mesorhizobium i Bradyrhizobium
tworzgcych ukfady symbiotyczne z roslinami zasiedlajgcymi gleby ubogie w przyswajalne
formy azotu, takie jak: azotany, azotyny czy sole amonowe. Prowadzone przeze mnie
badania w ramach pracy magisterskiej zwigzane byly z dziatalnoscig Zaktadu i oceng
zréznicowania genu kodujacego 16S rRNA posréd mikrosymbiontéw Janowca Barwierskiego
(Genista tinctoria) rosngcego na terenie Polski, Anglii oraz Ukrainy. Podjete badania
filogenetyczne prowadzono przy wykorzystaniu metody PCR-RFLP (technika taricuchowe;j
reakcji polimerazy potgczona z analizg restrykcyjng uzyskanych produktéw) dla 16S rDNA
bakterii pochodzacych z rézinych regiondw geograficznych. Uzyto pieciu enzymow
restrykcyjnych: Alul, Hinfl, Mbol, Mspl i Rsal. Dodatkowo przeprowadzono eksperymentalne
badania nad zdolnoscig tworzenia brodawek korzeniowych u Janowca Barwierskiego przez
mikrosymbionta Phyllobacterium trifolii, w celu okreslenia ich zdolnosci do infekowania
wilosnikéw korzeniowych tej rosliny. Wynikiem przeprowadzonej analizy 16S rDNA (PCR-
RFLP) byty profile fragmentéw restrykcyjnych, pozwalajgce na identyfikacje izolatéw
bakteryjnych pozyskanych z brodawek korzeniowych G.tinctoria do poziomu rodzaju i
gatunku. Uzyskane wyniki przeprowadzonej analizy filogenetycznej pozwolity na

stwierdzenie wysokiego podobienstwa sekwencji 16S rDNA niezaleznie od pochodzenia



geograficznego izolatdw mikrosymbiontow. Pordwnujgc wzory restrykcyjne 16S rDNA
badanych izolatow z wzorami szczepoéw referencyjnych mikrosymbiontéw stwierdzono, ze
nalezg one do rodzaju Bradyrhizobium i potwierdzono skuteczno$é¢ wykorzystanej metody
PCR-RFLP do identyfikacji i réznicowania bakterii brodawkowych na poziomie rodzaju.
W celu bardziej dogtebnej analizy filogenetycznej mikrosymbiontéow roslin motylkowatych
korzystniejsza metodg jest sekwencjonowanie specyficznych gatunkowo sekwencji DNA.
Z kolei przeprowadzone proby zakazenia wiodnikdbw G.tinctoria przez bakterie
Phyllobacterium trifolii subsp. PETP02' wykazaty brak jej zdolnosci do tworzenia brodawek
na korzeniach tej rosliny. Badania zostaty przedstawione w pracy magisterskiej pt.: ,,Analiza
filogenetyczna mikrosymbiontéw Genista tinctoria na podstawie metody RFLP 16S rDNA”,

ktorg obronitem w czerwcu 2006 roku z wynikiem bardzo dobrym.

Po uzyskaniu tytutu magistra w lutym 2007 roku zostatem zatrudniony na stanowisku
specjalisty inzynieryjno-technicznego w Zaktadzie Choréb Wirusowych Drobiu Paristwowego
Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach. Moje
badania naukowe prowadzone pod kierunkiem prof. dr hab. Elzbiety Samorek-Salamonowicz
dotyczyty opracowania i doskonalenia metod diagnostyki i analizy molekularnej choroby
Mareka u kur oraz patogenezy chordb drobiu wodnego, takich jak: choroba Derzsy’ego, czy
cirkowiroza u gesi i kaczek pizmowych. Prowadzone przeze mnie badania byty poczgtkowo
skupione nad technikg tarnicuchowej reakcji polimerazy (PCR) oraz jej modyfikacjami, takimi
jak: multiplex-PCR, czy touchdown-PCR a nastepnie po odbytym stazu zagranicznym w
Lohmann Animal Health w Cuxhaven w Niemczech nad metodg PCR w czasie rzeczywistym
(real-time PCR). Nabyte doswiadczenie oraz wstepne wyniki badan pozwolity mi w 2010 roku
na otwarcie przewodu doktorskiego, ktérego promotorem byta prof. Elzbieta Samorek-
Salamonowicz i dalszg realizacje badan nad wystepowaniem i charakterystykg onkogendéw
krajowych szczepdw wirusa choroby Mareka za pomocg opracowanych metod biologii
molekularnej, takich jak PCR, real-time PCR oraz amplifikacji w warunkach statej temperatury
(LAMP). Dzieki uzyskaniu w 2009 roku stypendium FEMS Research Fellowship w Freie
Universitit Berlin mozliwa byta realizacja badain nad konstrukcja rekombinowanej
szczepionki przeciwko chorobie Mareka opartej na sztucznym chromosomie bakteryjnym
(BAC) zawierajgcym DNA delecyjnego terenowego szczepu o wysokiej zjadliwosci,

pozbawionego onkogendw meqg oraz wirusowej telomerazy (vTR). Pierwszy etap badan w



ramach pracy doktorskiej zrealizowano po opracowaniu metody LAMP i identyfikacji 98
materiatdw pozyskanych od ptakéw wykazujacych objawy kliniczne MD. Nastepnie w celu
spetnienia przyjetych zasad w wirusologii weterynaryjnej ze wszystkich tych materiatéow
izolowano szczepy MDV. Wyniki potwierdzono metodg immunofluorescencji posredniej.
W dalszej czesci rozprawy doktorskiej opracowano kilka metod PCR oraz real-time PCR do
wykrywania i réznicowania szczepédw MDV, a nastepnie do okreslenia wystepowania genéw
ICP4, pp38, meq, LAT i L-meq szczepdw nalezgcych do serotypu 1 i SORF1 szczepdéw serotypu
3. Wyniki badan wykazaty obecnos¢ gendw ICP4, pp38, meq i LAT charakterystycznych dla
zjadliwych szczepéw MDV. Ponadto w 26 izolatach oprdécz onkogendw specyficznych dla
MDV stwierdzono obecnos¢ genu SORF1 charakterystycznego dla szczepu FC126 HVT
stosowanego, w profilaktyce MD dla kurczat brojleréw, natomiast w 33 izolatach oprdcz
onkogenéw MDV wystepowat gen L-meq obecny w genomie szczepu szczepionkowego
CVI988/Rispens. Opracowana technika real-time PCR oprdocz mozliwosci szybkiego
réznicowania szczepoéw MDV pozwolita na okreslenie liczby kopii onkogenéw w badanych
szczepach. Przeprowadzona analiza sekwencji nukleotydowej i aminokwasowej onkogenu
meq MDV szczepow terenowych MDV wykazata wystepowanie motywdéw sekwencji
charakterystycznych dla szczepéw o podwyzszonej patogennosci (vwMDV i vw+MDV). Z kolei
analiza sekwencji aminokwasowej biatka Meq wykazata wystepowanie specyficznej
substytucji fenyloalaniny w seryne w pozycji 32, delecji proliny, kwasu glutaminowego i
lizyny w pozycjach 33, 42 i 39 oraz insercji kwasu glutaminowego w pozycji 52 tancucha
aminokwasowego. Mutacje te byty rowniez obecne w sekwencjach aminokwasowych
szczepow referencyjnych o podwyziszonej patogennosci. Wykazano tez wystepowanie
insercji fragmentu LTR retrowirusow u 8 izolowanych obecnie szczepdw MDV. Wazng czescig
podjetych w ramach pracy doktorskiej badan byto tez otrzymanie BAC klonu zjadliwego
szczepu delecyjnego, pozbawionego dwdch waznych onkoprotein megq i vTR. Skonstruowany
BAC klon zostat uzyty do przygotowania szczepionki przeciwko MD, ktérg uzyto do
uodpornienia pisklgt. Wyniki badan wykazaty, ze szczepionka byta nieszkodliwa dla kurczat i
zapewnifa protekcje po zakazeniu szczepem zjadliwym vv+MDV.

Rozprawe doktorskg obronitem 16 kwietnia 2012 roku. Recenzenci wnioskowali o
nagrodzenie pracy.

Przeprowadzone badania w ramach rozprawy doktorskiej opublikowano czesciowo w

czterech publikacjach o zasiegu miedzynarodowym, ktérych jestem gtéwnym autorem.



Praca zostata nagrodzona przez Polskie Towarzystwo Nauk Weterynaryjnych jako najlepsza

rozprawa doktorska w roku 2012.

Publikacje

1) G. Wozniakowski, E. Samorek-Salamonowicz, W. Kozdruni. Occurrence of main Marek’s
disease genes during infection of chickens. Bull Vet Inst Pulawy, 2010, 54, 123-127, IF;010=
0,321, MNiSW=20 pkt

2) G. Wozniakowski, E. Samorek-Salamonowicz, W. Kozdrun. Sequence analysis of meq
oncogene among Polish strains of Marek's disease. Pol J Vet Sci, 2010, 13, 263-267,
IF2010-0,507, MNiSW=20 pkt

3) G. Wozniakowski, E. Samorek-Salamonowicz, W. Kozdrui. Molecular characteristics of
Polish field strains of Marek's disease herpesvirus isolated from vaccinated chickens. Acta

Vet Scand, 2011, 53:10, IF2011-1,367, MNiSW=27 pkt

4) G. Wozniakowski, E. Samorek-Salamonowicz, W. Kozdrui. Rapid detection of Marek's
disease virus in feather follicles by loop-mediated amplification. Avian Dis 2011, 55, 462-467,
|F2011=1,462 MNiSW=32 pkt

Wyniki badan byty rowniez prezentowane w trzech rozdziatach monograficznych o tematyce
chordéb drobiu oraz w formie siedmiu doniesief ustnych i plakatowych podczas konferencji

krajowych i zagranicznych.

Rozdziaty w monografiach

1) G. Wozniakowski, E. Samorek-Salamonowicz, W. Kozdrun. ,New recombinants of Marek’s
disease virus field strains with insertion of sequence from avian retroviruses”. Molecular
biology in diagnostics of infectious diseases and biotechnology. Monografia, SGGW,

Warszawa, s. 148-151



2) G. Woziniakowski, E. Samorek-Salamonowicz, W. Kozdrun. Nowe metody szybkiego
wykrywania zjadliwych szczepéw wirusa choroby Mareka”. Aktualne problemy w patologii
drobiu. Monografia, Wroctaw, s. 114

3) G. Wozniakowski, E. Samorek-Salamonowicz E, W. Kozdrun. Lokalizacja wirusa choroby
Mareka w tkankach kurczat szczepionych przeciwko chorobie Mareka. Aktualne problemy w

patologii drobiu. Monografia, Wroctaw 2011, s. 90-93

Doniesienia na konferencje naukowe

1) G. Woiniakowski, E. Samorek-Salamonowicz, W. Kozdrun. Preparation of the Polish
Marek’s disease field strains for the construction of deletive BAC clones. Abstracts oral and
poster presentations of 4™ Annual Meeting EPIZONE, 2010, Saint Malo, France, p. 100

2) G. Wozniakowski, E. Samorek-Salamonowicz, W. Kozdrun. BAC DNA of recombinant
Marek’s disease virus confers protection against very virulent plus strain of MDV.
Proceedings of 5™ Annual Meeting EPIZONE “Science on alert”, Arnhem, Netherlands, p.43
3) G. Woiniakowski, E. Samorek-Salamonowicz. New chimeric field strains of Marek’s
disease in Poland. 36" Proceedings of Annual International Herpesvirus Workshop, Gdansk,
p. 814

4) G. Wozniakowski, E. Samorek-Salamonowicz, W. Kozdrun. Influence of FC126 (HVT) and
Rispens strain on the virulent MDV-1 replication. The 5" International Workshop of the
Molecular Pathogenesis of Marek’s Disease Virus and 1% Symposium of Avian
Herpesviruses. The University of Georgia, Athens, Georgia, USA, 2010, p. 25

5) G. Wozniakowski, E. Samorek-Salamonowicz, W. Kozdrun. Rapid detection of Marek’s
disease virulent virus by loop-mediated amplification (LAMP). The 5" International
Workshop of the Molecular Pathogenesis of Marek’s Disease Virus and 1** Symposium of
Avian Herpesviruses. The University of Georgia, Athens, Georgia, USA, 2010, p. 99

6) G. Wozniakowski, E. Samorek-Salamonowicz, W. Kozdruni. Occurrence of new virulent
strains of Marek’s disease in Poland. 5" EPIZONE Theme 5 meeting, 2010, Copenhagen, p.
26

7) G. Wozniakowski, E. Samorek-Salamonowicz, W. Kozdrui. Comparison of loop mediated
amplification (LAMP) and PCR as a rapid tools for the detection of Marek’s disease virus. 5t

EPIZONE Theme 5 meeting, 2010, Copenhagen, p.30



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. Nr 65, poz. 595, z pdZn. zm.)

Osiggniecie stanowi jednotematyczny cykl publikacji pod wspélnym tytutem:
,Zastosowanie metod biologii molekularnej i inZynierii genetycznej do identyfikacji i

analizy herpeswirusow ptakow”.

Cykl publikacji obejmuje 6 prac umieszczonych w bazie danych JCR o tgcznym
IF=10,17 punkty MNiSW = 150 pkt. Oswiadczam, ze w przedstawionych publikacjach opisane
badania byly mojg autorskg koncepcjg, we wszystkich publikacjach bytem autorem tekstu,
autorem korespondencyjnym i gtéwnym wykonawcg badan. Przedstawione publikacje
podlegaty rygorystycznym recenzjom w celu spetnienia szczegdétowych wymagan
recenzentéw. Swoj udziat w powstanie i opublikowanie przedstawionych prac oceniam na

80-95%.

1) G. Wozniakowski, E. Samorek-Salamonowicz, W. Kozdrui. Comparison of loop-mediated
isothermal amplification (LAMP) and polymerase chain reaction (PCR) for the detection and
differentiation of Marek’s disease virus serotype 1,2 and 3. Avian Dis. 2013, 57, 539-543.
IF2012-1,73. .Punkty MNiSWy,,3-35. Mdj wkiad w autorstwo to 80% - koncepcja badan,
planowanie i wykonanie doswiadczen, analiza i podsumowanie wynikdw oraz napisanie

pracy naukowe;j.

2) G. Wozniakowski, E. Samorek-Salamonowicz. Direct detection of Marek’s disease virus in
poultry dust by loop-mediated isothermal amplification. Arch Virol. 2014, DOI
10.1007/s00705-014-2157-5. 1F5013-2,28. .Punkty MNiSW(:3-20. M4j wktad w autorstwo to
95% - koncepcja badan, planowanie i wykonanie doswiadczen, analiza i podsumowanie

wynikéw oraz napisanie pracy naukowe;j.

3) G. Wozniakowski, E. Samorek-Salamonowicz. In vitro replication of recombinant Marek’s
disease viruses constructed from strains lacking meq and vTR oncogenes. Bull Vet Inst

Pulawy, 2013, 57, 141-147. IF30313-0,37. Punkty MNiSW3¢;3-20. Mdj wktad w autorstwo to



90% - koncepcja badan, planowanie i wykonanie doswiadczen, analiza i podsumowanie

wynikdéw oraz napisanie pracy naukowe;.

4) G. Wozniakowski, E. Samorek-Salamonowicz, P. Szymanski, P. Wencel , M. Houszka.
Phylogenetic analysis of Columbid herpesvirus-1 in rock pigeons, birds of prey and non-
raptorial birds in Poland. BMC Vet Res. 2013, 9:52, IF;012-2,00. Punkty MNiSW3013-35. MJj
wktad w autorstwo to 85% - koncepcja badan, planowanie i wykonanie doswiadczen, analiza

i podsumowanie wynikéw oraz napisanie pracy naukowe;.
Praca nagrodzona nagrodq Il stopnia Dyrektora PIWet za najlepszq publikacje w roku 2013.

5) G. Wozniakowski, P. Wencel, E. Samorek-Salamonowicz. Detection of CoHV-1 by loop-
mediated amplification (LAMP). Application of LAMP for CoHV-1 incidence monitoring in
domestic pigeons. Lett Appl Microbiol 2014, doi:10.1111/lam.12317 IFy013-1,74. Punkty
MNiSW,013-20. M6j wktad w autorstwo to 90% - koncepcja badan, planowanie i wykonanie

doswiadczen, analiza i podsumowanie wynikéw oraz napisanie pracy naukowe;j.

6) G. Wozniakowski, E. Samorek-Salamonowicz. First survey of the occurrence of duck
enteritis virus (DEV) in free-ranging Polish water birds. Arch Virol. 2013
DOI:10.1007/s00705-013-1936-8 1F3912-2,03. Punkty MNiSW¢;3-20. M4j wktad w autorstwo
to 95% - koncepcja badan, planowanie i wykonanie doswiadczen, analiza i podsumowanie

wynikéw oraz napisanie pracy naukowe;j.

3.1. Wstep

Przemyst drobiarski w Polsce ulega statemu i szybkiemu rozwojowi. Szacowana
produkcja miesa drobiowego w Polsce wedtug Krajowej Rady Drobiarstwa (KRD) wynosi
okoto 1,5 ml ton rocznie. W odniesieniu do drobiu grzebigcego podczas ostatnich 4 lat
wylezono 2985,6 min pisklagt brojlerow, 109692 tys. pisklat przeznaczonych na stada niesne
oraz 40190,4 tys. pisklagt ogdlnouzytkowych. Co wiecej obserwuje sie coroczny wzrost
produkgcji kurczat o kilka procent. Jeszcze wieksze znaczenie ma hodowla drobiu wodnego.
Polska zajmuje obecnie drugie miejsce w produkcji pisklgt gesich w Unii Europejskiej z roczng
produkcjg 4,6 min szt., natomiast w skali swiatowej Polska produkcja gesi stanowi 3%. W
roku 2013 zaobserwowano 63% wzrostu wylegu ggsigt w stosunku do ubiegtego roku

wskazujgc na istotne znaczenie produkcji drobiu wodnego dla gospodarki rynkowej w Polsce.
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Wiekszos¢ krajowej produkcji jest przeznaczona na eksport. Tuszki gesie sg eksportowane w
95% do Niemiec oraz Anglii i Danii, natomiast puch i pierze do Szwajcarii, USA, Japonii i
Tajlandii.

Bardzo duze znaczenie dla zachowania odpowiedniej dynamiki produkcji drobiarskiej
majg biopreparaty i szczepionki ochronne, jak réwniez skuteczna diagnostyka laboratoryjna.
Wystepowanie choréb wirusowych drobiu stanowi wazny problem réwniez biorgc pod
uwage epidemiologiczne aspekty szerzenia sie zakazen pomiedzy ptakami wolno zyjgcymi a
drobiem hodowlanym. Diagnostyka oraz badanie etiologii choréb wirusowych ptakéw
stanowgq istotne ekonomicznie zagadnienie. Pod szerokim okresleniem ,ptaki” uzywanym w
ramach niniejszego opracowania nalezy rozumieé nie tylko dréb grzebigcy i wodny, lecz
rowniez gofebie i ptaki drapiezne, takie jak: sokdt wedrowny, jastrzgb gotebiarz, czy
myszotow. Badanie materiatu pochodzgcego od padtych ptakéw wolno zyjacych ma swoje
uzasadnienie biorgc pod uwage fakt, iz bardzo czesto sg one rezerwuarem zakazen
wirusowych. Dowodem tego stwierdzenia sg badania dotyczgce transmisji wielu réznych
czynnikéw patogennych ze szczegdlnym uwzglednieniem herpeswiruséw. Istniejg bowiem
dowody na transmisje wirusa choroby Mareka, bedgcego czynnikiem etiologicznym
nowotworowej choroby drobiu grzebigcego pomiedzy bazantami a kurami domowymi. W
przypadku ptakéow drapieznych, ktérych ofiarami sg czesto zasiedlajgce szerokie nisze

geograficzne gotebie mozliwa jest rdwniez transmisja zakazen o etiologii herpeswirusowe;j.

3.2. Cel pracy
Celem przedstawionych w ramach osiggniecia naukowego badan byto opracowanie i
zastosowanie metod biologii molekularnej oraz inzynierii genetycznej do identyfikacji i

analizy herpeswiruséw ptakéw.

3.3. Omowienie przeprowadzonych badan i uzyskanych wynikow

Jednym z najwiekszych probleméw ekonomicznych w hodowli kur, indykow i
przepiorek japonskich jest choroba Mareka (MD) [5,8,30]. Bioragc pod uwage straty
ekonomiczne, powodowane przez MD, ktdre na catym Swiecie wynoszg rocznie okoto 2 mld
dolaréw bardzo istotna jest jej profilaktyka, ktéra realizowana jest poprzez szczepienia
ochronne. MDV nalezgcy do rodzaju Mardivirus, podrodziny Alphaherpesvirinae,

reprezentowany jest przez trzy odrebne serotypy. Pomimo stosowania od ponad 40 lat
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szczepien ochronnych duzym zagrozeniem sg nowo pojawiajgce sie szczepy o podwyzszonej
patogennosci (very virulent vwMDV i very virulent plus vw+MDV) [27]. Serotypowanie oparte
jest na rdzinicach wystepujacych w ich antygenach powierzchniowych oraz we
wtasciwosciach biologicznych, takich jak wielkos¢ tworzonych in vitro tysinek, tempo
replikacji oraz rdznice w sekwencji i poziomie ekspresji gtownych biatek wirusowych.
Szczepionki przeciwko MD zawierajg najczesciej atenuowany szczep CVI988/Rispens, bedacy
jak dotad ztotym standardem, szczep SB1, ktéry nie jest dopuszczony do stosowania w wielu
krajach Europy oraz szczep herpeswirusa indykéw HVT FC126 [16]. Coraz czesciej stosowane
sq szczepionki biwalentne, a nawet tréjwalentne stanowigce mieszanine serotypow |, Il i IlI
MDV. Réwnie czesto spotykane sg przetamania protekcji poszczepiennej przez zjadliwe
szczepy vw+MDV.

W zwigzku z mozliwoscig wystepowania wszystkich trzech serotypdw u szczepionych i
zakazonych kurczat istotna jest ich skuteczna identyfikacja za pomocg nowej generacji
metod biologii molekularnej. Wszystkie trzy serotypy MDV posiadajg genomy o rdznych
wielkosciach (od 159 do 180 kbp), w ktéorych kodowane sg geny homologiczne, jak rowniez
unikalne dla danego serotypu. Réznice w budowie molekularnej wszystkich trzech serotypow
MDV zostaty uzyte w podjetych w ramach cyklu badan do zaprojektowania i opracowania
trzech niezaleznych reakcji LAMP. Opisane poprzednio w literaturze badania wykazaty, ze
metody takie jak PCR oraz real-time PCR pozwalajg na identyfikacje i réznicowanie szczepow
MDV [1-3,13,17,22]. Pomimo wielkiej przydatnosci metod opartych na PCR bywajg one
niedostepne badz tez zbyt skomplikowane dla niektérych laboratoriow weterynaryjnych. Z
tego wzgledu przyszto$é skutecznej diagnostyki MD oraz réznicowania serotypéw MDV moze
zrewolucjonizowa¢ metoda LAMP, ktéra nie wymaga rozbudowanego zaplecza
laboratoryjnego [18-19,23-26,28,32]. W ostatnich kilku latach obserwuje sie wyrazny wzrost
zastosowania tej metody do szybkiej identyfikacji zaréwno patogenéw wirusowych, jak i
bakteryjnych, grzybiczych oraz pasozytéw ludzi, zwierzat i roslin. Przyczyng duzego
zainteresowania metodg LAMP s3g jej walory ekonomiczne, poniewaz nie wymaga ona
zastosowania termocykleréw a jedynie tazni wodnej o statej temperaturze okoto 60°C,
natomiast wynik koncowy otrzymywany jest jako fluorescencja probdowek zawierajgcych
DNA lub RNA badanego patogenu pod wptywem promieni ultrafioletowych (UV). Zasada jej
dziatania oparta jest na wtasciwosciach polimerazy DNA pozyskanej z bakterii Bacillus smithi

lub Bacillus stearothermophilus [24,25]. Dzieki zaprojektowanym dwdém lub trzem parom
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specyficznych starterow oligonukleotydowych mozliwe jest uzyskanie bardzo wysokich
koncentracji potomnych fragmentéw DNA o stezeniu nawet 10 ug w czasie ponizej 1
godziny. Tak wysokie stezenie DNA po dodaniu interkalarnego barwnika, takiego jak SYBR
Green®, czy GelRed™ prowadzi do zmiany zabarwienia mieszanin reakcyjnych
zawierajgcych specyficzny amplikon, a w promieniach UV do silnej iluminacji.

Przeprowadzone badania pozwolity na optymalizacje parametréw przebiegu
wszystkich trzech metod LAMP. Wiarygodne wyniki uzyskiwano juz po 30 min. w
temperaturze 62,3°C. Stwierdzono, ze metoda LAMP moze dziataé przy uzyciu 2 lub 3 par
specyficznych starterow, jednakze trzecia para starterow tworzgca dodatkowe petle
inicjowata dodatkowy etap amplifikacji, co w efekcie pozwolito na skrécenie czasu analizy z
90 do 30 min. Oceny wystepowania DNA szczepdw nalezgcego do okreslonego serotypu
dokonano na podstawie zielonej lub pomaranczowej fluorescencji probéwek w zaleznosci od
uzytego barwnika tj. SYBR Green® lub GelRed™. Czuto$¢ opracowanej metody okreslono,
jako 2logig PFU dla serotypu | oraz Il (HVT) oraz 3logio W przypadku szczepdw nalezgcych do
serotypu Il. Ustalono tez, ze opracowane metody byty specyficzne wytgcznie dla okreslonego
serotypu i nie obserwowano niespecyficznych reakcji krzyzowych. W poréwnaniu do metody
PCR opracowana metoda LAMP okazata sie by¢ bardziej czuta a réznice wynosity od 1 do 2
logio PFU. Jak wykazaty dalsze badania szczepdéw terenowych nalezgcych do trzech réznych
serotypéw wyniki LAMP byty w 100% zgodne z wynikami PCR, ponadto uzyskiwano je
wielokrotnie szybciej, bez koniecznosci uzycia termocyklera. Przedstawione badania
Swiadczg, iz stosowanie nowych metod biologii molekularnej, takich jak LAMP w diagnostyce
choréb wirusowych ptakdéw pozwala na znaczne oszczednosci czasu oraz ogranicza koszty ich
wykonania. (Praca nr 1 w ramach prezentowanego osiggniecia).

Z uwagi na oryginalny model replikacji MDV w folikutach pidr oraz siewstwo wirusa
do otoczenia wraz z fragmentami naskorka i pidr podjeto probe wykorzystania opracowane;j
w poprzednim etapie badan metody LAMP do bezposredniego wykrywania DNA tego wirusa.
(Praca nr 2 w ramach prezentowanego osiggniecia).

Produktywna faza repikacji MDV prowadzgca do powstania w petni zakaznych
czastek wirusowych zachodzi w warstwie epitelialnej folikut piér (FFE). Wraz ze
ztuszczajgcym sie naskdrkiem zakazonych ptakdw oraz fragmentami pidr zakazine czastki
MDV wystepujg w pyle i kurzu pomieszczen hodowlanych. Czastki MDV sg obecne w

komodrkach folikut pior juz w 7 dniu po zakazeniu [1,2,17]. Jak wykazaty wczesniej
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przeprowadzone badania kurz pomieszczern hodowlanych moze zawiera¢ czestki wirusowe,
ktore w sprzyjajacych warunkach srodowiska pozostajg zakazne dla kurczat i indykéw nawet
do kilku lat.

Przeprowadzone w ramach niniejszego osiggniecia naukowego badania wykazaty
bardzo duzg odporno$¢ LAMP na inhibitory obecne w probkach kurzu pomieszczen
hodowlanych, Stosowane dotychczas metody biologii molekularnej do identyfikacji
zjadliwych szczepdéw MDV,takie jak PCR, czy real-time PCR wymagaja izolacji wirusowego
DNA. Etap ten jest konieczny aby wyeliminowaé¢ obecne w materiale pochodzgcym od
ptakéw inhibitory reakcji amplifikacji. Opracowang metode LAMP specyficzng dla zjadliwych
szczepéw MDV nalezgcych do serotypu | zastosowano do amplifikacji materiatu
genetycznego pochodzgcego bezposrednio z probek kurzu pomieszczen hodowlanych dla
ptakdw. Prébki kurzu pochodzity z 12 ferm z ktérych przysytano ptaki do badania w kierunku
MD. Kurz zbierano z powierzchni nawiewdéw powietrza, parapetdw okien oraz podtldg.
Badania przeprowadzone z uzyciem metody LAMP i polimerazy GspSSD izolowanej z bakterii
Geobacillus sp. wykazaty obecno$¢ materiatu genetycznego MDV w 11 na 12 badanych ferm
kurzych. Co istotne, izolacja kwasu nukleinowego z prébek kurzu przestanych do badan nie
byta konieczna. DNA z prébek kurzu otrzymano po zawieszeniu materiatu w zbuforowanym
roztworze soli fosforanowych (PBS) i inkubacji w temperaturze 95°C przez 5 min. a nastepnie
krétkim odwirowaniu i dziesieciokrotnym rozienczeniu zawiesiny. Pozyskany supernatant
stosowano bezposrednio jako matryce kwasu nukleinowego do metody LAMP. Pomimo
niskiej koncentracji uzyskanego DNA zmierzonej przy roznicy fali swietlnej o dtugosci
A=260/280 nm wynoszgcej od 7,9 do 27,5 nanograma (ng) i czystosci réwnej 0,38 to 1,0
dzieki duzej odpornosci metody LAMP wynik pozytywny uzyskano w prawie 91% badanych
prébek. Przy uzyciu konwencjonalej metody PCR nie byto mozliwe wykrycie wirusowgo DNA
w zadnej z badanych prébek kurzu. Otrzymane metodg LAMP amplikony sprawdzono
podczas analizy temperatury topnienia produktéw, ktéra wykazata wspélny punkt topnienia
przy 87,8°C. Uzyskane wyniki badan potwierdzajg wczesniejsze doniesienia dotyczace
przydatnosci kurzu pomieszczen hodowlanych dla drobiu, jako dobrego Zrédta kwasu
nukleinowego MDV. Badanie tego typu matrycy pozwala na stwierdzenie obecnosci
zjadliwych szczepéw MDV w srodowisku ferm i podjecie odpowiednich dziatan
dezynfekcyjnych, jak rowniez moze dostarczy¢ informacji na temat dynamiki replikacji i

siewstwa wirusa do otoczenia. Wyniki badan pozwalajg na uzycie w przysztosci metody
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LAMP jako prostej techniki identyfikacji MDV w Srodowisku ferm bez zastosowania etapu
izolacji materiatu genetycznego wirusa i niedostepnych w prostych warunkach
laboratoryjnych. termocykleréw do PCR.

Kontynuujgc badania nad zastosowaniem technik biologii molekularnej do analizy
molekularnej MDV w odniesieniu do funkcji jego dwdéch najwazniejszych onkogendw, takich,
jak onkoproteina Meq oraz wirusowa telomeraza (VTR) podjeto prébe otrzymania pieciu
delecyjnych klonédw MDV pozbawionych tych gendéw. Meq posiada motyw suwaka
leucynowego b-ZIP (ang. zipper), ktéry wystepuje u biatek biorgcych udziat w regulacji
procesow komérkowych. Ta wtasciwos¢ pozwala na tworzenie dimeréw z innymi czynnikami
regulujagcymi apoptoze [27]. Rola tego biatka jest bardzo istotna w transformacji
nowotworowe]j zakazonych komérek, co potwierdzono badaniami z zastosowaniem klonéw
delecyjnych pozbawionych fragmentu genu megq, jak réwniez interferencji siRNA.

Z kolei telomeraza MDV jest kompleksem zbudowanym z RNA i biatek [6]. Jedng z jej
funkcji jest zachowanie statej dtugosci telomerdw, ktére sg ochronnymi odcinkami DNA,
wystepujgcymi na koncach liniowych chromosoméw [4,9,21]. Telomeraza wirusowa MDV
(ang. viral telomerase - VTR) wystepuje w genomie MDV w 2 kopiach podobnie jak Meg.
Pierwszym komponentem vTR jest odwrotna transkryptaza (ang. telomerase - reverse
transciptase - TERT) oraz telomeraza RNA (TR). Skfadnik TR dziata, jako matryca dla aktywnej
enzymatycznie podjednostki podczas wydiuzania powtérzen telomeréw na koncach
chromosomoéw [21]. W zdrowych, niezmienionych nowotworowo komédrkach somatycznych
jej aktywnos¢ jest niska, natomiast w tkankach objetych procesem nowotworowym
wykazano jej nadekspresje.

Rozwdj nowoczesnych technik biologii molekularnej i inzynierii genetycznej pozwolit
na badanie funkcji poszczegdlnych genédw MDV. Technika klonowania kompletnych
genomédw MDV w sztucznym chromosomie bakteryjnym (BAC) jest obecnie najczesciej
opisywang metodg wykorzystywang do tworzenia szczepéw MDV pozbawionych gendéw
zwigzanych z replikacjg, wnikaniem do komérki oraz onkogenezg MD [9,21,27,30]. Z kolei
wykorzystanie techniki Red/ET zapozyczonej z faga lambda pozwolito na dowolne
kierunkowe modyfikacje genéw MDV z wykorzystaniem konstruktdow o sekwencji
nukleotydowej komplementarnej do badanego genu. W tym celu wykorzystywane sa
komorki E.coli zawierajgce plazmid, na ktérym kodowane sg geny faga lambda (¢, S )

biorgce udziat w rekombinacji Red/ET [30]. Przeprowadzone w ramach prezentowanego
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cyklu badania miaty na celu zastosowanie metody klonowania genomu pieciu terenowych
szczepdw MDV o réznej patogennosci w sztucznym chromosomie bakteryjnym (BAC).
Nastepnie w komadrkach E.coli GS1783 posiadajgcych plazmid pYEbac102, kodujacy geny faga
lambda, przeprowadzono etap homologicznej rekombinacji Red/ET z uzyciem fragmentéw
dwuniciowego DNA o sekwencji komplementarnej do onkogenéw meq i vIR. Pierwszym
etapem badan byto przeprowadzenie trzech szybkich pasazy wybranych szczepéw
terenowych MDV: 31/07, 23/07, 7/08, 12/09 i 42/09 w hodowlach fibroblastéw zarodkéw
kurzych (CEF). Z komérek zakazonych kazdym z pieciu szczepdw izolowano catkowity DNA.
Nastepnie w celu identyfikacji wirusowego DNA przeprowadzono PCR ze starterami
specyficznymi do sekwencji 132 bp, ktéra wystepuje wytgcznie u szczepédw MDV nalezgcych
do serotypu 1 i pozwala na odrdznienie szczepdw o niskiej patogennosci od szczepéw
zjadliwych. Przeprowadzono transfekcje hodowli CEF wyizolowanym DNA szczepow
terenowych oraz plazmidem pDS-pHA1 w celu otrzymania klonéw BAC. Otrzymany materiat
genetyczny pieciu klonéw BAC wprowadzono poprzez elektroporacje do komdrek
kompetentnych E.coli DH10B. Komorki bakterii wysiewano na podtoze LB z dodatkiem
chloramfenikolu, co pozwolito na wzrost kolonii zawierajacych jedynie klony BAC z
wprowadzonym plazmidem pDS-pHA1 zawierajgcym gen opornosci na ten antybiotyk
(acetylotransferaze chloramfenikolu). Po namnozeniu rekombinowanych komodrek E.coli
przeprowadzano izolacje BAC DNA, ktéry trawiono przy uzyciu endonukleaz EcoRIl i BamHI.
W ostatnim etapie badan przeprowadzono homologiczng rekombinacje pomiedzy
uzyskanymi klonami BAC oraz opracowanymi produktami PCR zawierajgcymi kompletne
ramki odczytu gendw opornosci na antybiotyki —ampicyline oraz kanamycyne. W ten sposéb
skonstruowano pie¢ rekombinowanych klonéw BAC pozbawionych dwéch najwazniejszych
onkoprotein.

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono, ze pomimo usuniecia metodami
inzynierii genetycznej genéw meq i VIR nadal mozliwe bylo odtworzenie szczepow
delecyjnych MDV w hodowlach komdrkowych CEF, co swiadczy o zachowaniu ich zdolnosci
do replikacji. Otrzymane klony delecyjne beda mogty byé w przysztosci uzyte jako
prototypowa szczepionka DNA przeciwko MD. (Praca nr 3 w ramach prezentowanego
osiggniecia).

Réwnolegle w ramach realizowanych badan podjeto prébe opracowania metody real-

time PCR do identyfikacji herpeswirusow wystepujgcych u gotebi i ptakdw wolno zyjgcych na
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terenie kraju oraz scharakteryzowanie ich wtasciwosci molekularnych przez
sekwencjonowanie produktéw PCR specyficznych dla genu DNA-zaleznej polimerazy DNA.

Herpeswirusy sg mato jednorodng grupg wirusow i zakazajg zaréwno dréb
hodowlany, jak réwniez wiele ptakéw drapieznych m.in. z rodziny Jastrzebiowatych
(Accipiteridae), Sokotowatych (Falconidae), Sow (Stigriformes) oraz przedstawicieli rodziny
Papugowatych (Psittacidae) [12,20]. W hodowli drobiu grzebigcego najwieksze znaczenie
ekonomiczne ma opisana w poprzednich dwdch pracach choroba Mareka (MD) oraz zakazne
zapalenie krtani i tchawicy (ILT), u kaczat wystepuje wirusowe zapalenie jelit (DVE), u gotebi
choroba Smadela (SD) objawiajaca sie jako zapalenie drég oddechowych i spojowek oraz

objawy porazenne [29].

Z kolei u ptakéw drapieznych i sow zakazenie herpeswirusami moze przebiegac
bezobjawowo, badz tez wystepujg objawy porazenne [20]. Jako charakterystyczne zmiany
anatomopatologiczne obserwowane sg ciatka wtretowe w watrobie i $ledzionie widoczne
jako drobne rozsiane punkty. Najwazniejsze sg jednak immunosupresyjne skutki zakazenia
herpeswirusami, wiktajgce wtérne zakazenia cirko-, adeno- i paramyksowirusami lub innymi
patogenami bakteryjnymi, ktdrymi sg najczesciej Salmonella typhimurium, Chlamydia
psittaci, E.coli oraz kokcydiami: Eimeria columbanum Ilub Eimeria labbeanna. U papug
wystepuje zas$ choroba Pacheco (PD), ktdra moze objawia¢ sie objawami porazennymi
skrzydet, nastroszeniem pidr i osowiatoscig ptakdw. W zwigzku z problemami wystepujgcymi
w hodowli udomowionych gotebi zaczeto prowadzi¢ badania nad czynnikiem etiologicznym
wywotujgcym herpeswiroze i nadano mu nazwe herpeswirusa gotebi (Columbid herpesvirus-
1 - CoHV-1). Jednoczesnie stwierdzono, ze ptaki drapiezne polujgce na gotebie skalne, badz
tez skarmiane miesem gotebi ulegajg zakazeniu hepeswirusem. W zwigzku z tym podziat
taksonomiczny tych dwdch herpeswiruséw pozostaje do konca niewyjasniony. Dotychczas
rowniez nie byto wiadomo, czy hepreswirusy mogg rowniez zakazac ptaki nienalezgce do
drapieznikéw z takich rodzin, jak krukowate (Corvidae), mewowate (Laridae) czy drozdowate
(Turdidae) zajmujace niekiedy wspdlne nisze etiologiczne z gotebiami. Podtrzymujac te idee
nalezy zwrdci¢ uwage na wyjatkowo dtugi czas przezywalnosci herpeswiruséw w srodowisku.
Z tego wzgledu badania nad wystepowaniem herpeswiruséw w populacjach ptakow dzikich

w Polsce majg waing role w zrozumieniu rozprzestrzeniania sie zakazen wirusowych i
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zacieraniu sie cienkiej granicy pomiedzy herpeswirusami wystepujgcymi u gotebi i ptakow

drapieznych.

Materiat do badan nad identyfikacjg i wtasciwo$ciami molekularnymi herpeswiruséw
pochodzit od 88 padtych ptakéw wolno zyjgcych przestanych przez centra rehabilitacji i azyle
dla ptakéow na terenie kraju w kierunku wykrywania obecnosci wirusa Zachodniego Nilu
(WNV). Podczas badania sekcyjnego od ptakéw tych pobierano wycinki mézgu. Przyczyna
padnieé¢ ptakow byta nieznana, jakkolwiek w przypadku jednego z nadestanych osobnikéw
sokota wedrownego (Falco peregrinus) przed smiercig obserwowano objawy porazenne oraz
zmetnienie rogdéwki, co mogtoby wskazywa¢ na zakazenie CoHV-1. Nie stwierdzono
wystepowania zakazen WNV. Przeprowadzono izolacje w hodowlach fibroblastéw zarodkéw
kurzych (CEF) oraz opracowano metode real-time PCR ze starterami komplementarnymi do
genu DNA zaleznej polimerazy CoHV-1. Jako kontrole dodatnie stosowano skonstruowany
plazmid z wprowadzonym produktem PCR dla szczepu standardowego GW1126.
Przeprowadzone badania wykazaty, ze opracowana metoda real-time PCR byta specyficzna
dla szczepdw CoHV-1 i charakteryzowata sie tez wysoka czutoscig, pozwalajgcg na wykrycie
100 pg wirusowego DNA. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono wystepowanie
CoHV-1 w 18. (20,4%) badanych prébkach. Uzyskane wartosci Cr (cycle treshold)
proporcjonalne do koncentracji wirusowego DNA w probce wahaty sie w granicach od 17,1
do 36,1. W przeprowadzonych badaniach po raz pierwszy stwierdzono wystepowanie CoHV-
1 u mewy srebrzystej (Larus argentatus), czapli siwej (Ardea cinirea), wrony siwej (Corvus
cornix) oraz drozda Spiewaka (Turdus philomelos). Dotychczas brak byto doniesien w
literaturze na temat wystepowania CoHV-1 u ptakdéw nienalezgcych do drapieznikéw z rodzin
krukowatych (Corvidae), mewowatych (Laridae) czy drozdowatych (Turdidae) zajmujgcych
niekiedy wspdlne nisze etiologiczne z gotebiami. Dodatkowo przeprowadzona analiza
filogenetyczna na podstawie sekwencjonowania produktdw PCR dla genu DNA-zaleznej DNA
polimerazy ujawnita, ze wszystkie izolaty CoHV-1 wystepujgce na terenie Polski wykazywaty
100% identycznosci sekwencji nukleotydowej. W pordéwnaniu do izolatéw wystepujacych w
Niemczech stwierdzono 99,1% podobienstwa sekwencji. W odniesieniu do innych
przedstawicieli Herpesviridae, takich jak wirus choroby Mareka (MDV), herpeswirus indyczy
(HVT), wirus zakaznego zapalenia krtani i tchawicy (ILTV) czy wirus choroby Pacheco (PsHV-1)

podobienstwo izolatéw polskich CoHV-1 wynosito od 37,3 do 44,9%. Wyniki badan wykazaty,
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ze herpeswirusy izolowane od gotebi i ptakow wolno zyjacych charakteryzujg sie wysokim
stopniem identycznosci sekwencji nukleotydowe] niezaleznie od ich pochodzenia
geograficznego. Stwierdzono réwniez, ze stanowig one odrebng grupe w obrebie podrodziny
Alphaherpesvirinae. Przeprowadzone badania weryfikujg hipoteze dotyczgcy pochodzenia
obu herpeswirusdw i mechanizmu transferu zakazenia z gotebi na ptaki drapiezne oraz inne

ptaki wolno zyjgce. (Praca nr 4 w ramach prezentowanego osiggniecia).

Prowadzgc dalsze badania nad wystepowaniem herpeswiruséw u gotebi
hodowlanych opracowano szybka metode LAMP do identyfikacji CoHV-1. Metode LAMP
uzyto do identyfikacji materiatu genetycznego tego wirusa zastosowano do wykrywania
fragmentu genu DNA-zaleznej polimierazy przy uzyciu trzech komplementarnych par
starteréw. Wystepowanie zakazed CoHV-1 u gotebi hodowlanych moze stanowié¢ powazne
zagrozenie w ich hodowli oraz w potencjalnym handlu dla hodowcéw oraz kolekcjonerdw
rzadkich egzemplarzy tych ptakéw. Materiat do badan pochodzit od 42 ptakéw przestanych
do badan na przetomie 2011 i 2013 roku do prywatnej lecznicy weterynaryjnej ptakéw "Avi
Expert" w Lublinie. U przestanych do badan gotebi obserwowano obecnos¢ biatego nalotu w
jamie dziobowej oraz tchawicy, ktéry powodowat u ptakdw objawy dusznosci. Podczas
badania sekcyjnego u niektérych ptakéw stwierdzono znaczne powiekszenie watroby z
obecnoscig ognisk martwiczych. Przeprowadzona analiza rozmazéow krwi wg. metodyki
Romanowskiego wykazatg obecnos¢ ciatkek wtretowych. Prowadzone dotychczas badana w
wielu innych osrodkach naukowych w Europie i catym na Swiecie wykazaty wystepowanie
zakazen CoHV-1 u gotebi na poziomie okofo 20%. Zastosowana przeze mnie po raz pierwszy
na Swiecie metoda LAMP do identyfikacji CoHV-1 u gotebi hodowlanych wykazata obecnosé
wirusa u 8 na 42 przebadanych ptakéw, co stanowito okoto 19% badanych gotebi. Analiza
czutosci diagnostycznej opracowanej metody LAMP wykazata, ze pozwala ona na wykrycie
nawet 10 fg DNA szczepu standardowego CoHV-1 GJW1126. Wyniki badan potwierdzono
rozdziatem elektroforetycznym produktéw LAMP, po ktérym w prébkach zawierajgcych DNA
CoHV-1 obserwowano obecnos¢ prazkéw o oktadzie tzw. "drabinki". Wyniki badan
potwierdzono metodg real-time PCR, ktérej czuto$é¢ wynosita 100 pg. Dodatnie w metodzie
LAMP probki przeznaczono do zakazania hodowli komdrkowych fibroblastéw zarodkéw
kurzych (CEF) w celu izolacji wirusa. Charakterystyczny dla herpeswirusow efekt

cytopatyczny (CPE) w zakazonych hodowlach komérkowych w postaci komérek tworzgcych
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skupiska oberwowano poczgwszy od 72 h.p.i. Opracowana w toku badan metoda LAMP jest
pierwszym jej zastosowaniem do identyfikacji CoHV-1 i bedzie mogta by¢ w przysztosci
wykorzystana przez laboratoria badawcze z ograniczonym dostepem do technik biologii
molekularnych (Praca nr 5 w ramach prezentowanego osiggniecia).

Prowadzgc dalsze badania nad molekularng diagnostyka i badaniami nad patogeneza
herpeswiruséw ptakéw podjeto pierwszg w kraju probe ustalenia akualnej sytuacji
epidemiologicznej w odniesieniu do wirusa zapalenia jelit kaczat (DVE) posrdod ptakow

wodnych zyjacych na terenie kraju przy uzyciu metody LAMP.

Zapalenie jelit kaczat (duck plague - DP) jest jednym z najpowaznieszych i ostrych w
przebiegu zakazen wirusowych wystepujgcych u ptakéw wodnych [20]. Wrazliwe na
zakazenie wirusem zapalenia jelit (DEV) sg ptaki nalezgce do 48 réznych gatunkéw zaliczajgc
gesi, kaczki oraz fabedzie. Co istotne, zakazenie moze szerzy¢ sie pomiedzy dzikim ptactwem
wodnym oraz hodowlanym drobiem wodnym (gesi i kaczki). Smiertelno$¢ spowodowana
zakazeniem DEV moze dochodzi¢é nawet do 100% w stadzie. DEV nalezy do
Alfaherpeswiruséw w obrebie rodziny Herpesviridae. Dosy¢ rzadkie doniesienia dotyczgce
wystepowania DEV u hodowlanego drobiu wodnego sg zwigzane ze specyfikg wirusa i
faktem, ze jego antygen moze by¢ wykrywany wytgcznie podczas przejsciowej fazy siewstwa
do otoczenia. Moze byc to réwniez zwigzane z nieco nizszg czuto$cig diagnostyczna
stosowanych w przesztosci metod serologicznych, takich jak izolacja wirusa w hodowlach
komodrkowych fibroblastow zarodkow kurzych SPF (CEF), fibroblastow zarodkéw gesich
(DEF), testow immunoenzymatycznych ELISA, czy metod mikroskopii elektronowej. Wraz z
wprowadzeniem metod biologii molekularnej, takich jak PCR, czy PCR w czasie rzeczywistym
wykrywanie materiatu genetycznego DEV stato sie o wiele fatwiejsze. Dalszy rézwéj metod
biologii molekularnej pozwolit w roku 2009 na opracowanie metody LAMP, co znacznie
bardziej usprawnito badania nad identyfikacjg DEV. Opracowana w toku badan metoda
wiasna real-time LAMP charakteryzowata sie ponad dwukrotnie krotszym czasem analizy
oraz mozliwoscig rejestracji wynikéw w systemie do real-time PCR. Badania przeprowadzono
na 132 prébkach terenowych pochodzacych od wolno zyjacych ptakéw wodnych, gtdéwnie
byty to dzikie kaczki (Anas platyrhynchos) oraz tabedzie nieme (Cygnus olor). Materiat
genetyczny DEV stwierdzono w przypadku 96 ptakéw, co stanowito 72,7% badanych ptakow

wodnych wolno zyjacych. Oprécz wymienionych wyzej gatunkéw materiat genetyczny wirusa
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zostat stwierdzony u gesi gegawy (Anser anser), gesi zbozowej (Anser fabalis) oraz
wyjatkowo u czapli siwej (Ardea cinerea), co nie byto dotychczas opisywane w literatrze
fachowej. Opracowana metoda real-time LAMP pozwolita na potwierdzenie obecnosci
herpeswirusowego DNA na podstawie zmiany barwy mieszanin rekacyjnych LAMP na zielong
w Swietle widzialnym, jasnej zielonkawej fluorescencji pod wptywem lampy UV, jak rowniez
przyrostu sygnatu fluorescencyjnego obserowowanego w systemie do real-time PCR Applied
Biosystems 7500. Co wiecej badania uzyskane metodg real-time LAMP zostaty potwierdzone
izolacjg wirusa w hodowlach CEF, w ktdrych po przeprowadzeniu 3 pasazy kazdego ze
szczepdw obserwowano wystepowanie charakterycznego efektu cytopatycznego (CPE).

Tak wysoki odsetek wynikéw dodatnich byt zaskakujgcy z uwagi, iz w badaniach
przeprowadzonych na przetomie lat 80. i 90. w Wielkiej Brytanii przy uzyciu metod
serologicznych obecno$¢ specificznych przeciwciat anty-DEV stwierdzono w przypadku 46,6%
badanych ptakéw. Dotychczas w Polsce wystepowanie DEV u ptakéw wolno zyjgcych nie
byto badane a wysoki odsetek wynikéw dodatnich wskazuje na szerokie rozprzestrzenienie
tego wirusa posrod ptakéw wolno zyjacych. Czuto$¢ opracowanej metody real-time LAMP
wynosifa 1 pg DNA szczepu standardowego DEV 1227. Biorgc pod uwage wysoki odsetek
ptakdw wolno zyjgcych, u ktérych stwierdzono obecnosé DNA DEV w przysztosci planuje sie
rozszerzy¢ badania w kierunku okreslenia transmisji tego wirusa na hodowlany dréb wodny.

(Praca nr 6 w ramach prezentowanego osiggniecia).

Podsumowujgc badania przedstawione w ramach przedtozonych 6 prac naukowych
majg one duze znaczenie dla ciggtego rozwoju diagnostyki i badan nad etiologia i patogeneza
choréb ptakéw o etiologii herpeswirusowej. W wiekszosci przypadkdéw opracowane wtasne
metody biologii molekularnej ze szczegélnym uwzglednieniem techniki LAMP byty opisane
po raz pierwszy na Swiecie. Ponadto opracowane techniki stuzyty poznaniu aktualnej sytuacji
epidemiologicznej w odniesieniu do herpeswiruséw wystepujacych u ptakéw drapieznych i
gotebi (CoHV-1), czy wirusa zapalenia jelit kaczat (DEV). W przypadku choroby Mareka (MD)
przeprowadzone badania pozwolity na usprawnienie identyfikacji poszczegdlnych serotypéow
MDYV, jak réwniez na otrzymanie rekombinowanych klonédw BAC tego wirusa pozbawionych
regiondw onkogennych. W przysztosci moze to pozwoli¢ na opracowanie rekombinowanych

szczepionek przeciwko MD i wdrozenie ich do stosowania w profilaktyce tej choroby.
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3.4. Wnioski

- opracowanie metody LAMP do identyfikacji szczepéw MDV nalezgcych do rdznych
serotypdw jest pierwszym na sSwiecie przyktadem uzycia tej techniki, do wykrywania 3
réznych serotypow tego wirusa,

- metoda LAMP pozwolita na wykrywanie zjadliwych szczepéw MDV w kurzu pomieszczen
hodowlanych pochodzgcych z 12 réznych ferm bez koniecznosci wczesniejszcej izolacji DNA,
- otrzymane delecyjne klony BAC szczepdw terenowych MDV pozbawionych onkogenéw
meq i VTR zachowaty zdolno$¢ do namnazania sie w hodowlach komdrkowych i bedg mogty
by¢ w przysztosci wykorzystane w szczepionkach nowej generacji przeciwko MD,

- badania nad wystepowaniem CoHV-1 posréd ptakéw drapieznych oraz gotebi i ptakow
wolno zyjacych przeprowadzone przy uzyciu metody real-time PCR i sekwencjonowania
produktdw specyficznych dla genu DNA-zaleznej DNA polimerazy potwierdzajg hipoteze
dotyczacg pochodzenia obu herpeswiruséw oraz mechanizmu transferu zakazenia od gotebi

na ptaki drapiezne oraz inne ptaki wolno zyjace,

- opracowana specyficzna metoda LAMP do identyfikacji CoHV-1 pozwolita na znacznie
szybsze i prostsze wykrycie zakazen tym wirusem u gotebi domowych i jest pierwszym

opisanym uzyciem tej techniki do identyfiakcji herpeswiruséw u gotebi,

- badania nad wystepowaniem DEV u wolno zyjgcych ptakéw wodnych przy uzyciu metody
real-time LAMP byly pierwszymi badaniami tego typu przeprowadzonymi u wodnych ptakdéw
wolno zyjacych i wykazaty wysoki odsetek wynikdw dodatnich, co moze mie¢ wptyw na

transfer zakazen tym wirusem na hodowlane ptactwo domowe.

4. Watiniejsze osiggniecia w zakresie badan prowadzonych poza zgtaszanym

cyklem tematycznym

4.1. Choroba Mareka (MD)

Oprécz badan realizowanych w ramach prezentowanego osiggniecia od poczatku
mojego okresu zatrudnienia w Zakfadzie Choréb Wirusowych Drobiu tj. od 2007 roku
prowadzitem badania nad diagnostykg i patogenezg chroby Mareka (MD). Badania te
pozwolity mi na gtebsze poznanie klasycznych technik wirusologicznych, takich jak izolacja

wirusa na zarodkach kurzych SPF (specific-patogen free), izolacji wirusa w hodowlach
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komodrkowych fibroblastéw zarodkéw kurzych (CEF), komorek nerki zarodkow kurzych (CEK)
oraz komérek nerki kurczat (CK). Ponadto zapoznatem sie ze stosowaniem oznaczania miana
wirusow (TCIDsg, EIDsg, PFU) oraz technikg immunofluorescencji posredniej (IF). W swoich
pierwszych badaniach stosowatem réwniez metody serologiczne do wykrywania przeciwciat
anty-MDV testem immunodyfuzji w zelu agarowym (AGID) oraz antygenu specyficznego dla
MDV w brodawkach piér zakazonych ptakéow testem immunodyfuzji radialnej w zelu
agarowym (RID). Jednakze moje zainteresowania skupione byly bardziej wokdt
molekularnych czynnikdw warunkujacych patogennos¢ zjadliwych szczepdw terenowych
MDYV oraz mozliwosci roznicowania izolatdw terenowych wirusa choroby Mareka za pomoca
metod biologii molekularnej, takich jak PCR, real-time PCR, czy amplifikacja w warunkach
statej temperatury (LAMP). Bytem pierwszym badaczem na Swiecie, ktéry opracowat i
zastosowat metode LAMP do wykrywania zjadliwych szczepédw MDV. Ponadto w ramach
realizowanej dziatalnosci badawczej Zaktadu prowadzitem badania nad wystepowaniem
wybranych gendw MDV w przebiegu zakazenia kurczat metodg real-time PCR. Badania te
byty realizowane w latach 2009-2011 jako temat dziatalnosci statutowej S/022 ,Wykrywanie
wirusa choroby Mareka przy uzyciu real-time PCR”. Podobng technike zastosowano w
ramach prowadzonych przeze mnie badan do oceny wystepowania onkogenéw meq i LAT w
przebiegu zakazenia hodowli komdrkowych CEF szczepami MDV o rdzinej patogennosci.
Badania te realizowatem, jako gtdwny wykonawca w ramach projektu badawczego wtasnego
nr N N308 090337 pt: , Wystepowanie onkogendéw podczas zakazenia wirusem choroby
Mareka”. Uzyskane wyniki badan miaty na celu okreslenie zwigzku wystepujacego pomiedzy
patogennoscig zjadliwych szczepdw terenowych MDV a intensywnoscig i dtugosciag trwania
fazy latencji i nowotworowej w przebiegu zakazenia MDV in vitro. Do analizy wystepowania
onkogendéw meq i LAT w przebiegu zakazenia hodowli komérkowych badanymi szczepami
MDV o réinej patogennosci opracowano ilosSciowg metode triplex real-time PCR.
Stwierdzono, ze szczepy MDV o podwyzszonej patogennosci vwMDV i vw+MDV wykazywaty
ponad 25 - 100 razy nizszg o dynamike replikacji. Roznice byty istotne na poziomie istotnosci
a=0,05. Wykazano, ze wykrywanie onkogenéw meqg i LAT pozwala na wiarygodng
identyfikacje zakazen latentnych i transformujgcych poczawszy od 6 godziny po zakazeniu.
Stwierdzono tez ze wystepowanie onkogenéw meq i LAT jest zalezne od patotypu zjadliwych
szczepow terenowych MDV. Wyrazny wzrost dynamiki replikacji obserwowano po 72

godzinach inkubacji we wszystkich badanych szczepach MDV. Otrzymane badania pozwolity
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na zrozumienie dynamiki replikacji zjadliwych szczepéw MDV in vitro i w przysztosci bedg
mogty by¢ potwierdzone przez badania na kurczetach.

Podobne badania in vitro w hodowlach komérkowych prowadzitem razem z dr
Katarzyng Szatraj (Krdl) w celu ustalenia profili ekspresji wirusowej interleukiny 8 (vIL-8)
posrdd szczepdw o réznej patogennosci. Wyniki te wykazaty, ze poziom ekspresji vIL-8 in
vitro zalezy od patotypu uzytych szczepéw zjadliwych MDV. Obserwowane rdznice w
ekspresji nie byly jednak wystarczajgce, aby jednoznacznie wciggna¢ wnioski co do roli vIL-8
w fazie cytolitycznego zakazenia, w zwigzku z tym wyniki tego typu badan powinny by¢
weryfikowane przez badania na kurczetach.

W zwigzku z obserwowang podwyzszong patogennoscig szczepdw terenowych MDV
izolowanych w kraju podjatem réwniez badania nad scharakteryzowaniem szczepéw pod
wzgledem sekwencji nukleotydowej onkogenu meq MDV. Przeprowadzone badania
wykazaty wysokie podobienstwo sekwencji nukleotydowych krajowych izolatéw do
szczepow referencyjnych MDV o podwyzszonej patogennosci (vwwMDV/vv+MDV).
Stwierdzitem réwniez, ze 12 szczepdéw izolowanych w latach 2007-2010 posiadato insercje
dtugosci 68 par zasad, ktéra byta skutkiem rekombinacji z terenowym szczepem wirusa
retikuloendoteliozy (REV). Wyniki tych badan potwierdzono réwniez klasyczng metodg PCR,
ktdra pozwolita na identyfikacje regionu dtugich powtérzonych sekwencji (LTR) REV.

Réwniez w roku 2013 opublikowatem jako wspdtautor prace dotyczacg badan nad
wystepowaniem choroby nowotworowej u gesi spowodowanej zakazeniem MDV u gesi. Byt
to pierwszy w kraju i drugi na Swiecie przypadek stwierdzenia wystepowania klinicznej
postaci MD u gesi.

Dodatkowo w 2013 i 2014 roku prowadzono badania nad wystepowaniem interakcji
pomiedzy herpeswirusem indyczym oraz szczepem terenowym adenowirusa w warunkach in
vitro. Badania te miaty na celu okreslenie wptywu wystepowania zakazen wirusowych u
kurczat szczepionych przeciwko MD na zahamowanie replikacji szczepu stosowanego w
profilaktyce tej choroby. Wyniki badan wykazaty najwieksze zahamowanie replikacji szczepu
CVI988/Rispens po zastosowaniu eksperymentalnego zakazenia ptakow szczepem
adenowirusa JN-5/10j przed szczepieniem profilaktycznym przeciwko MD. Badania te
realizowano w ramach projektu badawczego NN308 571240 pt: ,Interakcje pomiedzy
adenowirusami ptasimi a szczepami wirusa choroby Mareka stosowanymi w

immunoprofilaktyce”.
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Wyniki kolejnych badan dotyczgcych molekularnej ewolucji gendw MDV zwiazanych z
onkogennoscig MDV opublikowano w 2014 roku w renomowanym czasopismie drobiarskim
Avian Diseases. Badania wykazaty wystepowanie charakterystycznych motywéw sekwencji
nukleotydowej i aminokwasowej w obrebie regionéw kodujacych biatko Meq, biatko
kodujgce alfa-enolaze (biatko o masie 23 kDa) oraz sekwencje MDV077.5 o nie wyjasnionej
funkcji. Stwierdzono, ze sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa tych gendw pozwala na
zaliczenie badanych szczepéow do grup o umiarkowanej (mMDV), sredniej (vMDV), wysokiej
(vwwMDV) i bardzo wysokiej patogennosci (vw+MDV), jednakze wyniki analiz in vitro winnny
byé potwierdzone przez patotypowanie badanych szczepdédw na kurczetach. Badania te
realizowano w ramach projektu badawczego witasnego finansowanego przez Narodowe
Centrum Nauki nr. 2011/01/B/NZ7/01561: pt: "Ewolucja genéw wirusa choroby Mareka
zwigzanych z onkogennoscig”, w krérym bytem gtédwnym wykonawca. Ponizej
przedstawiono liste prac, ktére opublikowano w ramach opisane] dziatalnosci. Badania nad
molekularng analizg MDV byty réwniez czesciowo wykorzystane w mojej pracy doktorskie;j.

(Ramka zaznaczono prace opublikowane po zakonczeniu rozprawy doktorskiej).
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chicken embryo fibroblast (CEF) cultures. Pol J Vet Sci. 2014;17, 3-8, IF»13=0,71

G. Woizniakowski, E. Samorek-Salamonowicz. Molecular evolution of Marek's disease virus

(MDV) field strains in forty years time period. Avian Dis, 2014, 58, 550-557 IF5013-1,10

4.2. Choroba Derzsy’ego

W przypadku drobiu wodnego najwieksze znaczenie ekonomiczne ma choroba
Derzsy’ego (DD) u gesi oraz kaczek pizmowych (Cairina moschata) [7,14-15,18]. Szybka i

skuteczna diagnostyka tej choroby jest bardzo istotna, biorgc pod uwage mozliwosé
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horyzontalnego i wertykalnego szerzenia sie zakazeniem wirusa choroby Derzsy’ego (DDV) w
stadzie. DD rozprzestrzenia sie poprzez bezposredni kontakt zainfekowanych ptakéw lub
posrednio przez zakazong pasze, wode oraz fekalia. Smiertelnoéé zalezna jest od wieku
zakazonych ptakéw i wynosi od 30 do 100%. Czynnikiem etiologicznym DD jest parwowirus
gesi (GPV), natomiast u kaczek pizmowych wystepuje zblizony pod wzgledem budowy
molekularnej parwowirus kaczki pizmowej (MDPV) wywotujacy chorobe 3-tygodnia (3rd-
week disease). Zwiekszone nasilenie wystepowania GPV i MDPV obserwowano w potowie lat
60. ubiegtego wieku, a charakterystycznymi objawami parwowiroz u kaczek i gesi byto
znaczne wychudzenie oraz problemy z ukfadem lokomotorycznym. Charakterystycznymi
zmianami anatomopatologicznymi obserwowanymi w przebiegu zakazenia GPV i MDPV sg
powiekszenie watroby i obecno$¢ zmian nekrotycznych, wybroczyny podtorebkowe,
zaokraglony i blady koniuszek serca, powiekszone nerki i trzustka. Skutecznym sposobem
zapobiegania szerzeniu sie choroby Derzsy’ego sg szczepienia ochronne. Najwieksze
znaczenie w profilaktyce wirusa choroby Derzsy’ego ma szczepienie dorostych gesi
pochodzacych ze stad reprodukcyjnych, przed okresem legowym ze wzgledu na ochronne
dziatanie matczynych przeciwciat u mtodych gasigt. Klasyczne metody identyfikacji GPV i
MDPV zwigzane sg z izolacjg wirusa na zarodkach gesich lub kaczych oraz odczyny
serologiczne, takie jak test immunoenzymatyczny ELISA i test seroneutralizacji. Metody te
pomimo duzej przydatnosci i wiarygodnosci sg praco- i czasochtonne a ponadto s3 zalezne
od okresu legowego drobiu wodnego. Te ograniczenia zostaty przezwyciezone po
wprowadzeniu do diagnostyki parwowiroz drobiu wodnego metody PCR, ktéra pozwolita na
identyfikacje i réznicowanie obu wiruséw [34]. Kolejnym krokiem byto opracowanie metody
amplifikacji w warunkach statej temperatury (LAMP), co jeszcze bardziej uproscito i
usprawnito diagnostyke tej choroby [19]. Jednakze w przebiegu choroby nalezy wzigc¢ tez pod
uwage jej stopienn zaawansowania oraz mozliwos$¢ skorelowania obserwowanych objawéw
klinicznych i zmian anatomopatologicznych z poziomem replikacji wirusa. Przeprowadzone w
ramach opisywanego osiggniecia naukowego badania mialy na celu opracowanie
ujednoliconej metody molekularnej real-time PCR do wykrywania zaréwno GPV, jak i MDPV
oraz okreslenie korelacji pomiedzy wiekiem zakazonych ptakéw, wystepowaniem objawdow
klinicznych i zmian anatomopatologicznych a liczbg kopii DNA obu wirusdw.

Wyniki przeprowadzonych przeze mne badan wykazaty, ze objawy kliniczne takie jak:

utrata upierzenia, osowienie byty obserwowane u ptakéw poczawszy od 3 tygodnia zycia.
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Podobng zaleznos¢ obserwowano w przypadku wystepowania zmian
anatomopatologicznych. Wyliczony wskaznik korelacji Spearmana R; wynosit w tym
przypadku 0,5699 na poziomie istotnosci 5% co skutkowato odrzuceniem hipotezy zerowej
mowigcej o braku zaleznosci pomiedzy obserwowanymi objawami a wiekiem ptakéw.
Opracowana ilosciowa metoda real-time PCR zostata nastepnie uzyta do oznaczania liczby
kopii fragmentu odwrdconych i powtdrzonych sekwencji - ITR genomu GPV i MDPV
w 16 izolatach terenowych. W tym celu homologiczny region ITR genomu GPV i MDPV
wklonowano do wektora pGEM-T Easy, a nastepnie sporzadzono seryjne rozcienczenia
powstatego plazmidu pITR do konstrukcji krzywej standardowej. Najwyzszg liczbe kopii tego
fragmentu wykrywano w watrobie i sercu gasiat i kaczat w wieku of 4-9 tygodni. Na
podstawie uzyskanych wynikéw wykazano dodatnig korelacje R=0,8294 w przypadku préobek
watroby oraz Rs=0,8176 na poziomie istotnos$ci 5% pomiedzy liczbg kopii fragmentu ITR GPV i
MDPV a stopniem zaawansowania objawdéw klinicznych i zmian anatomopatologicznych. Na
podstawie uzyskanych wynikdw potwierdzono, ze opracowana ilosciowa metoda real-time
PCR poza jej duzg wartosciag w skutecznej diagnostyce zakazen GPV i MDPV moze by¢
rowniez zastosowana do badan nad mechanizmem zakazen parwowirusami u drobiu
wodnego oraz przebiegiem patogenezy choroby Derzsy’ego u gesi i parwowirozy u kaczek.
Ponadto wyniki prowadzonych przeze mnie badan pozwolity na opracowanie metody
touchdown-PCR oraz analizy restrykcyjnej oraz identyfikacji i oceny zrdéznicowania
genetycznego szczepdw GPV na podstawie jego gendw kodujgcych biatka kapsydu VP1, VP2
oraz VP3. Badania te realizowane byly przeze mnie jako wykonawce w ramach projektu
badawczego wtasnego N 308 045 32/4223 pt: ,Analiza filogenetyczna krajowych izolatéw
wirusa choroby Derzsy’ego” 2007 —2010. W 2013 roku razem z lek. wet. Karoling Tarasiuk
podjelismy réwniez zakoriczong sukcesem prébe opracowania metody LAMP do szybkiej
identyfikacji terenowych izolatéw GPV. Tg samg metode zaadaptowano w 2014 roku do
szybkiej identyfikacji wirusa powodujgcego pomodr kaczek (DEV). Wyniki badan nad
molekularng patogenezg GPV oraz doskonaleniem metod diagnostycznych przedstawiono w
ponizszych pracach. (Ramka zaznaczono prace opublikowane po zakonczeniu rozprawy

doktorskiej).
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4.3. Cirkowirusy gesi

Podobnie jak choroba Derzy’ego duze znacznie w hodowli gesi i kaczek majg
zakazenia cirkowirusami. Cirkowirusy pomimo matych rozmiaréw wynoszacych 20 nm
stanowig istotny problem immunosupresyjny w masowej hodowli gesi i kaczek. Rodzina
Circoviridae jest reprezentowana przez dwa rodzaje: Gyrovirus i Circovirus, do ktdrego nalezy
bedacy przedmiotem zainteresowania tej czesci badan cirkowirus gesi (GCV) [31]. Wirus ten
po raz pierwszy opisano w 1998 roku w stadzie komercyjnych gesi, w ktérym obserwowano
znaczne zahamowanie wzrostu ptakéw oraz wysoka smiertelno$é. Wiadomym jednak jest, ze
GCV stanowi przede wszystkim czynnik immunosupresyjny wiktajagcy wtérne zakazenia
innymi patogenami wirusowymi, bakteryjnymi i grzybiczymi. Przyktadem jest opisywany
wczesniej wirus choroby Derzsy’ego (DDV), wirus krwotocznego zapalenia jelit kaczat
(GHPV), bakterie z rodzaju Riemerella, czy wystepujacy, jako czynnik etiologiczny grzybic u
gesi Aspergillus fumigatus. NajczeSciej wystepujgce objawy kliniczne wywotane przez
zakazenie GCV obejmujg zahamowanie wzrostu oraz nieprawidtowe upierzenie. W obrazie
anatomopatologicznym najczesciej wystepuje znaczny zanik limfocytéow T w narzadach
limfatycznych, co prowadzi do immunosupresji. W zwigzku z duzym wptywem tego czynnika
na odpornos¢ ptakdw w stadzie stosowane sg rézne metody diagnostyczne. W przypadku
GCV izolacja wirusa w hodowlach komérkowych jest bardzo trudna i czesto konczy sie
niepowodzeniem. Z kolei mato specyficzne zmiany anatomopatologiczne wymagajg duzego
doswiadczenia od lekarza weterynarii — patologa. Podobnie jak w przypadku innych
jednostek chorobowych wystepujgcych u gesi skuteczng metodg okazat sie PCR oraz opisana
w ostatnich latach metoda real-time-PCR. Metody te pomimo ich wysokiej przydatnosci sg
kosztowne i wymagajg posiadania specjalistycznej aparatury i odpowiednio przeszkolonego
personelu. W celu uproszczenia diagnostyki zakazen GCV podjeto prébe opracowania
metody LAMP do szybkiej identyfikacji izolatéw terenowych GCV. Specyficzne trzy pary
starteréw oligonukleotydowych zaprojektowano w obrebie genu Vgp4 kodujgcego jedno z
gtownych biatek kapsydu GCV. Amplifikacja tego specyficznego regionu byta mozliwa w
szerokim zakresie temperatur od 56°C do 65°C. Metoda LAMP pozwalata na amplifikacje
genu Vgp4 w czasie od 30 do 90 min i byta ona specyficzna wyfacznie dla GCV, gdyz nie
obserwowano fluorescencji w probkach zawierajgcych DNA innych wiruséw wystepujacych u
gesi, takich jak wspomniany wczesniej GPV, MDPV, GHPV, czy adenowiruséw ptakéw (FaDV-
1). Wyniki potwierdzono rozdziatem elektroforetycznym oraz dodatkowo opracowang
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metodg real-time PCR. Metode uznano réwniez za czutg, gdyz wykrywata ona 100 pg szczepu
standardowego P_1 03 GCV. Opracowany test LAMP uzyto do identyfikacji materiatu
genetycznego GCV, ktéry wykryto w 37 na 38 badanych izolatédw terenowych. Wyniki badan
zostaty potwierdzone metodg real-time PCR i stwierdzono, ze otrzymywany w reakgcji
produkt posiada wspdlng temperature topnienia (79,9-80,8°C) posréd wszystkich badanych
izolatédw, co Swiadczyto o wiarygodnosci uzyskanych wynikéw. Opracowanie testu LAMP do
wykrywania zakazen GCV u gesi wykazato jego wysoka specyficzno$é, czutos¢ oraz
wiarygodnos$¢ uzyskiwanych wynikéw. Co bardzo istotne metoda ta moze znalezé
zastosowanie w laboratoriach i lecznicach weterynaryjnych, w ktérych inne metody biologii
molekularnej, takie jak PCR czy real-time PCR s3 niedostepne. W roku 2013 przedstawiono
tez prace dotyczacag aktualnej sytuacji epidemiologicznej w odniesieniu do wirusa choroby

Derzsy’ego ora cirkowiruséw gesi (GCV) i wirusa krwotocznego zapalenia jelit gesi (GHPV).

G. Wozniakowski, W. Kozdruni, E. Samorek-Salamonowicz. Loop-mediated isothermal

amplification for the detection of goose circovirus. Virol J. 2012, 9:110, IF50;1-2,55.

Praca nagrodzona Doroczng Nagrodg PTNW |l stopnia za rok 2012 oraz Nagrodq Il stopnia

Dyrektora PIWet na najlepszq publikacje.

W. Kozdrun, G. Wozniakowski, E. Samorek-Salamonowicz, Czekaj H. Viral infections in goose

flocks in Poland. Pol J Vet Sci. 2012; 15:525-530 IF3913= 0,565

4.4. Parwowirusy u kur

Innym prowadzonym obok przedstawionych badan tematem bylo badanie
wystepowania parwowiruséw (ChPV) u kur jako jednego z czynnikéw enteropatii u drobiu
grzebigcego. Enteropatie drobiu grzebigcego stanowig powaziny problem majgcy
ekonomiczne znaczenie. Sg one jedng z przyczyn wystepowania enteropatii u kur znanych,
jako syndrom ztego wchtaniania (MS), zahamowania wzrostu i skartowacenia (RSS).
Zakazeniom kurczat przez ChPV czesto towarzyszg roéwniez zakazenia innymi wirusami z
rodziny: Coronaviridae, Reoviridae, Calciviridae, Circoviridae i Astroviridae. Obecnie w
Europie obserwuje sie wystepowanie enteropatii u kur i podejrzewa sie, ze mogg one miec
zwigzek z wystepowaniem parwowiruséw. Badania przeprowadzono na materiale
pochodzgcym od kur izolowanym w latach 2002-2011. Byty to kurczeta brojlery w wieku od 1

do 6,5 tyg oraz kury nioski w wieku od 14 do 37 tygodni. U ptakéw tych obserwowano
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objawy wychudzenia i zahamowania wzrostu. Do badan pobierano wycinki jelit, z ktérych
izolowano catkowity DNA. W celu identyfikacji ChPV zastosowano startery
oligonukleotydowe komplementarne do genu kodujgcego biatko niestrukturalne NS ChPV.
Jako kontrole dodatnig sporzgdzono plazmid pNS114 zawierajacy amplifikowany produkt
PCR szczepu standardowego 114/10 izolowanego w kraju. Nastepnie opracowano metode
real-time PCR pozwalajgcg na powielenie specyficznego fragmentu genu NS ChPV. Wyniki
przeprowadzonych badan wykazaty, ze opracowana metoda real-time PCR z uzyciem
opublikowanych wczesniej w literaturze starteréow byta skuteczna do identyfikacji ChPV w 25
stadach kur, co stanowito 17,6% wszystkich przebadanych stad. Czufo$é tej metody
pozwalata na wykrywanie 10 kopii plazmidu pNS114. Najwyzszg koncentracje wirusowego
DNA stwierdzono w materiale pochodzgacym od kurczat brojlerow w wieku od 3 — 6 tygodni
oraz kur niosek w wieku 14-21 tygodni. Przeprowadzona analiza sekwencyjna produktu PCR
dla genu NS krajowego izolatu 114/10 wykazata 93% podobienstwa do szczepéw ChPV
izolowanych na Wegrzech. Wyniki badan wskazujg na udziat ChPV w enteropatiach w
hodowli drobiu grzebigcego w Polsce. W roku 2013 opublikowatem prace dotyczaca
wystepowania jednoczesnych zakazen MDV oraz parwowirusow u kur. Jednoczesne
zakazenia tymi dwoma wirusami stwierdzano w przypadku 20% badanych ptakéw i w
zwigzku z immunosupresyjnym charakterem ChPV moze mie¢ to potencjalny wptyw na
efektywnos$é szczepien stosowanych przeciwko MD. Wyniki badan zamieszczono w
ponizszych publikacjach:

K. Tarasiuk, G. Wozniakowski. Rola parwowiruséw w zakazeniach kurczat. Zycie

Weterynaryjne, 2011, 86, 872-873. Bez wskaznika impact factor.

K. Tarasiuk, G. Wozniakowski, E. Samorek-Salamonowicz. Occurrence of chicken parvovirus

in Poland. Open Virol J. 2012; 6: 7-11. Bez wskaznika impact factor.

K. Tarasiuk, G. Wozniakowski, E. Samorek-Salamonowicz. Incidence of parvoviruses in

chickens infected with Marek's disease virus. Pol J Vet Sci. 2013; 16: 573-574. IF591,= 0,57

4.5. Reowirusy i polyomawirusy ptakow

Moim kolejnym przedmiotem zainteresowania byta nowoczesna diagnostyka i
wystepowanie nowych wariantéw reowiruséw i polyomawiruséw u drobiu wodnego.

Reowirusy drobiu (ARV) nalezg do rodzaju Orthoreovirus. Na zakazenie ARV wrazliwe sg kury,
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indyki, gesi, kaczki oraz inne gatunki ptakow. Objawy kliniczne powodowane przez ARV,
wystepujgce u kur dotyczg choréb uktadu oddechowego i pokarmowego, zapalenia stawoéw
skokowych oraz syndromu zhamowania wzrostu i kartowatosci (RSS). Obserwowane zmiany
anatomopatologiczne obejmujg ogniska martwicze watrobie, splenomegalie, i puchlizne
osierdzia. Najwiekszg role w zakazeniach reowirusami odgrywa ich immunosupresyjny
wptyw na ogdlny stan zdrowia ptakdéw. Zachorowalnos$¢ w zakazonych stadach gasiat i kaczat
moze wynosi¢ od 10 do 30%, natomiast Smiertelnos¢ od 15 do 30%. Kapsyd reowirusow ma
ksztatt dwudziestoscienny, natomiast materiat genetyczny stanowi dwuniciowy DNA
podzielony na 3 klasy segmentéw: duze (L1-L3), Srednie (M1-M3) oraz mate (S1-S4). Osiem
segmentéw sekwencji koduje 3 kategorie biatek strukturalnych tj. odpowiednio A, u oraz c.
Genom ARV zawiera réwniez biatka niestrukturalne puNS kodowane przez segment S4. Do
innych gendéw niestrukturalnych zalicza sie pl0 i pl7 kodowane przez segment S1.
Najczestsze doniesienia dotyczgce wystepowania ARV u ggasiagt i kaczat pizmowych (Cairina
moschata) pochodzg z Chin, gdzie produkcja drobiu wodnego stanowi wazny czynnik
ekonomiczny catej gospodarki. Przeprowadzone przeze mnie badania miaty na celu ustalenie
przyczyny wysokiej Smiertelnosci wynoszacej 44% w stadzie kaczat pizmowych w wieku 3i 5
tygodni. Obserwowane objawy kliniczne obejmowaty znaczne zahamowanie wzrostu oraz
problemy z uktadem lokomotorycznym u gasiat. Przeprowadzone badania metodami biologii
molekularnej (PCR i real-time PCR) wykluczyty zakazenie innymi patogenami wirusowymi
ptakdw wiagczajagc wspomniane wczedniej wirusy GPV, GCV czy reowirus kaczy (DRV).
Przeprowadzony odczyn immunodyfuzji w zelu agarowym (AGP) wykazat czesciowg
reaktywnos$é z antygenem szczepu standardowego S1133, co mogto by sugerowac zakazenie
kurzym wariantem reowirusa - ARV. Przeprowadzone badanie metodg real-time PCR w
kierunku ARV potwierdzito wystepowanie specyficznego sygnatu fluoroscencyjnego w
zakresie Ct od 14,1 do 16,2 swiadczgcego o obecnosci wirusa. Po oczyszczeniu produktow o
wielkosci 522 bp z zelu agarozowego przeprowadzono sekwencjonowanie matryc PCR i
stwierdzono, ze otrzymane sekwencje wykazywaty podobienstwo do sekwencji innych
szczepodw ARV, takich jak: S1133, 1733, TARV-MN2, czy GX/2010/1. Sekwencje te byty
rowniez zblizone do opisanego wczesniej w Chinach szczepu TH11. Wyniki izolacji w
komodrkach nerki zarodkdéw kurzych SPF potwierdzity, iz wyizolowanym czynnikiem

etiologicznym byt reowirus.
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Jako kontynuacje badan nad reowirusami podjeto prébe zastosowania szybkiej
metody amplifikacji krzyzowej (CPA) do identyfikacji terenowych izolatéw ARV. Metoda CPA
byta kolejnym postepem w stosowaniu metod amplifikacji w warunkach statej temperatury.
Po raz pierwszy opisano ja w 2009 roku do identyfikacji Mycobacterium tuberculosis. Zasada
dziatania tej metody jest zblizona do LAMP, jednakze nie jest konieczna denaturacja kwaséw
nukleinowych, ktéra w przypadku LAMP okazuje sie niekiedy kluczowa do uzyskania
zadowalajgcych wynikédw. CPA wykorzystuje 5-8 par starterow nukleotydowych, ktore
przytaczajac sie do matrycy DNA tworzg struktury spinek do wtoséw i powodujg oddzielanie
podwdjnych nici matrycowego DNA i amplifikacje potomnych fragmentéw katalizowang
przez polimeraze. Z tego wzgledu etap denaturacji DNA nie jest konieczny. Odczyt
uzyskanych wynikow jest analogiczny jak w przypadku metody LAMP, jednakie przez
pominiecie etapu denaturacji mozliwe jest skrécenie i uproszczenie jej przebiegu. W
podjetych przeze mnie badaniach metode CPA opracowano i zastosowano do specyficznego
wykrywania fragmentu oNS ARV. Na podstawie przeprowadzonej optymalizacji metody
stwierdzono, ze jest ona specyficzna wyfacznie dla ARV, poniewaz nie obserwowano reakgcji
krzyzowych z innymi RNA-wirusami drobiu grzebigcego, takimi jak: CAV czy REV. Podobnie
jak w przypadku opracowywanych wczesniej metod LAMP czuto$¢ CPA wynosita 0,5 logig
TCIDso/ml szczepu standardowego S1133 i byta ona odpowiednio 1000 i 10 wyzsza w
stosunku do metod RT-PCR, czy real-time RT-PCR. Dodatkowo z uwagi na podwdjng
aktywnos¢ enzymatyczng uzytej polimerazy GspSSD etap odwrotnej transkrypcji nie byt
konieczny. Dodatkowg zaletg byt krétki czas reakcji wynoszacy 45 min. Opracowana metoda
zostata uzyta do wykrywania obecnosci materiatu genetycznego ARV w 32 prébkach watroby
pochodzacych od kur przestanych do badan. Wyniki wykazaty obecnos¢ ARV w 4 (12,5%)
badanych prébek. Technika ta byta znacznie prostsza a co istotne jej czutos¢ diagnostyczna
znacznie wyzsza niz w przypadku konwencjonalnej metody RT-PCR, czy nawet real-time RT-

PCR.

Interesujgce badania prowadzono réwniez razem z zespotem badawczym dr hab.
Andrzeja Gawta z Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu nad ustaleniem przyczyny
wystepujgcych objawdw klinicznych oraz Smiertelnosci wynoszacej 32% w stadzie 2-
tygodniowych gasigt. Czynnikiem etiologicznym jednostki okreslanej jako syndrom

krwotocznego zapalenia nerek i jelit (HNEG) okazat sie polyomavirus gesi (GHPV). GHPV
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nalezy do rodziny Papovaviridae a jego 20 —scienny wirion ma okoto 40-50 nm Srednicy.
GHPV jest DNA-wirusem i koduje dwa typy biatek — regulatorowe (T) oraz biatka strukturalne
(VP). Po raz pierwszy wystepowanie HNEG u ggsigt opisano w 1969 na Wegrzech, lecz
czynnik etiologiczny zidentyfikowano dopiero w roku 2000 [10-11]. Potwierdzeniem
przynaleznosci czynnika etiologicznego tej choroby do polyomawiruséw byto wyizolowanie
jego kwasu nukleinowego w warunkach laboratoryjnych. PdZniejsze doniesienia dotyczyty
wystepowania polyomaviruséw drobiu wodnego ponownie na Wegrzech w Niemczech i we
Francji. Przeprowadzone dotychczas badania na terenie kraju wskazywaty na mozliwos¢
wystepowania zakazen GHPV, jednakze nie potwierdzono wystepowania klasycznej formy
HNEG u gesi, co byto przedmiotem opisywanej pracy, ktéra ukazata sie w 2014 roku w
czasopismie Avian Diseases. Uzyskane wyniki badan wykluczyty zakazenia innymi
patogenami bakteryjnymi i wirusowymi, wystepujgcymi u gesi. Przeprowadzone testy
biologii molekularnej wtgczajgc PCR powielajgcy kompletny genom GHPV i jego
sekwencjonowanie potwierdzity iz Wyizolowany szczep GHPV wykazywat wysokie
podobienstwo  (99,5-100%) ze szczepami izolowanymi dotychczas w Europie.
Prawdopodobnym przodkiem filogenetycznym wyizolowanego w kraju szczepu byt szczep
Toulouse 2000 wyizolowany we Francji z przebiegu HNEG.

Wyniki badan dotyczacych wystepowania nowego wariantu reowirusa ptasiego ARV,
opracowania metody CPA ARV oraz przypadku HNEG u gesi opublikowano w nastepujgcych

pracach:

G. Wozniakowski, E. Samorek-Salamonowicz, A Gawet. Occurrence of reovirus infection in
Muscovy ducks (Cairina moschata) in south western Poland. Pol J Vet Sci. 2014; 17, 299-305.
|F2012= 0,71

G. Wozniakowski, J.S.Niczyporuk, E. Samorek-Salamonowicz , A. Gawet . The development
and evaluation of cross-priming amplification (CPA) for the detection of avian reovirus (ARV).

J Appl Microbiol. 2014 doi: 10.1111/jam.12705. IF314=2,38

A. Gawel, G. Wozniakowski, E. Samorek-Salamonowicz, W. Kozdrun, M. Nowak, K. Bobusia,
K. Bobrek. Hemorrhagic nephritis and enteritis in goose flock in Poland - disease course

analysis and characterization of etiologic agent. Avian Dis. 2014, 58, 518-522. IF;3= 1,10

35




4.6. Identyfikacja pasozytow z rodzaju Nosema u pszczét miodnych metoda

LAMP

W ramach wspotpracy pomiedzy PIWet-PIB a Zaktadem Botaniki i Mykologii UMCS w
Lublinie podjeto prdbe opracowania metody LAMP do identyfikacji i rdznicowania
sporowcow z rodzaju Nosema u pszczét miodnych (Apis mellifera). Obecnie nosemoza jest
jedng z najpowazniejszych choréb pszczét o pochodzeniu grzybiczym wywotywanym przez
mikrosporydia, ktéra powoduje powazne straty w hodowli oraz obnizone zbiory miodu.
Zakazenia wywotywane przez gatunki Nosema apis i Nosema ceranae prowadzg do skrécenia
czasu zycia zakazonych pszczét oraz ograniczenie produkcji miodu do 40%. Obecna
diagnostyka zakazen tymi dwoma patogenami obejmuje obserwacje mikroskopows,
transmisyjng mikroskopie elektronowg (TEM) oraz metody biologii molekularnej, takie jak
PCR oraz real-time PCR. Pomimo uzytecznosci tych metod s3 one nadal praco- i czaso-
chtonne oraz wymagaja zastosowania zaawansowanej aparatury laboratoryjnej. Réwniez w
tym przypadku ciekawg alternatywa jest opracowany po raz pierwszy przez nasz zespot test
LAMP do wykrywania i réznicowania N. apis od N.ceranae w niespetna 30 min z uzyciem
prostej tazni wodnej oraz lampy UV. Czuto$¢ opracowanej metody byta bardzo wysoka i
wynosifa 100 fg DNA. Co wiecej byta ona 1000 razy czulsza niz zastosowany konwencjonalny
PCR. Opracowana technika pozwolita na sprawne réznicowanie obu gatunkéw Nosema sp.
bez zastosowania dodatkowego specjalistycznego sprzetu laboratoryjnego, co czyni ja
wyjagtkowo atrakcyjng i mozliwg do wykonania w praktycznie kazdych warunkach.

Wyniki badan opisano w 2014 roku w ponizszej pracy:

AA. Ptaszynska, G. Borsuk, G. Wozniakowski, S. Gnat, W. Matek. Loop-mediated isothermal
amplification (LAMP) assays for rapid detection and differentiation of Nosema apis and N.

ceranae in honeybees. FEMS Microbiol Lett. 2014, 357, 40-48, IFy014 =2,046

Podsumowujac mojg dziatalno$¢ naukowa poza zgtaszanym osiggnieciem naukowym po
ukonczeniu doktoratu uczestniczytem w pracach i bytem wspdétautorem 14 publikacji naukowych w

czasopism z listy JCR.
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4.7. Pismienictwo zwigzane z tematykg badan.

1) Abdul-Careem M.F., Hunter B.D., Nagy E., Read L.R., Sanei B., Spencer J.L., Sharif S.:
Development of a real-time PCR assay using SYBR Green chemistry for monitoring Marek's
disease virus genome load in feather tips. J. Virol. Methods 133, 34-40, 2005.

2) Baigent S.J., Petherbridge L.J., Howes K., Smith L.P., Currie R.J., Nair V.K.: Absolute
quantitation of Marek’s disease virus genome copy number in chicken feathers and
lymphocyte samples using real-time PCR. J. Virol. Methods 123, 53-64, 2005.

3) Becker Y., Asher Y., Tabor E., Davidson |., Malkinson M., Weisman Y.: Polymerase chain
reaction for differentiation between pathogenic and non-pathogenic serotype 1 Marek’s
disease viruses (MDV) and vaccine viruses of MDV - serotypes 2 and 3. J. Virol. Methods 40,
307 — 322, 1992.

4) Bellon M., Nicot C.: Regulation of telomerase and telomeres: human tumor viruses take
control. J. Natl. Cancer Inst. 100, 98-108, 2008.

5) Biggs P.M.: Marek's disease. W: The Herpesviruses (Eds), Kaplan A.S., Academic Press,
New York, 557-594, 1973.

6) Blasco M.A.: Mouse models to study the role of telomeres in cancer, aging and DNA
repair. Eur. J. Cancer 38, 2222-2228, 2002.

7) Brown K.E., Green S.W., Young NS.: Goose parvovirus-An autonomous member of the
dependovirus genus? Virology 210, 283-291. 1995.

8) Calnek B.: Pathogenesis of Marek’s disease virus infection. Curr. Top. Microbiol. Immunol.
255, 25-55, 2001.

9) Chbab N., Egerer A., Veiga |, Jarosinski K.W., Osterrieder N.: Viral control of vTR
expression is critical for efficient formation and dissemination of lymphoma induced by
Marek’s disease virus (MDV). Vet. Res. 41-56, 2010.

10) Corrand L., Gelfi J., Albaric O., Etievant M., Pingret J.L., Guerin J.L.: Pathological and
epidemiological significance of goose haemorrhagic polyomavirus infection in ducks. Avian
Pathol. 40, 355-360. 2011.

11) Dobos-Kovacs M., Horvath E., Farsang A., Nagy E., Kovacs, A., Szalai F., Bernath S.:
Haemorrhagic nephritis and enteritis of geese: pathomorphological investigations and

proposed pathogenesis. Acta Vet Hung. 53, 213-223. 2005.
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12) Gailbreath, KL, Oaks JL: Herpesviral inclusion body disease in owls and falcons is caused
by the pigeon herpesvirus (columbid herpesvirus 1). J Wildl Dis. 44:427-433, 2008.

13) Handberg K.J., Nielsen O.L., Jorgensen P.H.: The use of serotype 1- and serotype 3-
specific polymerase chain reaction for the detection of Marek's disease virus in chickens.
Avian Pathol. 30, 243-249, 2001.

14) Gough R.E.: Goose parvovirus infections. In: Diseases of Poultry. Saif Y.M., Barnes H. J.,
Gilsson J.R., Fadly A.M., McDougald L.R., Swayne D.E. 11" ed. lowa State Univ. Press, Ames,
USA. pp. 367-374, 2003.

15) Le Gall-Reculé G. and Jestin V.: Biochemical and genomic characterization of Muscovy
duck parvovirus. Arch. Virol. 139,121-131. 1994.

16) Haq K., Faizal M., Sangitha A.C., Niroshan S., Dona T., Reada L.R., Sharif S.: Vaccine-
induced host responses against very virulent Marek’s disease virus infection in the lungs of
chickens. Vaccine 28, 5565-5572, 2010.

17) Islam A., Harrison B., Cheetham B.F., Mahony T.J., Young P.L., Walkden-Brown S.W.:
Differential amplification and quantitation of Marek's disease viruses using real-time
polymerase chain reaction. J. Virol. Methods 119, 103-113, 2004.

18) Ji J., Xie Q.M., Chen C.Y., Bai S.W., Zou L.S., Zuo K.J., Cao Y.C,, Xue C.Y., Ma Y., Bi Y.Z.:
Molecular detection of Muscovy duck parvovirus by loop-mediated isothermal amplification
assay. Poult. Sci. 89, 477-483, 2010.

19) JinLong Y., Rui Y., AnChun Ch., MingShu W., Lizhi F., SongQuan Y., SuHui Z., Liu Y.,
ZhiYong X.: A simple and rapid method for detection of goose parvovirus in the field by loop-
mediated isothermal amplification. Virol. J. 7, 14, 2010.

20) Kaleta E, Docherty D: Avian herpesviruses. In Infectious Disease of Wild Birds. Edited by
Thomas N, Hunter D, Atkinson C. Ames, lowa: Blackwell Publishing; 2007:63-86.

21) Kaufer B.B., Trapp S., Jarosinski K.W., Osterrieder N.: Herpesvirus telomerase RNA (vTR)-
dependent lymphoma formation does not require interaction of VIR with telomerase
reverse transcriptase (TERT). PLoS Pathog. 6, €1001073, 2010.

22) Murata S., Chang K.S., Lee S., Konnai S., Onuma M., Ohashil K.: Development of a nested
polymerase chain reaction method to detect oncogenic Marek’s disease virus from feather

tips. J. Vet. Diagn. Invest. 19, 471-478, 2007.
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23) Njiru Z.K., Mikosza A.S., Armstrong T., Enyaru J.C., Ndung'u J.C., Thompson A.R.: Loop-
mediated isothermal amplification (LAMP) method for rapid detection of Trypanosoma
brucei rhodesiense. PLoS Negl. Trop. Dis. 2, e147, 2008.

24) Notomi T., Okayama H., Masubuchi H., Yonekawa T., Watanabe K., Amino N., Hase T.:
Loop-mediated isothermal amplification of DNA. Nucl. Ac. Res. 28, 63, 2002.

25) Parida M., Posadas G., Inoue S., Hasebe F., Morita K.: Real-time reverse transcription
loop-mediated isothermal amplification for rapid detection of West Nile virus. J. Clin.
Microbiol. 42, 257-263, 2004.

26) Paris H.P., Imwong M., Faiz A.M., Hasan M., Yunus E.B., Silamut K., Lee S.J. Day N.P.,
Dondorp A.M.: Loop-mediated isothermal PCR (LAMP) for the diagnosis of falciparum
malaria. Am. J. Trop. Med. Hyg. 77, 972-976, 2007.

27) Petherbridge L., Brown A.C., Baigent S.J., Howes K., Sacco M.A., Osterrieder N., Nair V.K.:
Oncogenicity of virulent Marek's disease virus cloned as bacterial artificial chromosomes. J.
Virol. 78, 13376-13380, 2004.

28) Pham H.M., Nakajima C., Ohashi K., Onuma M.: Loop-mediated isothermal amplification
for rapid detection of Newcastle disease virus. J. Clin. Microbiol. 43, 1646-1650, 2005.

29) Rahaus M, Dwsloges N, Probst S, Loebbert B, Lantermann W, Wolff MH: Detection of
beak and feather disease virus DNA in embryonated eggs of psittacine birds. Vet Med-Czech
53:53-58, 2008.

30) Schumacher D., Tischer K., Fuchs W., Osterrieder N.: Reconstitution of Marek’s disease
virus serotype 1 (MDV-1) from DNA cloned as a bacterial artificial chromosome and
characterization of a glycoprotein B-negative MDV-1 mutant. J. Virol. 74, 11088-11098,
2000.

31) Todd D: Avian circovirus diseases: lessons for the study of PMWS. Vet Microbiol. 98:169-
174, 2004.

32) Yang J., Yang R., Cheng A., Wang M., Fu L., Yang S., Zhang S., Yang L., Xu Z.: A simple and
rapid method for detection of goose parvovirus in the field by loop-mediated isothermal
amplification. Virol. J. 21, 7-14, 2010.

33) Yoda T., Suzuki Y., Yamazaki K., Sakon N., Kanki M., Aoyama I.: Evaluation and application
of reverse transcription loop-mediated isothermal amplification for detection of noroviruses.

J. Med. Virol. 79, 326-334, 2007.
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34) Zadori Z., Erdei J., Nagy J., Kisary J.: Characteristics of the genome of goose parvovirus.

Avian Pathol. 23, 359-364. 1994.

5. Podsumowanie dorobku naukowego

(szczegotowy wykaz znajduje sie w Zatgczniku nr 3 do wniosku o przeprowadzenie postepowania

habilitacyjnego)

Rok Liczba |Impact factor Sumar Liczba Razem
Czasopismo (alfabetycznie) publik |publika |(IF) w  roku on le punktéow | punkty
acji cji publikacji y MNiSW MNiSW
Acta Veterinaria Scandinavica | 2011 |1 1,367 1,367 27 27
. ) 2013 |1 2,03 2,03 20 20
Archives of Virology
2014 |1 2,28 2,28 20 20
2011 |1 1,462 1,462 32 32
Avian Diseases 2013 |1 1,734 1,734 35 35
2014 |2 1,107 2,214 |35 70
. 2012 |1 2,37 2,37 45 45
BMC Veterinary Research
2013 |1 2,00 2,00 35 35
2007 |1 0,273 0,273 20 20
Bulleti ¢ the Veteri 2009 |2 0,218 0,436 20 40
uretin of the Veternary 5010 |3 0,321 0,963 |20 60
Institute in Pulawy
2012 |1 0,377 0,377 20 20
2013 |4 0,377 1,508 20 80
FEMS Microbiology Letters 2014 |1 2,046 2,046 25 25
Journal *of Applied 5614 |1 2,386 2,386 |30 30
Microbiology
Letters ~of Applied 5014 |1 1,749 1,749 |20 20
Microbiology
Medycyna Weterynaryjna 2014 |1 0,196 0,196 15 15
2010 |1 0,507 0,507 20 20
Polish Journal of Veterinary 2012 |1 0,57 0,57 20 20
Science 2013 |1 0,57 0,57 20 20
2014 |2 0,712 1,424 20 40
Virology Journal 2012 |1 2,55 2,55 25 25
Liczba komunikatéw
. 31
konferencyjnych
. . I . . . . 719
Ogétem liczba publikacji w Ogétem liczba punktéw za czasopisma
. . 29 >
czasopismach z listy JCR z listy JCR
Sumaryczny impact factor (IF)
8,00
przed doktoratem
Sumaryczny‘lmpact factor (IF) 23,62
po doktoracie
Sumaryczny IF 31,62
Liczba cytowan wedtug Web |53
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of Science (WoS)

Liczba  cytowan  wedtug
Google Scholar

Indeks Hirscha WoS 5
Indeks Hirscha wedtug

70

Google Scholar 6
Sumaryczny IF zgtaszanych w
ramach osiagniecia | 10,17
naukowego

Liczba punktow MNiISW w
ramach osiggniecia | 150
naukowego

6. Recenzje publikacji naukowych

Dotychczas bytem recenzentem 40 publikacji naukowych w recenzowanych czasopismach
zagranicznych o zasiegu miedzynarodowym. Petna lista opracowanych recenzji prac znajduje

sie w Zatgczniku nr 3 o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego.

7. Realizowane projekty badawcze

-N 308 045 32/4223: Analiza filogenetyczna krajowych izolatéw wirusa choroby

Derzsy’ego. 2007-2010 (wykonawca).

-N 308 09 03 37: Wystepowanie onkogendw w przebiegu zakazenia wirusem choroby
Mareka, 2009-2012 (wykonawca).

-N N308 23 64 38: Otrzymanie rekombinowanych szczepdéw wirusa choroby Mareka.
2010 -2013 (wykonawca).

-N N308 571240: Interakcje pomiedzy adenowirusami ptasimi a szczepami wirusa choroby
Mareka stosowanymi w immunoprofilaktyce. 2011-2014 (wykonawca).
-2011/01/B/NZ7/01561: Ewolucja gendw wirusa choroby Mareka zwigzanych z
onkogennoscia. 2011-2014 (wykonawca).

- Projekt badawczo-rozwojowy nr 12-012610 — zadanie nr 20: ,Ptaki wodne, wolno zyjace
jako rezerwuar i wektor w szerzeniu sie zakazen parwowirusami (GPV), cirkowirusami,
polyomawirusami (HNEG) oraz wirusem zakaznego zapalenia watroby kaczat (DFV) dla
drobiu wodnego i wirusem Zachodniego Nilu dla cztowieka”. 2011-2015 (wykonawca).

- Projekt badawczo-ustugowy nr U/406 ,Bionanowtékna jako bariery wiruséw”. Instytut

Wtékien Naturalnych i Roslin Zielarskich w Poznaniu. 2013 (wykonawca).
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- Program wieloletni W/110 ,Opracowanie metod diagnostyki i ocena zagrozenia
wystepowania zakazen wirusem Zachodniego Nilu u ptakéw w Polsce”. 2009-2013
(wykonawca).

- Dziatalnos¢ statutowa. Temat S/011. ,,Ocena zmian w subpopulacjach limfocytow T we
krwi kurczat w przebiegu zakazenia wirusem choroby Mareka”. 2006-2008 (wykonawca).

- Dziatalnos¢ statutowa. Temat S/012. ,Ocena sytuacji epizootycznej w stadach gesi w
Polsce”2006-2008 (wykonawca).

- Dziatalnos¢ statutowa. Temat S/018. ,Charakterystyka molekularna genéw kodujgcych
biatka VP1, VP2 i VP3 wirusa choroby Derzsyego” 2008-2010 (wykonawca).

- Dziatalno$¢ statutowa. Temat S/019. ,Zastosowanie technik PCR do okreslania
rozprzestrzenienia szczepu szczepionkowego u pisklgt uodparnianych przeciwko chorobie
Mareka”. 2007-2009 (wykonawca).

- Dziatalno$é¢ statutowa. Temat S/021. , Opracowanie reakcji amplifikacji (RT-PCR) do
wykrywania wirusa zapalenia watroby typu 1 u kaczat 2007-2009 (wykonawca).

- Dziatalnos$¢ statutowa. Temat S/022. ,Wykrywanie wirusa choroby Mareka przy uzyciu
Real-Time PCR”. 2009-2011 (wykonawca).

- Dziatalno$é statutowa. Temat S/023. ,Wykrywanie adenowiruséw ptasich za pomoca
wybranych metod PCR”. 2009-2011 (wykonawca).

- Dziatalnos¢ statutowa. Temat S/030. ,Opracowanie i zastosowanie Real-Time PCR do
diagnostyki choroby Derzsyego. 2009-2011 (wykonawca).

- Dziatalno$¢ statutowa. Temat S/092. ,Opracowanie rekombinowanej szczepionki
przeciwko chorobie Mareka” 2012-2014 (wykonawca).

- Dziatalnos¢ statutowa. Temat S/093 ,,Ocena wystepowania i patogennosci adenowirusow
w stadach kur w kraju”. 2012-2014 (wykonawca).

- Dziatalnos¢ statutowa. Temat S/094 ,Ocena sytuacji epidemiologicznej zakazen
parwowirusami u drobiu grzebigcego w Polsce. 2012-2014 (wykonawca).

- Dziatalnos$¢ statutowa. Temat S/099 ,Wystepowanie zakazern wirusowych w stadach

kaczek w Polsce. 2012-2014 (wykonawca).

8. Staze naukowe, kursy
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Staz naukowy w Lohmann Animal Health GmbH & Co. KG Niemcy, 2008 (1,5 miesigca)
Staz naukowy w Laboratorie d’Etudes et de Recherchers en Pathologie et Zoonoses, AFFSA,
Francja, 2008 (1 tydzien)

Staz (FEMS Research Fellowship) w Wolnym Uniwersytecie w Berlinie, Instytut Wirusologii,
Niemcy, 2009 (1,5 miesigca)

Kurs "Sekwencjonowanie DNA" Instytut Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk,
Warszawa, 2007

Kurs "Techniki wprowadzania DNA do komdrek i analiza ekspresji" AR Poznan, 2007
Szkolenie "Real - Time PCR", UWM Olsztyn, 2008

Szkolenie "Molekularna filogenetyka", Warszawa, 2008

Szkolenie "Analiza ekspresji gendw metodg mikromacierzy DNA" t6dz, 2008

9. Nagrody i wyrdznienia krajowe i miedzynarodowe

- Nagroda Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi za osiggniecia w zakresie wdrazania postepu w
rolnictwie, rozwoju wsi, rynkach rolnych i rybotéwstwie w realizacji pracy zespotowej
,Opracowanie i wdrozenie metody LAMP w diagnostyce chordb wirusowych ptakéw”.
Warszawa 2013 r.

- Nagroda Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi za osiggniecia w zakresie wdrazania postepu w
rolnictwie, rozwoju wsi, rynkach rolnych i rybotowstwie w realizacji pracy zespotowej
»Opracowanie i wdrozenie metody multipleks PCR do diagnostyki choréb wirusowych drobiu
wodnego”. Warszawa 2009 r.

-Stypendium FEMS Research Fellowship (Freie Universitat, Berlin, Prof. Klaus Osterrieder
Lab, 2009).

- Stypendium w Programie Urzedu Marszatkowskiego Wojewddztwa Lubelskiego
pt: ,Stypendia dla doktorantéw 11”7, Lublin 2011 w ramach Programu Operacyjnego Kapitat
Ludzki, Priorytet VIII Regionalne Kadry Gospodarki, Dziatanie 8.2 Transfer Wiedzy,
Poddziatanie 8.2.2 Regionalne Strategie Innowacji.

- Nagroda Il stopnia Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych w roku 2009 za prace
naukowa pt: ,,Genetic ariance of Derzsy;s disease strains isolated in Poland” opublikowang w

Journal of Molecular and Genetic Medicine 2, 2009.
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- Nagroda Ill stopnia Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych w roku 2007 za
wspotautorstwo w pracy ,,Duplex PCR fot detection and differentiation of pathogenic and
vaccine strains of MDV serotype 1 opublikowanej w Bull. Vet. Inst. Pulawy 51, 2007.

- Nagroda Ill stopnia Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych w roku 2011 za 2 prace
dotyczace choroby Mareka opublikowane w czasopismach Acta Veterinaria Scandinavica
53:2011 oraz Avian Diseases 55:2011.

- Wyrdznienie za prace przedstawiong w sesji plakatowej XXVII Zjazdu Polskiego
Towarzystwa Mikrobiologéw ,,Drobnoustroje bez granic”, Lublin 2011.

- Wyréznienie za najlepszg prezentacje pracy pt: ,Determination of the virulence level of
Polish Marek’s disease strains on the basis of meq oncogene sequence” w sesji
»Wirusologia” podczas X jubileuszowej Konferencji Naukowej ,Biologia Molekularna w
Diagnostyce Chordb Zakaznych i Biotechnologii”. Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w
Warszawie, 2009.

- Nagroda Fundacji "Centrum Mikrobiologii Klinicznej" za osiggniecia naukowe w dziedzinie
mikrobiologii klinicznej, Lublin 2012.

- Nagroda Il stopnia Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych w 2012 roku za prace pt:
»Quantitative analysis of waterfowl| parvoviruses in geese and Muscovy duck by real-time
polymerase chain re action: correlation between Age, clinical symptoms and DNA copy
number of waterfowl parvoviruses” opublikowanej w BMC Veterinary Research 8, 2012.

- Nagroda Il stopnia Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych w 2012 roku w kategorii
za prace doktorska pt ,Wystepowanie i analiza molekularna wybranych gendw wirusa
choroby Mareka w przebiegu zakazenia kurczat”.

- Wielokrotnie bytem tez nagradzany w konkursie Dyrektora PIWet-PIB na najlepsza

publikacje naukowa w latach: 2009, 2010, 2011, 2012 i 2013 roku.

10. Przynaleznos$¢ do towarzystw i organizacji naukowych

- jestem cztonkiem Polskiego Towarzystwa Mikrobiologdéw — Sekretarzem Oddziatu PTM w
Putawach
- naleze do Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych oraz Polskiego Towarzystwa

Wirusologicznego
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- jestem cztonkiem World Veterinary Poultry Association oraz Europejskiego Stowarzyszenia

Diagnostéw Weterynaryjnych (EAVD)
11. Promotorstwo pomocnicze

Jestem promotorem pomocniczym w przewodzie doktorskim lek. wet. Karoliny Tarasiuk z
Zaktadu Chordéb Wirusowych Drobiu PIWet-PIB. Promotorem rozprawy jest prof. dr hab.
Elzbieta Samorek-Salamonowicz prof. zw. Tytut roboczy rozprawy brzmi: , Charakterystyka

molekularna terenowych szczepdw wirusa choroby Derzsy’ego”.
12. Uczestnictwo w konferencjach krajowych i zagranicznych

XXVI Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw, Szczecin 2008 (1 prezentacja plakatu)

XVIth International World Veterinary Poultry Association Congress, Maroko, 2009

(1 wystapienie ustne oraz 1 prezentacja plakatu)

3rd Annual Meeting EPIZONE, Turcja, 2009 (1 prezentacja plakatu)

Konferencja Drobiarska "Aktualne Problemy w Patologii Drobiu", Wroctaw 2009

(1 prezentacja ustna)

5th International Workshop of Molecular Pathogenesis of Marek's disease, Athens, USA,
2010 (2 wystgpienia ustne)

4th Annual Meeting EPIZONE, Francja 2010 (2 prezentacje plakatéw)

5™ EPIZONE Theme 5 meeting, Kopenhaga, Dania 2010 (1 wystgpienie ustne, 1 prezentacja
plakatu)

5th Annual Meeting EPIZONE, Holandia, 2011 (1wystgpienie ustne)

International Herpesvirus Workshop, Gdansk 2011 (1 wystgpienie ustne)

XVIIth International World Veterinary Poultry Association Congress, Cancun, Meksyk 2011
(3 wystagpienia ustne, 2 prezentacje plakatow)

Konferencja drobiarska: Aktualne problemy w patologii drobiu, Wroctaw 2011

6thAnnual Meeting EPIZONE, Anglia 2012 (1 wystapienie ustne, 1 prezentacja plakatu)

9th International Meeting on Marek’s Disease and Avian Herpesviruses. Niemcy 2012 (1
wystgpienie ustne, 1 prezentacja plakatu)

Konferencja drobiarska: Aktualne problemy w patologii drobiu, Wroctaw 2012 (1
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wystgpienie ustne)

XXVII Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw, Lublin, 2012 (2 prezentacje plakatow)
International Herpesvirus Workshop, Calgary, Kanada, 2012 (1 doniesienie ustne, 1
prezentacja plakatu)

International Herpesvirus Workshop, Grand Rapids, USA, 2013 (1 doniesienie ustne, 1
prezentacja plakatu)

XVIIith International World Veterinary Poultry Association Congress, Nantes, Francja (2
wystgpienia ustne)

7thAnnual Meeting EPIZONE, Bruksela, Holandia 2013 (1 wystapienie ustne)

10th International Symposium on Marek's disease virus and avian herpesviruses, East

Lansing, USA 2014 (2 wystapienia ustne, 1 prezentacja plakatu).

13. Udziat w organizacji konferencji naukowych

Podczas konferencji 9th International Meeting on Marek’s Disease and Avian Herpesviruses
bytem zaangazowany w organizacje konferencji, recenzje doniesien naukowych oraz udziat

jako ,,chairman” w sesji ,,Epidemiology”.

Udziat w organizacji Miedzynarodowego Seminarium “Immunoprofilaktyka choroby Mareka”
dla lekarzy weterynarii — specjalistéw choréb drobiu, PIWet-PIB, Intervet Schering-Plough

Animal Health, Kazimierz-Dolny, 2011

Udziat w programie ,Symbiosis — nowoczesne narzedzie edukagji ekologicznej w oparciu o

osrodki rehabilitacji dzikich zwierzat”.

W latach 2009-2012 czynnie uczestniczytem w organizacji corocznych konferencji w ramach

dziatalnosci Young EPIZONE.

W roku 2009 uczestniczytem w przygotowaniu konferencji pt: ,,Choroba Mareka u kur oraz

choroba Derzsy’ego u gesi” w PIWet-PIB.

Miejscowos¢, data: Podpis
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