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1. Imig i nazwisko
Zbigniew Jozef Arent

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe / artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i
roku ich wydania

2000 —  doktor nauk weterynaryjnych

Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminisko-Mazurski
w Olsztynie;

Tytul rozprawy doktorskiej: "Zakazenia Brucella ovis w $wietle badan
immunochemicznych i serologicznych"

promotor: prof. dr hab. Jerzy Wisniewski; recenzenci: prof. dr hab. Maria
Nikotajczuk oraz dr hab. Grazyna Gesicka-Grabowska, prof. UWM.

1993 — lekarz weterynarii

Wydzial Weterynaryjny, Akademia Rolniczo-Techniczna w Olsztynie;

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/artystycznych

2016 — obecnie: Kierownik Osrodka Medycyny Eksperymentalnej i Innowacyjnej,
Uniwersyteckie Centrum Medycyny Weterynaryjnej UJ-UR,
Uniwersytet Rolniczy im Hugona Koliataja w Krakowie

2016-obecnie: Adiunkt naukowo-dydaktyczny, Uniwersyteckie Centrum Medycyny
Weterynaryjnej UJ-UR, Uniwersytet Rolniczy im Hugona KoHataja w

Krakowie

2007-2015: Senior Scientific Officer, OIE Leptospirosis Reference Laboratory,
Veterinary Sciences Division, Agri-Food & Biosciences Institute, Belfast,
UK.

1994-2007: Kierownik Pracowni, Zaklad Higieny Weterynaryjnej, Wojewodzki

Inspektorat Weterynarii w Gdafisku

1993-1994: Asystent w Zaktadzie Higieny Weterynaryjnej, Wojewodzki Inspektorat
Weterynarii w Gdansku
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4. Wskazanie osiagni¢cia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. poz. 882 ze zm. Dz.U. z 2016 r. poz.1311)

a) osiggnieciem naukowym jest jednotematyczny cykl publikacji pod wspolnym tytutem:
"Wybrane aspekty epidemiologiczne w zakazeniach Lepfospira spp. u zwierzat"

b) publikacje stanowigce osiagniecie naukowe:

Z-1: Arent Z., Kedzierska-Mieszkowska S.: Seroprevalence study of leptospirosis in horses
in northern Poland. Veterinary Record 2013, 172(10).

IF2012= 1.633; MNiSWag12= 35pkt.; liczba cytowan= 13

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji pracy, wykonaniu
czeSci badan laboratoryjnych, opracowaniu wynikow i przygotowaniu pracy do druku (autor
korespondencyjny). Moj udzial procentowy szacuje na 90%.

Z-2: Arent Z., Gilmore C., Brem S., Ellis W.A.: Molecular studies on European equine
isolates of Leptospira interrogans serovars Bratislava and Muenchen Horses. Infection
Genetics and Evolution 2015, 34, 26-31.

1F2015=2,591; MNiSWao15= 30 pkt.; liczba cytowan= 7

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji pracy, wykonaniu
czesci badan laboratoryjnych, opracowaniu wynikéw i przygotowaniu pracy do druku (autor
korespondencyjny). Moj udzial procentowy szacuje na 80%.

Z-3: Arent Z., Frizzell C., Gilmore C., Allen A., Ellis W.A.: Leptospira interrogans serovars
Bratislava and Muenchen animal infections: Implications for epidemiology and control.
Veterinary Microbiology 2016, 190, 19-26.

1F2016=2,628; MNiSWao16= 35 pkt.; liczba cytowan= 5

Moj wkiad w powstanie tef pracy polegal na: opracowaniu koncepcji pracy, wykonaniu
czesci badan laboratoryjnych, opracowaniu wynikow i przygotowaniu pracy do druku (autor
korespondencyjny). Moj udzial procentowy szacuje na 80%.

7-4: Arent Z., Gilmore C., Barlow A.M., Smith L., Ellis W.A.: Leptospira interrogans
serogroup Pomona infections in the United Kingdom: is there a real threat for farm animals?
Veterinary Record 2017, 180, 424+.

IF2016=1,737;, MNiSWao16= 35 pkt.; liczba cytowan= 2

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji pracy, wykonaniu
czesci badan laboratoryjnych, opracowaniu wynikow i przygotowaniu pracy do druku (autor
korespondencyjny). Moj udzial procentowy szacuje na 80%.

Z-5: Arent Z., Gilmore C., San-Miguel Ayanz J.M., Quevedo Neyra L., Garcia-Pefia F.J.:
Molecular epidemiology of Leptospira serogroup Pomona infections among wild and
domestic animals in Spain. EcoHealth 2017, 14, 48-57.

IF2016=2,252; MNiSWao16= 30 pkt.; liczba cytowan= 3

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji pracy, wykonaniu
czesci badan laboratoryjnych, opracowaniu wynikow i przygotowaniu pracy do druku (autor
korespondencyjny). Moj udzial procentowy szacuje na 70%.
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Laczna punktacja prac wchodzgcych w skiad jednotematycznego cyklu publikacji:
e lgczny wspotczynnik wptywu impact factor wedtug listy JCR: 10,841
e  Wedhug listy Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego: 165 pkt

Dla publikacji nr Z-4 i Z-5 opublikowanych w 2017 roku podano aktualne dane z roku 2016.

¢) omowienie celu naukowego ww. prac i osiagni¢tych wynikéw wraz z oméwieniem ich

ewentualnego wykorzystania.
Wstep

Leptospiroza jest choroba o duzym znaczeniu w zakresie zdrowia ludzi 1 zwierzat,
wywolywang przez bakterie z rodzaju Leptospira. Obecnie odnotowuje si¢ w Swiecie powrot
zainteresowania tg choroba, szczeg6lnie w odniesieniu do strat zwigzanych z zaburzeniami
w rozrodzie zwierzat hodowlanych, sposoboéw ograniczenia zakazen u ludzi, oraz roli dzikich
zwierzat w epidemiologii tych zakazen. U zakazonych zwierzat, bedacych nosicielami
zarazka, mikroorganizmy te moga przez dtuzszy czas utrzymywac si¢ w nerkach i narzagdach
piciowych, skad uwalniane sa do $rodowiska, bedac zrédlem zakazenia dla nmowych
gospodarzy. W niektdorych krajach europejskich walka z ta chorobg generuje znaczne straty
finansowe dla hodowcéw bydta, owiec i $win. Wynikaja one gléwnie ze Srodkow

przeznaczanych na programy walki z bezptodnoscig i poronieniami (Ellis, 2015).

Obecnie na podstawie badan genetycznych wyrézniono 20 réznych gatunkéw leptospir, w tym
10 z nich jest patogennych. Obok podziatu genetycznego istnieje rownolegle podziat oparty
na badaniach serologicznych, wykorzystujacych podobienstwo epitopéw eksponowanych na
powierzchni komérek. Do tej pory zidentyfikowano ponad 260 patogennych serowariantow,
zgrupowanych w 23 serogrupach (Levett et al., 2006; Adler and de la Pefia Moctezuma 2010),
ktorych lista jest nadal aktualizowana i poszerzana (Corney et al., 2008; Paiva-Cardoso et
al.,2013). Serowariant jest podstawowg jednostka taksonomiczna w rodzaju Leptospira spp.
Ze wzgledu na slaba korelacje miedzy serologicznym i genetycznym systemem klasyfikacji,
serologicznie podobne szczepy moga by¢ nierozrdznialne genetycznie (LeFebvre 1 Thiermann
1986; LeFebvre 1987). Z drugiej strony, genetycznie podobne szczepy moga by¢ serologicznie
rézne. Ostateczna identyfikacja izolatdéw wymaga wiec zastosowania technik serologicznych i
genetycznych w celu umozliwienia doktadnej identyfikacji izolatow terenowych.
Zwierzeta, ze wzgledu na rodzaj adaptacji leptospir do organizmu gospodarza, mozna podzieli¢

na zywicieli naturalnych (ang. maintenance hosts) i przypadkowych (ang. accidental hosts).
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Choroba naturalnie utrzymywana jest w populacji zwierzat poprzez przewlekle zakazenie
kanalikéw nerkowych zywicieli naturalnych, pelnigcych role rezerwuaru zarazka.
Inne zwierzeta (w tym réwniez i ludzie) moga zostaé przypadkowo zainfekowane poprzez
bezposredni kontakt =z Zywicielem naturalnym Iub jego =zakazonym moczem.
Wséréd zwierzat domowych bydlo 1 owce sg gospodarzami naturalnymi dla serowariantu
Hardjo, swinie dla serowariantu Pomona i Bratislava, natomiast psy dla Canicola. Rola koni
jako gospodarzy naturalnych nie jest w pelni potwierdzona. Z drugiej strony nalezy pamigtac,
ze wszystkie wyzej wymienione gatunki zwierzat domowych moga by¢ réwniez przypadkowo
zakazone innymi serowariantami, a czestotliwos¢é takich infekcji jest zwykle zwigzana

z kontaktem tych zwierzat z innymi gatunkami.

Teoretycznie kazdy z patogennych serowariantow Leptospir moze infekowac ludzi 1 zwierzeta
domowe, ale w praktyce tylko niewielka ich liczba jest endemiczna w danym regionie czy
kraju. Odzwierciedla to obecno$¢ serowariantow ktdre zaadaptowaty si¢ do gatunkow zwierzat
domowych i dzikich wystepujacych w tym rejonie, petnigcych rolg zywicieli naturalnych. Jako
przykiad poshuzy¢ moga ostatnie badania przeprowadzone w péinocnej Portugalii (Vale-
Goncalves et al., 2015). Wykazaly one wysoki odsetek bydia i dzikéw majacych kontakt z
nowym serowariantem Altodouro (serogrupa Pomona), ktéry stosunkowo niedawno
wyizolowany zostal od myszy domowej (Mus musculus) w tym kraju i zidentyfikowany jako
nowy serowariant, nieznany do tej pory w $wiecie (Paiva-Cardoso et al.,2013). Pézniejsze
badania serologiczne psé6w w Grecji wykazaly wysoki odsetek zwierzat zakazonych tym
wilasnie serowariantem. Infekcje te nie byly wezesniej rozpoznawane, gdyz nieznany wczesniej
serowariant Altodouro, nie byt w panelu antygenow wykorzystywanych w badaniach
serologicznych. W ostatnim czasie nowy serowariant Leptospira zostal rGwniez wyizolowany
w Irlandii. Po przebadaniu jedynie 18 zg¢bielkow myszatych (Crocidura russula, gatunek
ssaka z rodziny ryjowkowatych) udato si¢ wyhodowa¢ az 3 izolaty. Analiza DNA
potwierdzila, ze te nowe izolaty naleza do Lepfospira alstonii, unikalnego patogennego
gatunku, z ktérego do tej pory opisano w swiecie tylko 6 izolatéw pochodzacych z Chin oraz
Japonii, ktérych nigdy wezesniej nie izolowano od ssakéw (Nally et al., 2016). Identyfikacja
szczepow  Leptospira  wystepujagcych ~na  danym  obszarze  geograficznym
jest niezbedna do wdrozenia odpowiednich srodkéw kontrolnych i zapobiegawczych tych

zakazen u ludzi 1 zwierzat.
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Cel badania

W ostatnich latach, wykazywano zréznicowanie genetyczne nie tylko w obrebie gatunku,
ale tez serowariantu, schodzac do poziomu typu genetycznego (genotypu). Nieliczne badania
wskazuja na duzg zaleznos¢ pomiedzy typem genetycznym, a jego adaptacja do danego
gatunku zywiciela. W zwigzku z tym izolacja i pelna identyfikacja szczepdw wystepujacych
na danym obszarze geograficznym jest niezb¢dna do okreslenia jego zywicieli naturalnych,
stanowiacych rezerwuar zarazka. Wiedza ta jest niezbedna, aby skutecznie moc wdrozy¢ srodki
kontroli tych zakazen i ograniczy¢ ich wplyw na zdrowie ludzi i zwierzat. Pierwsza czesé
moich badan, wchodzacych w skiad osiggniecia naukowego, obejmuje przegladowe badanie
koni w Polsce ponocnej. Poza pojedynczymi przypadkami nie posiadamy w Polsce szczepow
leptospir wyizolowanych od koni na terenie naszego kraju. Sklonilo to do przeprowadzenia
badan serologicznych w celu oceny sytuacji epidemiologicznej u tego gatunku zwierzat. W
dalszej czesci swoich badan skupitem si¢ na analizie genetycznej szczepdw wyizolowanych od
zwierzat domowych i dzikich w kilku krajach europejskich i nalezacych do dwdch, bardzo
waznych z punktu widzenia hodowli zwierzat serogrup: Australis 1 Pomona. Wyniki tych badan
pozwolity lepiej pozna¢ sytuacje epidemiologiczna tych zakazen na kontynencie europejskim.
W wiekszosci badania te przeprowadzilem w Referencyjnym Laboratorium OIE ds.

Leptospirozy w Belfascie, UK.

Szczegdlowe cele mojej pracy zaprezentowanej w serii jednotematycznych publikacji to:

I. Ocena wystepowania zakazen Leptospira spp. u koni w Polsce polnocnej oraz proba
zidentyfikowania najczesciej] wystepujacych u tego  gatunku serowariantow.
II. Analiza genetyczna europejskich szczepow Leptospira serogrupy Australis wyizolowanych
od koni.

II1. Analiza genetyczna szczepow serogrupy Australis wyizolowanych od dzikich i domowych
zwierzat w Zjednoczonym Krélestwie Wielkiej Brytanii i Irlandii Péinocnej (UK).
IV. Analiza genetyczna szczepdw Leptospira serogrupy Pomona wyizolowanych od dzikich 1

domowych zwierzat w UK oraz Hiszpanii.
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Zakazenia Leptospira spp. u koni

(publikacja Z-1, Z-2)

Z wielu opublikowanych badan wynika, ze konie mogg ulega¢ zakazeniom wieloma
serowariantami leptospir. Zakazenia te moga wywotywac¢ ostra postac kliniczna, przebiegajaca
z goraczka, depresja, anoreksja 1 zottaczkg oraz postaé przewlekla, kidrej objawem moga by¢
poronienia w poéznym okresie cigzy, rodzenie martwych ptodéw, przedwczesne porody, jak
réwniez nawracajace zapalenie blony naczyniowe] oka (ang.: equine recurrent uveitis - ERU),
zwanego potocznie slepota ksiezycowa lub miesieczna (Ellis et al., 1983a; Ellis and O’Brien
1988; Turk et al., 2013). Objawy okulistyczne na poczatku infekcji na ogoét nie wystepuja lub
sa bardzo tagodne. Rozwijaja sie zazwycza] przez wiele miesiecy lub lat od momentu

zakazenia (Gilger, 2010).

Teoretycznie wszystkie patogenne leptospiry moga infekowa¢ konie, ale w praktyce tylko
niewielka liczba serowariantéw jest endemiczna w danym regionie czy kraju. W regionach
tropikalnych serowariant Icterohaemorrhagiae wydaje si¢ by¢ najczestszym zakazeniem u
koni. Przypadki zakazen w Ameryce Pdlnocnej sg najczedciej zwigzane z serowariantem
Pomona typ Kennewicki, natomiast w Europie Australis i1 Grippotyphosa wyst¢puja

najczescie].

Pierwsza cze$¢ mojej pracy obejmuje badania majace na celu oszacowanie stopnia
rozprzestrzenienia si¢ tych zakazen u koni w Polsce poéinocnej oraz identyfikacje najczesciej
wystepujacych serowariantow na tym terenie. W tym celu przetestowatem 1588 surowic
pochodzacych od koni. Prébki badano za pomoca odczynu aglutynacji mikroskopowej (OAM),
z uzyciem 17 zywych antygenow leptospir. Na podstawie przeprowadzonych badan okazato
sie, ze 620 koni (39,0%) wykazywato obecnos¢ przeciwcial w mianie 1: 100 lub wiegcej z co
najmniej jednym z 17 serowariantow. Najczestsze reakcje dotyczyly serogrupy Grippotyphosa
(11,7%). Powszechna ekspozycja koni na te patogeny jest zgodna z wynikami podobnych
badan przeprowadzonych na koniach w naszej czesci kontynentu (Brem et al., 1999; Wollanke
et al., 2001). Charakterystyka europejskich izolatow leptospir, wyizolowanych z tkanek oka
koni cierpigcych na nawracajace zapalenie blony naczyniowej (Hartskeerl et al.,, 2004)
potwierdzita, ze wigkszo$¢ z nich nalezala do serogrupy Grippotyphosa, w ktorej
zidentyfikowano dwa serowarianty: Grippotyphosa (bardzo podobny do szczepu Duyster

wyizolowanego w Holandii od czlowieka) oraz serovar Dadas.
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Druga najbardziej rozpowszechniona w Polsce pétnocnej serogrupg byto Sejroe (4.5%). Trzy
serowarianty nalezace do tej serogrupy, mianowicie Hardjo, Sejroe 1 Saxkoebing
sa powszechnie izolowane w Europie. Mimo, ze serowariant Hardjo zostal wyosobniony
od koni w innych czesciach Europy (Ellis, 1999), to w moich badaniach reakcje z tym
antygenem nie byly czeste. Z tego tez wzgledu reakcje te nalezy przypisywac¢ serowariantom
Sejroe lub Saxkoebing. Oba byly izolowane od wielu matych gryzoni w Europie, ktore

stanowig ich naturalny rezerwuar.

Kolejng pod wzgledem ilosci reakcji pozytywnych serogrupa bylo Australis (4,0%). Wedlug
niektorych autorow, przedstawiciele tej serogrupy mogg by¢ jedynymi zaadaptowanymi u
koni, ktore moga pelié role naturalnych Zzywicieli (Ellis 1999; Rocha 1 inni 2004). Inne
serogrupy, przeciwko ktorym wykrywatem przeciwciata na poziomie wiekszym niz 1%, to
Javanica, Pomona i Icterohaemorrhagiae. Wszystkie byly wczeéniej izolowane od koni w
Europie (Ellis et al., 1983a,b; Hartskeerl et al., 2004), a obecnos¢ przeciwcial przeciwko nim
rowniez czesto stwierdzano u innych zwierzat domowych w Polsce, co potwierdza¢ moze ich

endemiczne wystepowanie na terenie naszego kraju (Krawczyk 1999; Czopowicz et al., 2011).

Badania serologiczne i bakteriologiczne w kilku innych krajach wykazaly, ze czestosé
wystepowania poszczegdlnych serowariantéw u koni moze si¢ znacznie r6zni¢ w zaleznosci
od regionu geograficznego. Powszechnie wystepujace reakcje swiadczace o zakazeniach
serogrupg Australis odnotowywano w zachodniej czgsci Europy, podczas gdy w srodkowej
czesci kontynentu dominowaly infekcje serowariantem Grippotyphosa. Dla potwierdzenia,
szczepy nalezace do tych dwdch grup serologicznych byly wezeéniej izolowane z materiatu
klinicznego, pochodzacego z przypadkow uveitis u koni, czy tez z poronionych ptodow (Ellis
et al., 1983a; Hartskeerl et al.,2004). Badania wtasne, ktore zostaty opisane w publikacji Z-1
wykazaly, ze Grippotyphosa jest réwniez dominujagcym serowariantem w Polsce. Biorac
jednak pod uwage fakt, ze wyniki badan bakteriologicznych w naszym kraju sg znacznie
ograniczone, ostateczny komentarz na temat epidemiologii zakazenia Grippotyphosa u koni
wymaga dalszych badan. To, czy konie sa dlugotrwale zakazone jakimkolwiek z tych
patogennych leptospir, tak jak jest w przypadku naturalnych zywicieli pozostaje do ustalenia,
poniewaz mozna to oceni¢ jedynie za pomocg badan bakteriologicznych i pelnej identyfikacji

izolatow.

Dalsza cze$¢ moich badan nad zakazeniami Leptospira spp. u koni dotyczyla izolatow

nalezacych do serogrupy Australis, wyizolowanych od tego gatunku zwierzat w Europie.
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Wyniki tych badan zostaly opisane w publikacji Z-2. W taksonomii Leptospir serogrupe
Australis reprezentuje ponad dziesig¢ serowariantéw. Wezesniejsza identyfikacja serologiczna
izolatéw europejskich nalezacych do tej serogrupy wykazala, ze zakazenia te powodowane sg
dwoma blisko spokrewnionymi serowariantami, mianowicie Bratislava 1 Muenchen. Sg to
jedyne serowarianty, ktére mogly zaadoptowac¢ si¢ u koni, ktore to zwierzeta mogg stanowic¢
ich naturalny rezerwuar. Przypuszczenia te oparte zostaly na podstawie wysokiego odsetka
koni seropozytywnych w Irlandii Poétnocnej, oraz duzej ilosci izolatdéw pozyskanych od koni

(Ellis et al., 1983b).

Czestotliwos¢ wystepowania zakazen Leptospira nalezacymi do serogrupy Australis w
Europie jest wysoka zaréwno u zwierzat dzikich, jak i domowych. Jednak wyraZne sg r6znice
pomiedzy gatunkami zwierzat. Konie wydaja si¢ by¢ bardziej podatne na infekcje wywolane
przez serowarianty Bratislava i Muenchen niz inne domowe zwierzgta roslinozerne. Dowodza
tego wyniki badan z Irlandii Péinocnej, w ktérej izolaty tych serowariantéw pochodzace od
bydta stanowig zaledwie 0,9% wszystkich szczepdéw leptospir izolowanych od tego gatunku;
u owiec stanowia mniej niz 7% wszystkich izolatéw, natomiast u koni stanowig one a 43%
wszystkich wyizolowanych szczepéw. Pomimo wysokiej czgstotliwosei pozytywnych reakeji
serologicznych przeciwko serogrupie Australis uzyskiwanych w badaniach przegladowych w
$wiecie, epidemiologia tych zakazen u koni, a w szczegélnosci poznanie wystepujacych
serowariantow oraz gatunkow zwierzat pelnigcych role ich rezerwuaréw jest bardzo stabo
poznana. Przyczyna tego stanu rzeczy sg niewatpliwe trudnosci zwigzane z izolacjg tych
drobnoustrojow, ktérych wyosobnienie konieczne jest do dalszej identyfikacji na poziomie
serowariantu oraz typu genetycznego. Probujac wyjasni¢ niektore aspekty epidemiologii tych
zakazen, poddalem analizie genetycznej szczepy nalezace do serogrupy Australis izolowane
od koni w Europie. W trakcie tych badan przeanalizowalem 21 takich izolatow, w tym: 11
szczepdw pochodzgeych z Irlandii Poétnocnej, 8 z Niemiec, 1 z Holandii oraz 1 z Portugalii.
Wszystkie izolaty badalem za pomoca analizy restrykcyjnej (ang. restriction endonuclease
analysis - REA) oraz analizy zmiennej liczby powtérzen tandemowych wielu loci (ang.
Multiple Locus Variable Number Tandem Repeats Analysis - MLVA). Konwencjonalne,
serologiczne typowanie izolatdéw nie jest w stanie wykaza¢ rdéznic w szczepach
zaadaptowanych do zwierzat domowych czy tez dzikich i da¢ pelny wglad w te zagadnienia.
Zastosowanie analizy restrykcyjnej pozwolito wykazaé nie tylko réznice genetyczne pomiedzy
serowariantami w serogrupie Australis, ale réwniez pokazato réznice na nizszym poziomie,

pozwalajac rozrézni¢ genotypy w obrebie jednego serowariantu.
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Przy uzyciu metody REA udalo sie zidentyfikowaé cztery wyraznie rézne genotypy, dwa
bedace serowariantami Bratislava: B1 i B2a oraz dwa bedace serowariantem Muenchen: M1 1
M2a. Przy uzyciu analizy MLVA otrzymano wigcej profili DNA, ktére udalo si¢ zgrupowaé

w trzy gldwne grupy filogenetyczne: Muenchen M, Bratislava B1 1 Bratislava B2a.

Najwiece] izolatow koni (52,4%) nalezalo do genotypu - B2a. W poréwnaniu z wynikami
uzyskanymi w badaniach takich szczepéw u innych gatunkéw zwierzat, jest to powszechna
infekcja, wystepujaca zarowno u zwierzgt domowych jak i1 dzikich. Profil REA typu Bl
odpowiada profilowi szczepu referencyjnego Bratislava (szczep Jez Bratislava). Wezesnie]
udato si¢ go wyizolowa¢ tylko raz od jeza (Erinaceus). W moich badaniach typ ten
zidentyfikowano w przypadku 5 (23,8%) szczepow konskich, wyizolowanych w czterech
krajach europejskich (Niemcy, Holandia, Irlandia Pélnocna, Portugalia). Muenchen typ M1,
ktory jest typowym profilem genetycznym dla szczepu referencyjnego serowariantu Muenchen
(szczep Miinchen C90), nigdy nie byl izolowany od innych gatunkéw zwierzat. Trzy szczepy
o takim profilu, uwzglednione w moich badaniach pochodzily z Niemiec. Jest wysoce
prawdopodobne, ze typ ten wystepuje jedynie w tej czesci Europy. Wszystkie szczepy M1 byly
izolowane z przypadkow zapalenia blony naczyniowej oka, a to zaburzenie wystepuje gléwnie
w centralnej czgséci kontynentu europejskiego, w przeciwienstwie do wysp Brytyjskich, gdzie
notowane jest znacznie rzadziej (Lowe, 2010; Spiess, 2010). Profile MLVA izolatow
oznaczonych jako M1 nie zostaly zgrupowane z profilem szczepu referencyjnego Muenchen
C90. Szczep referencyjny zostal wyizolowany od cziowiekaw Niemczech w 1942 roku
(Rimpau, 1942). Réznica moze sugerowaé znaczaca mutacje na przestrzeni lat dotyczaca
serowariantu Muenchen lub wskazywa¢ na roznice genetyczne pomiedzy szczepami

pochodzacymi od réznych zywicieli.

Muenchen typ M2a zostat zidentyfikowany w przypadku 2 (9,5%) izolatéw pochodzacych od
koni. Genotyp ten jest jednym z najczestszych izolatow $win (Ellis 1989; Ellis et al.,1991). W
Wielkiej Brytanii mysz le$na (dpodemus flavicollis) 1 nomik zwyczajny (Microtus arvalis)
jako zywiciele naturalni stanowig jego rezerwuar (Hathaway i inni., 1983). Jednak w Irlandii
Péinocnej, w ktorej populacja nornikéw nie wystepuje, a badania hodowlane nie wykazaty
nosicielstwa zadnych szczepéw kompleksu Bratystawa/Muenchen u mysz lesnych, Ellis et
al., (1991) wykazali, ze typ genetyczny Muenchen M2a zaadoptowat si¢ do trzody chlewnej.
Swinie stanowia jego naturalny rezerwuar. W moich badaniach dwa szczepy typu M2a

wyizolowane od koni: jeden w Irlandii Pétnocnej, a drugi w Niemczech — prawdopodobnie sg
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przyktadem typowych infekcji przypadkowych, ktérych zrédlem byly inne gatunki zwierzat
domowych. Wigkszos¢ szczepéw izolowanych od dzikich zwierzat, gtdwnie matych gryzoni,
zostalo wcezesniej zidentyfikowanych jako serowariant Muenchen nalezace do genotypow
oznaczonych symbolami od M2b do M2f. Te typy genetyczne nie zostaly zidentyfikowane u
koni. Réznice pomigdzy profilami genetycznymi szczepéw zaadaptowanych u $win oraz
dzikich zwierzat, a izolatami konskimi pozwalaja na postawienie hipotezy, ze te drugie (w
szczegolnoscl typy genetyczne Bl 1 M1) zaadaptowaty sie u tego gatunku zwierzat, ktory moze

petnic rolg zywiciela naturalnego.

Analiza molekularna szczepéw Leptospira serogrupy Australis izolowanych od réznych
gatunkow zwierzat w Wielkiej Brytanii.
(praca Z-3)

Jak wspomniatem w poprzedniej czesci, przedstawiciele serogrupy Australis naleza do jednych
z najczesciej izolowanych leptospir i sg szeroko rozpowszechnione zaréwno wsréd dzikich jak
i domowych gatunkéw zwierzat w Europie. Infekcje te oprécz koni sa czesto stwierdzane
réwniez u $win i pséw. Epidemiologia tych zakazen nie jest do konca jasna. Juz w 1983 roku
Hathaway 1 inni (Hathaway et al., 1983) zasugerowali, ze zwierzeta wolno Zyjace stanowia
gtowne Zrédia infekcji dla zwierzat domowych. W przeciwienstwie do tego pogladu, liczne
wyniki przegladow serologicznych, poparte izolacjami bakteriologicznymi, wskazywaly na
istnienie endemicznych infekcji takze u $win i koni. Dalo to podstawy do stwierdzenia, ze
$winie, a by¢é moze takze konie i psy, petnia role naturalnych zywicieli dla serowariantow
Bratislava i Muenchen. To nie zwierzeta dzikie sa gtownym zrédlem takich infekcji u trzody

chlewne;.

W moich badaniach, opisanych w publikacji Z-3 zostaly przebadane szczepy wyizolowane od
réznych gatunkéw zwierzgt dzikich i domowych z terenu Wysp Brytyjskich. Za pomoca
analizy genetycznej, podjglem probe wyjasnienia aspektow epidemiologicznych tych zakazen
w UK, a w szczegdlnosci ocene znaczenia zwierzat domowych i dzikich w pehieniu roli
rezerwuaru tych zarazkéw. Przebadalem 247 izolatéw leptospir nalezacych do serogrupy
Australis. Szczepy te byly wczesniej wyizolowane od 13 gatunkdéw zwierzgt domowych i
dzikich. Wigkszos¢ izolatéw wyhodowano z materialu patologicznego: poronionych plodow

(51), loch, ktére poronily (50), prosigt z zapaleniem opon moézgowych (11). Pozostale izolaty
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pochodzily od knuréw z gospodarstw, w ktérych uzyskano plody z dodatnim wynikiem
hodowli bakteryjnej (39) lub izolowano od $win, u ktérych nie stwierdzono widocznych
objawow klinicznych (pobranych poubojowo, w rzezni - 6). Wigkszo$¢ izolatow pséw (14)
pochodzila z przypadkéw klinicznych. Wszystkie izolaty owcze uzyskano z poronionych
ptodéw, natomiast bydlece pozyskano z materialu rzeZnego. Izolaty pochodzace od gatunkow

dzikich uzyskano od zwierzat bez znanego statusu klinicznego.

Probki testowano za pomocg analizy restrykeyjnej (REA), analizy zmiennej liczby powtorzen
tandemowych wielu loci (MLVA) oraz sekwencjonowania fragmentu 245 bp genu secY.
Zmiennos¢ genetyczna szczepow pochodzacych z Irlandii Potnocnej (ang. Northern Ireland -
NI) byta mniejsza w poréwnaniu do szczepow pochodzacych z Wielkiej Brytanii (ang. Great
britan- GB) (Irlandia Polnocna - 4 gentotypy, Wielka Brytania — 7genotypéw). Wyniki te
nie byly dla mnie zaskakujace, glownie z uwagi na fakt, ze w Wielkiej Brytanii wystgpuje
wigksza réznorodnos¢ i liczba dzikich zwierzat, a takze izolaty pochodzity z duzo wigkszego
obszaru geograficznego - od Szkocji po poludniowa Anglie. Analizowane izolaty oznaczone
jako genotyp Bl znaleziono tylko w NI. Izolaty oznaczone jako B2b wystgpowaly rowniez
jedynie na terenie NI, natomiast izolaty B2a byly stwierdzane w calym UK. W obrebie
genotypu M2 stwierdzano podtypy: M2a w calym UK, natomiast podtypy M2b do M2f
wystepowaty tylko w GB.

Poza réznicami regionalnymi, ktére moglem zaobserwowaé, wystepowaly rowniez istotne
roéznice w wystgpowaniu roznych genotypéw w zaleznosci od gatunku zwierzecia od ktérego
byly izolowane. Genotyp B2b wystepowal tylko u s$win. W przypadku braku innych
zidentyfikowanych gospodarzy rozsadne jest stwierdzenie, ze te szczepy zaadaptowaly si¢ do
tego gatunku zwierzat. [zolacja tego genotypu byta Scisle zwigzana z przypadkami zaburzen w
rozrodzie. Zatem kontrola zakazen powodowanych przez genotyp B2b powinna by¢

ukierunkowane na kontrole w populacji $win.

Izolaty serowariantu Bratislava oznaczone jako genotyp B2a, takze zwigzane z przypadkami
klinicznymi u $win, byly réwniez izolowane od koni, pséw i réznych gatunkéw zwierzat
dzikich. Z wynikow tych nie mozna wyciagna¢ jednoznacznych wnioskéw co do roli kazdego
gatunku w epidemiologii zakazen genotypem B2a. Jest wysoce prawdopodobne,
ze rezerwuarem tych zakazen w $rodowisku jest wiele gatunkéw zwierzat. Nie mozna
wykluczy¢ réwniez przypuszczenia, ze w obrebie tego podtypu istniejg dalsze roznice

genetyczne, ktore moglyby wskaza¢ na szczegélna adaptacje do konkretnego gospodarza,
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ale ktérych zastosowana w moich badaniach metodologia nie byla w stanie wykazac.
Szczepy, ktore do tej pory izolowane byty jedynie od zwierzat dzikich, oznaczone symbolami
M2b do M2f, moga mie¢ mniejsze znaczenie jako potencjalne patogeny zwierzat domowych.

Jednak nie mozna w ich przypadku wykluczy¢ zakazen przypadkowych u zwier'zqt domowych.

Przedstawione wyniki badan wskazujg przede wszystkim na potrzebe kontrolowania infekcji
serowariantami Bratislava i Muenchen w stadach $win. Idealnie bytoby, gdy kontrola takich
zakazen obejmowata genotypy ktorych rezerwuarem jest trzoda chlewna (podtypy Bratislva
B2a i B2b oraz Muenchen podtyp M2a) oraz szczepy ktérych rezerwuarem moga by¢ inne
gatunki zwierzat, tym bardziej, ze 16 Swin objetych badaniem miato mieszane infekcje réznymi
serowariantami lub mieszane infekcje réznymi genotypami serowariantu Bratislava. Izolacja
dwoch serowariantéw lub dwoch genotypéw od jednego zwierzecia wskazuje, ze naturalna
infekcja przez jeden serowariant lub genotyp moze nie zawsze zapewnia¢ odporno$¢ na

infekcje wywolywana przez szczep heterologiczny.

Tylko jeden genotyp znalazt sie; wsrdd szezepow izolowanych od pséw, mianowicie B2a.
Jednak byt on izolowany rownie czgsto od innych gatunkéw zwierzat. Nie nalezy zapominac,
ze brak roéznic moze by¢ odzwierciedleniem stabosci zastosowanych metod do glebszego
zroznicowania szczepOw zgrupowanych w genotypie B2a. Jednak niewykluczone jest, ze
W erze intensywnego rozwoju coraz to czulszych metod analizy genetycznej, mozliwe bedzie
w przysztosci rozroznienie podtypéw w obrebie tego genotypu, charakterystycznych dla
poszczegdlnych gatunkdéw zwierzat, w tym psoéw. Istnieja pewne poszlaki sugerujace,
ze szczepy izolowane od pséw mogg mie¢ cechy wyrdzniajace je od izolatéw pochodzacych
od innych gatunkéw, o czym np. swiadczy¢ moze duzo wigksza trudnosé ich izolacji 1 adaptacji
do sztucznych podlozy w warunkach laboratoryjnych, w poréwnaniu do szczepow tego

genotypu, izolowanych od innych gatunkéw zwierzat.

Analiza molekularna szczepow Leptospira serogrupy Pomona w Wielkiej Brytanii i
Hiszpanii
(publikacja Z-4 i Z-5)
Serowarianty nalezace do serogrupy Pomona (obok Icterohaemorrhagie i Australis) sa rowniez
jednymi z najczgsciej izolowanych od zwierzat na calym Swiecie, a niektére z nich
zaadaptowaly sie u §win, pehiac role rezerwuaru tego patogenu (Ellis, 2012). Infekcje trzody
chlewnej powodowane serowariantem Pomona czgsto wystepuja w Europie, szczegdlnie w jej

wschodniej i potudniowej czesci, natomiast badania przegladowe $win w Wielkiej Brytanii
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~
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wykazaty bardzo niski poziom lub brak wyraznych dowodéw na ekspozycje¢ tego zarazka
wérod tamtejszego poglowia. Oprocz $win, serowariant Pomona jest réwniez klinicznie 1
ekonomicznie istotny u bydla, owiec i koni, szczegélnie w odniesieniu do strat

reprodukcyjnych oraz probleméw okulistycznych u koni (Ellis, 2015).

Klasyczna serologiczna identyfikacja wszystkich przedstawicieli serogrupy Pomona byla
bardzo trudna ze wzgledu na bardzo bliskie podobienstwo antygenowe pomiedzy
poszczegolnymi szczepami (Terpstra et al., 1987). Biorac pod uwage klasyfikacje genotypowa,
przedstawiciele serogrupy Pomona wystepuja w czterech gatunkach, mianowicie
L. interrogans, L. kirschneri, L. noguchii i L. santarosai, ale tylko dwa z nich, L. interrogans
z serowariantem Pomona oraz L. kirschneri z serowariantami Mozdok, Tsaratsovo 1 Altodouro
byly izolowane Europie. Podobnie jak w przypadku serogrupy Australis wprowadzenie
narzedzi molekularnych wykazalo réznice migdzy szczepami na poziomie nizszym niz
serowariant. Na tej podstawie, w obrgbie serowariantu Pomona (sensu lato, s.1.) wyrézniono
typ Pomona (sensu stricto, s.s.), Kennewicki i Monjakov (Hathaway i inni 1985a). Pomimo
duzego podobienstwa antygenowego, rdzne typy wykazuja znaczace réznice w patogennosci.
Zakazenie kliniczne zwierzat gospodarskich przez typ Kennewicki moze przebiega¢ w postaci
ostro przebiegajacego zachorowania, objawiajacego si¢ goraczka, zazwyczaj u miodych
zwierzat, wynaczynieniami, krwiomoczem, z6taczka, objawami niewydolnosci nerek. Takie
zakazenia doprowadzajg do powaznych strat finansowycch dla hodowcéw w Ameryce
Potnocnej, Australii i Nowej Zelandii (Ellis, 2012). Natomiast szczepy serowariantu Pomona
identyfikowane zwykle jako typy Pomona s.s. lub Monjakov, pomimo, ze moga doprowadzaé
do zaburzen w rozrodzie, nie wydajg si¢ stanowic tak istotnego zagrozenia dla zwierzat
domowych. Podobnie szczepy serogrupy Pomona nalezace do gatunku L. kirschneri, ktorych
naturalnymi zywicielami sg male gryzonie, chociaz moga powodowac zakazenia przypadkowe
u zwierzgt domowych, to jednak majg mniejsze znaczenie gospodarcze dla hodowli (Ells,

1991; Hathaway et al., 1984).

W Wielkiej Brytanii, w szczegoélnosci w potudniowej Anglii, w ciggu ostatnich 40 lat
obserwowano bardzo rzadkie przypadki klinicznej choroby wywotanej przez przedstawicieli
serogrupy Pomona. Szczepy wyizolowane z takich ognisk choroby zostaly wczesniej
zidentyfikowane jako nalezgce do serorowariantu Mozdok i w wigkszosci byly wyosobnione
od matych gryzoni w tych ogniskach. Szczepy te zostaly rowniez uznane za mozliwg przyczyne

problemow reprodukceyjnych u zwierzat hodowlanych (Barlow, 2004; Hathaway et al., 1984;

Zatacznik nr 2 14/33



Pritchard et al., 1987). Z drugiej strony, sporadyczna izolacja szczepdw zidentyfikowanych
jako Leptospira interrogans serowariant Pomona s.l. w Irlandii Péinocnej, a ostatnio w Anglii,
sugeruje potencjalne zagrozenie dla zwierzat hodowlanych w Wielkiej Brytanii. W tej czesci
mojej pracy podjatem probe wyjasnienia niektorych aspektow epidemiologii tych zakazen w
UK. Wychodzac z zalozenia, ze rézne typy serowariartu Pomona s.1. majg rézne znaczenie dla
hodowli zwierzat gospodarskich, analiza genetyczna szczepdédw polocno irlandzkich i
brytyjskich moze poméc w ocenie zagrozenia, jakie niosa pojedyncze jak dotad, przypadki
takich zakazen na terenie UK. W tym celu 9 izolatow Leptospira interrogans serowariant
Pomona s.l. pozyskanych od réznych gatunkéw zwierzat w Irlandii PéInocnej i jeden szczep
wyizolowany od ryjowki aksamitnej (Sorex araneus) w Anglii, uzylem w badaniach opisanych
w publikacji Z-4. Szczepy pdéocnoirlandzkie izolowano od poronionych lub martwo
urodzonych zwierzat lub z nerek przypadkowo wybranych zwierzat w rzezni. Natomiast
ryjowka od ktorej wyizolowano szczep w Anglii zostala odlowiona na fermie $win, w ktérej
zaobserwowano zaburzenia w rozrodzie i wykryto miana serologiczne dla serowariantu

Pomona u macior, ktére wezesniej poronity.

Na podstawie badan metodg PCR, z uzyciem gatunkowo-specyficznych starterow
potwierdzono, ze wszystkie wyosobnione szczepy (10) nalezg do gatunku Lepfospira
interrogans. Natomiast poréwnujgc profile genetyczne izolatéw, ktoére uzyskatem po trawieniu
calego genomu enzymami EcoRI i Alul i Hpall, podzielitem je na dwa genotypy (oznaczone
jako P1 i P2). Genotyp P1 byt identyczny z profilem DNA referencyjnego szczepu typu
Pomona s.s. i zostal zidentyfikowany we wszystkich szczepach izolowanych w Irlandii
Pomocnej od zwierzat domowych. Natomiast genotyp P2 zostal przypisany szczepowi
wyizolowanemu od ryjéwki w Anglii w 2011 roku. Badania te potwierdzity, ze wszystkie
izolaty L. interrogans serowariant Pomona s.l. , nalezag do typu Pomona s.s., a nie do
stanowigcego wicksze zagrozenie dla hodowli typu Kennewicki. Typ Pomona s.s. nie
zaadaptowat sie do gatunkow zwierzat domowych, co ma duze znaczenie w rozprzestrzenianiu

sie tych zakazen (Ellis, 2012).

Izolacja serowariantu Pomona od ryjéwki aksamitnej sugeruje, ze gryzon ten moze stanowic
rezerwuar dla takich szczepow i stanowié zrédto przypadkowych zakazen dla zwierzat
domowych (Ellis, 2015). Niestety, ze wzglgdu na wczedniejsze leczenie antybiotykami
nie podjeto proby izolacji tych bakterii od dotknietych ta infekcjg macior. Natomiast izolacja

serowariantu Pomona w Irlandii Pélnocnej od zwierzat domowych jest pewng zagadka. Na
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wyspie tej nie wystepuja ryjowki aksamitne ani zaden inny gatunek gryzoni, ktéry stanowilby
znany rezerwuar dla serowariantu Pomona. Ponadto przegladowe badania serologiczne owiec,
bydla, a w szczegolnosci §win w Irlandii Pélnocnej nie potwierdzily wystepowania takich
zakazen ~u  zwierzat.  Przypuszcza¢  mozemy, ze do  zakazen  koni,
od ktorych wyizolowano te patogeny, doszlo poza Irlandia, gdyz niewatpliwie konie sg

gatunkiem ktory czesto przekracza granice panstw.

Druga cze$¢ moich badan na szczepami serogrupy Pomona dotyczyla szczepow
wyizolowanych w Hiszpanii. Wyniki tych badan przedstawitem w publikacji Z-5. Badania te
pokazaly, ze Leptospiry nalezace do serogrupy Pomona sg szeroko rozpowszechnione wsrod
dzikich i domowych zwierzat w tym kraju. Wraz z wczesniejszymi badaniami
przeprowadzonymi w Portugali pokazuje to, Ze sa one jednym z najczestszych izolatow
Leptospira izolowanych od zwierzat na Pétwyspie Iberyjskim. Ogniska zakazenia Pomona s3
regularnie obserwowane, doprowadzajac do ronien u zwierzat i  przynoszac straty

ekonomiczne dla rolnikéw (Bonilla et al., 1983; Vizcaino et al., 1987, 1977).

Pomimo faktu, ze zakazenia serogrupg Pomona sg powszechnie diagnozowane metodami
serologicznymi w Hiszpanii, dane dotyczace wystepowania poszczegdlnych serowariantow
nalezacych do tej serogrupy sg znikome. Test aglutynacji mikroskopowej (MAT), szeroko
stosowany w badaniach serologicznych, jest serogrupowo-specyficzny i nie identyfikuje
zakazenia na poziomie serowariantu i dalszych typéw genetycznych. Jednak do celow
epidemiologicznych niezbedna jest dokladna identyfikacja wystepujacych szczepow 1
poznanie ich naturalnych rezerwuardéw, szczeg6lnie kiedy chcemy zastosowaé odpowiednie

$rodki kontroli tych zakazen.

Analizowane przeze mnie szczepy Leptospira izolowane byly od zwierzat domowych i dzikich
w Centralnym Laboratorium Weterynaryjnym (Laboratorio Central de Veterinaria (LCV)
Algete, Madryt. Izolaty zostaly wczesniej zidentyfikowane na poziomie serogrupy przy
zastosowaniu aglutynacji krzyzowej i serogrupowo-swoistych surowic kréliczych.
Ze wszystkich izolatow 64 nalezaly do serogrupy Pomona, 8 do serogrupy Australis, 7 do
serogrupy Ballum, 4 do serogrupy Sejroe 1 2 do serogrupy Icterohaemorrhagiae. Sposrod
wszystkich 64 szczepéw zidentyfikowanych jako serogrupa Pomona-43 z powodzeniem udato
sie przechowa¢ w stanie pozwalajacym na przeprowadzenie dalszych badan. Izolaty od
zwierzat gospodarskich (12 bydlecych i 2 pochodzace od $win), pochodzily ze stad, w ktérych

notowano poronienia oraz stwierdzano wysokie miana przeciwcial przeciwko serogrupie
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Pomona. Pozostale izolowano od gryzoni: 12 szczepéw odzyskano od szczuréw $niadych
(Rattus rattus), 9 od myszy srodziemnomorskich (Mus spretus), 7 od myszy zaroslowych
(Apodemus sylvaticus) i 1 od myszy domowej (Mus domesticus). Wszystkie gryzonie od
ktorych wyizolowano leptospiry zostaly odlowione na fermach, na ktérych wystepowaly

poronienia i miana przeciwko Pomona.

Za pomocg gatunkowo-specyficznych reakcji PCR ustalitem, ze wéréd badanych izolatow
9 nalezato do gatunku Leptospira interrogans, natomiast pozostate 34 izolaty do gatunku
Leptospira kirschneri. Analiza badanych szczepéw wykazala, ze profile REA wskazuja na
serowariant Pomona, jednak profil ten nie byl identyczny z Zadnym referencyjnym typem tego
serowariantu, a mianowicie Pomona sensu stricto, Monjakov 1 Kennewicki. Wyrdézniono trzy
profile genowe, swoiste dla szczepéw hiszpanskich i oznaczono je symbolami SP1, SP2 1 SP3
(SP-Spanish Pomona). Profile izolatéw analizowano nast¢pnie pod katem zwiazku migdzy
gatunkiem gospodarza i miejscem, z ktérego zostaty wyizolowane. Profil SP1 wyizolowano
od $win i bydia w regionie Céceres, SP2 od bydta w Cadiz i Toledo, ale SP3 od bydta w Galicji.
Wyniki te mogg znacznie przyczyni¢ si¢ do zrozumienia epidemiologii tych zakazen oraz by¢

uzyteczne w dochodzeniu epidemiologicznym.

Sposrod 34 izolatow zidentyfikowanych jako L. kirschneri, 12 zostalo wybranych do dalszej
analizy REA, w tym wszystkie izolaty bydlece (5) oraz wybrane izolaty pochodzace od
gryzoni (7). Profile produktow uzyskanych po trawieniu enzymami restrykcyjnymi DNA
badanych izolatéw byly identyczne z profilem szczepu referencyjnego serowariantu Mozdok i
znaczaco roznity sie od pozostalych szczepdéw referencyjnych Leptospira kirschneri, a
mianowicie serowariantu Tsaratsovo, Kunming i Altodouro. Profile REA, dla badanych
izolatow tego gatunku, byly identyczne i nie zaobserwowano réznic zwigzanych z réznymi

gatunkami zwierzat od ktérych byly izolowane, czy tez roznego pochodzenia geograficznego.

Wszystkie 9 szczepow zidentyfikowanych jako serowariant Pomona wyizolowano jedynie od
zwierzagt domowych, $win 1 bydta. W przypadku serowariantu Mozdok 29 (85,3%) szczepow
pochodzito od matych dzikich ssakéw 15 (14,7%) od bydta migsnego. Potwierdza to hipoteze,
ze rezerwuarem serowariantu Pomona w Hiszpanii sg zwierzgta gospodarskie 1 w zwigzku z
tym zakazenia te moga si¢ latwo rozprzestrzenia¢ migdzy zwierzgtami na fermach.
Rezerwuarem serowariantu Mozdok s3a male gryzonie, ktére moga stanowié zrédlo

przypadkowych zakazen dla zwierzat domowych.
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W zachodniej i potudniowej Hiszpanii (Céaceres, Badajoz i Cadiz) stada bydta migsnego sg
glownie wypasane na pastwiskach z dodatkowym dokarmianiem w porze suchej. Na wielu
fermach bydlo dzieli te pastwiska ze $winiami iberyjskimi. W pdinocnej Hiszpanii (Galicja)
stosowany jest giownie system poétekstensywny, wykorzystujacy pobliskie pastwiska, ktdre
z reguly nie sg dzielone z innymi gatunkami. Jednak w obu rodzajach systeméw kontakt
z dzikimi zwierzetami jest mozliwy, gdyz zwierzeta domowe jak 1 male gryzonie wykorzystuja

te same obszary bytowania.

Osiggnigcia:

+ Badania serologiczne koni w Polsce poinocnej wykazaly, ze jest to powszechne zakazenie,
ktére nalezy bra¢ pod uwage przy diagnozowaniu probleméw rozrodezych i nawracajgcego
zapalenia blony naczyniowej oka. Analiza serowariantowa wykazala, ze wigkszo$¢ zakazen
jest spowodowana przez szczepy, ktoérych rozpoznanym rezerwuarem sa male gryzonie.

Grippotyphosa byta najczestszym zidentyfikowanym serowariantem.

» Analiza genetyczna szczepdw serogrupy Australis wyizolowanych od koni zostala po raz
pierwszy przeprowadzona w Europie. Pozwolita ona zidentyfikowac cztery typy genetyczne.
Dwa z nich byly izolowane tylko od koni, co moze $wiadczy¢ o ich adaptacji do tego gatunku

zwierzat.

« W Wielkiej Brytanii przeprowadzono obszerne badania na 247 szczepach serogrupy Australis
wyizolowanych od réznych gatunkéw zwierzat. W wielu przypadkach badania te pozwolily

powiazaé rézne genotypy z gatunkami zwierzat, ktore stanowig ich naturalne rezerwuary.

» Na podstawie analizy genetycznej szczepdw nalezacych do Leptospira interrogans serowar
Pomona izolowanych od zwierzat w UK wykazano, ze izolaty te naleza do typu Pomona s.s,
a nie do bardziej patogennego typu Kennewicki. Takie rozpoznanie rzuca korzystne §wiatto na

zagrozenie jakie niosa te zakazenia dla brytyjskich ferm.

 Analiza genetyczna szczepow serogrupy Pomona wyizolowanych w Hiszpanii wykazata,
7e zakazenia te powodowane sg przez dwa serowarianty: Pomona oraz Mozdok. W zaleznosci
od regionu geograficznego zaobserwowano rdéznice genetyczne pomiedzy szczepami

serowariantu Pomona. Serowariant ten by! izolowany tylko od zwierzat domowych, co
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potwierdza hipotezg, Zze to one stanowig gléwny rezerwuar tego zarazka w tym kraju.
Natomiast wszystkie szczepy pochodzace od gryzoni zidentyfikowano jako serowariant
Mozdok. Pojedyncze izolaty tego serowariantu pochodzace od bydla wskazuja, ze moze on

wywolywac zakazenia przypadkowe zwierzat gospodarskich, ktérych zréditem sa gryzonie.
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5. Omoéwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych (artystycznych)

Gléwny obszar moich zainteresowan naukowych dotyczy choréb zakaznych zwierzat. Po
obronie pracy doktorskiej, moja praca badawcza skoncentrowala si¢ gtéwnie na aspektach
zwigzanych z leptospiroza. Zainteresowania ta choroba zaczely si¢ juz pierwszych latach
mojej pracy w Zakladzie Higieny Weterynaryjnej w Gdansku, gdzie miescito si¢ wowczas
krajowe laboratorium referencyjne tej choroby prowadzone wowczas przez dr Jolante Kocik.
W roku 2007 podjatem prace w Referencyjnym Laboratorium OIE ds. Leptospirozy,
mieszczacym sie¢ w Agri-Food & Biosciences Institute w Belfascie, w Irlandii Pélnocne;j,
prowadzonym przez prof. Williama Ellisa. Tematyke mojej dziatalnosci naukowej
(z wylaczeniem prac opisanych w jednotematycznym cyklu osiggnigcia naukowego) mozna

podzieli¢ na glowne obszary, opisane ponizej.
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Etiologia Leptospirozy

Przedstawiciele rodzaju Leptospira stanowig réznorodng pod wzgledem fenotypowym
i genotypowym grupe organizmow. Podstawows jednostka taksonomiczng jest serowariant 1
do tej pory zidentyfikowano ich ponad 260. Lista ta jest nadal poszerzana i aktualizowana.
Przyktadem sg dwa nowe serowarianty, ktére wyizolowane zostaly w ostatnich latach
w Portugali 1 Irlandii. Obydwa szczepy, po izolacji w regionalnych laboratoriach, zostaty
przestane do Laboratorium Referencyjnego OIE w Belfascie, w ktérym przeprowadzilem ich
pelng identyfikacje genetyczna i serologiczna. Wyniki tych analiz wskazaly, ze mamy do
czynienia z nowymi serowariantami, do tej pory nie opisanymi. Pierwszy z nich to szczep,
oznaczony jako RIM 139 i wyizolowany z nerki myszy domowej (Mus musculus) w regionie
Tras-os-Montes e Alto Douro w péinocnej Portugalii. Podczas mikroskopowej identyfikacji
w ciemnym polu widzenia cechowat si¢ typowa dla leptospir ruchliwoscig oraz morfologia.
W zakazeniach doswiadczalnych wykazywat patogenno$¢ dla chomikéw. Przynaleznosé
gatunkowg przeprowadzono na podstawie reakcji PCR przy zastosowaniu swoistych dla
poszczegblnych gatunkow starterow oraz za pomoca sekwencjonowania genu secY. Serogrupe
oznaczono przy uzyciu odczynu aglutynacji mikroskopowej (OAM) z panelem poliklonalnych
surowic kroliczych swoistych dla znanych patogennych serogrup. Identyfikacja
serowariantowa zostala przeprowadzona za pomoca przeciwcial monoklonalnych 1 testu
krzyzowej absorpcji aglutynin (ang. cross-agglutinin absorption test CAAT). Nowatorski
charakter szczepu potwierdzono za pomoca analizy restrykcyjnej (REA) catego genomu.
Wyniki pokazaly, ze szczep RIM 139 jest przedstawicielem nowego serowariantu, nalezacego
do serogrupy Pomona, dla ktérego zaproponowano nazwe Altodouro. Analiza PCR genu
ompL1 i sekwencjonowanie genu secY wskazaly, ze nalezy on do gatunku Leptospira

kirschneri.

Drugi nowy serowariant zostal wyizolowany od zebietka myszatego (Crocidura russula),
bardzo inwazyjnego w Irlandii gatunku malych ssakéw. Gryzon ten zostal po raz pierwszy
odnotowany na wyspie w 2007 r. C. russula stwierdzany byt w Péinocnej Afryce, natomiast
nieobecny byt wczesniej na Wyspach Brytyjskich. Podczas gdy gatunki inwazyjne moga mieé
dramatyczny i szybki wplyw na przedstawicieli regionalnej fauny i flory, moga réwniez by¢
rezerwuarem patogenéw stanowigc Zrodlo zakazenia dla innych gatunkéw. Sposréd 18

-~

odlowionych zg¢bietkéw myszatych wyhodowano 3 izolaty leptospir. Standardowe,

Zatacznik nr 2 22/33



serologiczne metody typowania tych szczepéw, nie pozwolity okresli¢ serogrupy ani
serowariantu. Analiza sekwencji rybosomalnego RNA 168 oraz genu secY wykazata, ze te
nowe izolaty naleza do Leptospira alstonii, rzadko wystepujacego w swiecie patogennego
gatunku, z ktérego do tej pory opisano tylko 6 izolatow. Wszystkie z nich pochodzity z Chin
oraz Japonii i nie byly wczesniej izolowane od ssakow. Analiza restrykcyjna (REA)
dodatkowo potwierdzila nowy, niespotykany do tej pory profil genetyczny. Podobnie jak
w przypadku innych patogennych leptospir, izolaty zawieraly gen LipL.32 oraz wykazywaly
brak wzrostu w obecnosci 8-azaguaryny. Obie te cechy potwierdzaja ich patogennos¢. Izolaty
te wykazaly catkiem nowy profil REA, co potwierdzilo, ze reprezentujg one nowy serowariant,
ktoremu nadano nazwe Room22. Badanie to wskazuje, ze inwazyjne gatunki ssakow mogg
by¢ wektorami nowych patogendéw odzwierzgcych, czego przyktadem jest nowy serowariant
Leptospira. Ze wzgledu na nowatorski charakter tej bakterii, przeprowadzono réwniez
sekwencjonowanie catego genomu. Badanie to zostalo przeprowadzone w Centrum Badan
Genomu (ang. Center for Genomic Research), mieszczacym si¢ przy Uniwersytecie
w Liverpoolu. Opisany genom zawiera dwa okragle chromosomy o 4 105 414 i 486 474 bp,
zawierajace odpowiednio 3868 i 474 sekwencji kodujacych (CDS) dla chromosoméw I i II.
Caty genom ma srednig zawarto$¢ G-C wynoszacg 42% 1 zawiera dwie kompletne kopie rRNA
58, 16S i 238, 37 tRNA, dwa niekodujace RNA (ncRNA) 1 42 pseudogeny. Sekwencje
dostepne sa w bazie danych GenBank pod numerami dostgpu CP015217 (chromosom I) i
CP015218 (chromosom II). Opisane powyze] wyniki dotyczgce identyfikacji nowych

serowariantow zostaly opublikowane w 3 publikacjach:

- Paiva-Cardoso, M.N., Arent, Z., Gilmore, C.M., Hartskeerl, R., Ellis, W.A. (2012).
Altodouro, a new Leptospira serovar of the Pomona serogroup isolated from rodents in

northern Portugal. Infection, Genetics and Evolution,13:211-221.

- Nally JE. Arent Z., Bayles ZO., Hornsby RL., Gilmore C., Regan S., McDevitt AD.,
Yearsley J., Fanning , S., McMahon BJ. (2016) Emerging Infectious Disease
Implications of Invasive Mammalian Species: The Greater White-Toothed Shrew

(Crocidura russula) Is Associated With a Novel Serovar of Pathogenic Lepfospira in
Ireland PLoS Negl Trop Dis 10(12): e0005174.

- Nally,J.E., Bayles,D.O., Hurley, D., Fanning, S, McMahon,B.J., Arent Z. (2016)
Complete Genome Sequence of Leptospira alstonii Serovar Room22 Strain GWTS #1.
Genome Announcements 4,6.
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Patogeneza i czynniki wirulencji

Zagadnieniem zwigzanym z patogenezg leptospirozy, ktérym si¢ zajmowalem w swojej pracy
badawczej, byla m.in. rola serowariantu Hardjo w zaburzeniach rozrodu u owiec. Reakcje
serologiczne $wiadczace o zakazeniu owiec tym serowariantem odnotowywano w roznych
czesciach $wiata. Jednoczes$nie wiele obserwacji terenowych wskazywalo na zwiazek tych
zakazen z problemami rozrodczymi. Potwierdzonym miejscem lokalizacji tych patogenow u
zakazonych zwierzat-nosicieli byly nerki. Poprzez analogi¢ do leptospirozy bydla, wielu
autorOw przypuszczalo, ze rowniez drogi piciowe u owiec, moga by¢ wazne z punktu widzenia
lokalizacji przetrwatej infekcji. Jednak wiele prob izolacji tych bakterii z narzadow piciowych
u tego gatunku, zar6wno podczas infekcji naturalnych czy tez w zakazeniach doswiadczalnych
konczylo si¢ niepowodzeniem. Postep w udoskonaleniu podtozy do izolacji tych bakterii, jaki
dokonat sie¢ w naszym laboratorium, ostatecznie umozliwit wyosobnienie Leptospir z drég
plciowych u tego gatunku zwierzat. Do swoich badan wykorzystalem 18 owiec klinicznie
zdrowych, ale serododatnich w odczynie aglutynacji mikroskopowej. Probki nerek, watroby,
mozgu, jajnikow oraz zeskrobin z btony sluzowej macicy zostaly posiane na cztery warianty
péiptynnego podloza wzbogaconego surowica krélicza oraz na dwa warianty podioza
dwufazowego (z faza plynng oraz fazg stalg z dodatkiem wegla aktywnego). Wszystkie
warianty stosowanych podiozy roznily si¢ rodzajem oraz st¢zeniem dodatkéw hamujgcych
wzrost postronnej flory mikrobiologicznej. Hodowle inkubowano w 28-30°Ci w odstepach
tygodniowych, sprawdzano mikroskopowo ewentualny wzrost leptospir. Pozytywne wyniki
bakteriologiczne uzyskano z nerek 4 owiec oraz z blon sluzowych macic 2 owiec. Wszystkie
izolaty zostaly serologicznie przypisane do serogrupy Sejroe, natomiast analiza restrykcyjna
pozwolita oceni¢ je jako serowariant Hardjo typ Bovis. Jest to pierwsza udana izolacja tego
serowariantu z uktadu rozrodczego dorostych owiec. Do tej pory nie bylo ewidentnych
dowoddw na to, ze owce moga pelnic role naturalnych zywicieli dla tego serowariantu. Wyniki
naszych badan zdecydowanie przemawiaja na korzys$é stawianej hipotezy. Trwala infekcja
drog rodnych sugeruje, ze zakazenia droga plciowa moga odgrywal wazna role w
rozprzestrzenianiu si¢ tych infekcji w stadzie. Wyniki tych badan zostaly opublikowane w

pracy:

- Arent, Z., Frizzell, C., Gilmore, C.M., Mackie, D., Ellis, W. (2013) Isolation of
Leptospires from genital tract of sheep. Veterinary Record,173.
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Kolejng czescig badan, ktore wiazg si¢ z patogeneza tej choroby, sg badania nad biatkiem ClpB.
ClpB (Hsp100) wraz z systemem DnaK (Hsp70) tworzy bardzo wazny system opiekunczy,
ktory uczestniczy w dezagregacji 1 reaktywacji agregatow biatkowych w komoérkach. W ciggu
ostatnich kilku lat zgromadzono wiele dowoddw $wiadczgcych o udziale ClpB w patogenezie
niektorych chorob bakteryjnych. Wykazano m.in., ze ClpB jest niezbedny dla wirulencji takich
patogendéw bakteryjnych jak: Mycoplasma pneumoniae, Porphyromonas gingivalis, Listeria
monocytogenes, Francisella tularensis 1 Leptospira interrogans. Mutant ¢lpB L. interrogans
charakteryzuje si¢ catkowitg utratg zjadliwosci w poréwnaniu ze szczepem typu dzikiego. W
pierwszej pracy dotyczacej tego tematu, w ktorej jestem wspotautorem i opublikowanej w
2016 roku w BMC Microbiology wykazalismy, ze: (1) ClpB z L. interrogans (ClpBLi) moze
aktywowaé system immunologiczny gospodarza, o czym swiadczy znaczaco podwyzszony
poziom przeciwciat anty-ClpBLi w surowicach zwierzat zakazonych patogennymi szczepami
Leptospira w porownaniu z kontrolng grupa zwierzat; (2) biatko ClpBuri jest produkowane
podczas infekeji wywolywanych przez leptospiry; swiadczy o tym jego obecnos¢ w tkankach
nerek zwierzat zakazonych Leptospira. Wyniki te potwierdzajg udzial ClpB w patogenezie
leptospirozy. Ponadto w pracy tej zostala opisana konstrukcja plazmidu, umozliwiajacego
kontrolowang produkcje¢ biatka ClpBLi oraz metoda oczyszczania rekombinowanego biatka z

komorek E. coli.

W drugiej pracy, dotyczacej tego tematu, opublikowanej w 2017 roku w PLOS One zostaly
przedstawione wyniki analiz biochemicznych i biofizycznych biatka ClpBLi Na ich podstawie
stwierdzono, ze: (1) ATPyS indukuje powstawanie heksameréw ClpBLi; (2) ClpBLi wykazuje
slaba aktywno$¢ ATPazy stymulowana przez kazeing i polilizyng; (3) ClpBLi wykazuje
aktywnos$¢ opiekuncza (dezagregazy) niezalezng od systemu Hsp70/40; (4) wiazanie
nukleotydu zmienia powinowactwo ClpBLi do zagregowanego substratu. Dodatkowo
wykazano brak efektu komplementacji funkcji genu clpB bakterii E. coli przez clpBLi, co
sugeruje wystepowanie réznic miedzygatunkowych w funkcjonowaniu biatek ClpB..

Opisane powyzej, jak rowniez kolejne badania nad rolg biatka ClpB w patogenezie
leptospirozy sa obecnie prowadzone w ramach pracy doktorskiej pani Joanny Krajewskiej, na
Wydziale Biologii Uniwersytetu Gdanskiego, w ktdrej pelnig role promotora pomocniczego.

Do tej pory opublikowano dwie prace z tego tematu:
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- KrajewskaJ., Arent Z., Wieckowski D., Zolkiewski M., Kedzierska-Mieszkowska S.
(2016) Immunoreactivity of the AAA plus chaperone ClpB from Leptospira interrogans
with sera from Leptospira-infected animals. BMC Microbiology 16, 151.

- Krajewska J., Modrak-Wojcik A., Arent Z., Wieckowski D., Zolkiewski M., Bzowska
A., Kedzierska-Mieszkowska S. (2017) Characterization of the molecular chaperone
ClpB from the pathogenic spirochaete Leptospira interrogans. PLOS One 12 (7).

Epidemiologia

W ramach swojej pracy naukowej bralem réwniez czynny udzial w badaniach nad
rozprzestrzenieniem zakazen Lepfospira spp urdéznych gatunkéw zwierzat oraz w badaniach

zwigzanych z genotypowaniem szczepow wyizolowanych w réznych krajach.

Duza cze$¢ tych badan dotyczyla psow. Wiadomo, Zze poziom narazenia tego gatunku na
zakazenia Leptospira, jak rowniez wywolujgce je serogrupy i serowarianty mogg si¢ znacznie
rozni¢ w zaleznosci od regiondéw geograficznych. Na przyktad infekcje wywolywane przez
serogrupe Grippotyphosa sa mniej powszechne w Wielkiej Brytanii niz w Europie
kontynentalnej. Nasze badania zostaly zainicjowane toczaca si¢ przed kilku laty w Europie
dyskusja na temat aktualizacji szczepionek stosowanych u psoéw. Poniewaz dostgpne
szczepionki zawierajg cate komorki bakteryjne, w zwigzku z tym wykazuja skutecznos¢ tylko
przeciwko tym serowariantom, ktére zawarte sa w szczepionce. W tej sytuacji rozpoznanie
szczepOw, na ktore narazone sg psy na danym obszarze geograficznym, jest kluczowe dla

skutecznosci szczepien.

W Grecji we wspolpracy z Klinikg Zwierzat Towarzyszacych, Wydzialu Weterynaryjnego
Uniwersytetu Arystotelesa w Tesalonikach, prowadziliSmy badania pséw pod katem
ekspozycji tych zwierzat na serogrupy, ktorych nie zawieraty komercyjne szczepionki przeciw-
leptospirozowe, a mianowicie Pomona, Grippotyphosa i Australis. W sumie przebadano 855
surowic psow, ktore byly pacjentami tejze kliniki. Przeciwciala wykryto u 110 (12,9%)
zwierzat. Najwyzsza seroprewalencja dotyczyla stosunkowo niedawno opisanego nowego
serowariantu  Altodouro (4.9%) nalezacego do serogrupy Pomona i wyizolowanego w
Portugalii. Ten serowariant wykazat zwigzek ze stwierdzanymi u pséw objawami klinicznym.
Drugim pod wzgledem czestosci reakeji pozytywnych byt serowariant Bratislava. Ekspozycje

na ten serowariant stwierdzono u 3,4% badanych zwierzat. Na podstawie wynikow tych badan
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zaproponowano wiaczenie dodatkowo serowariantéw nalezacych do serogrupy Pomona oraz

serowariantu Bratislava w szczepionkach dla pséw stosowanych w Grecji.

W podobnych badaniach przeprowadzonych w Irlandii przebadano 474 surowic psow. Sze$¢
procent psow trafiajacych do zakladéw leczniczych dla zwierzat na terenie tego kraju,
z problemami innymi niz rozpoznana leptospiroza, wykazywalo weczesniejsza ekspozycje na
patogeny nalezace do serowariantow Ballum, Australis, Pomona i Sejroe. Jeden nieszczepiony
pies podejrzany o leptospiroze wykazywal serokonwersje z antygenem serogrupy
Icterohaemorrhagiae. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze ekspozycja pséw na
serogrupg¢ Ballum powinna Hyé dalej monitorowana, gdyz stwierdzone zakazenia moga by¢
wskaznikiem wystgpowania tego serowariantu w $§rodowisku. Dodatkowo, na terenie Irlandii,
uzasadnione jest stosowanie wielowaznych szczepionek dla psow, zawierajacych serowariant
Bratyslava, oprocz przedstawicieli serogrup Icterohaemorrhagiae i Canicola. Efektem tych

badan byly publikacje:

- Arent Z., Andrews S., Adamama-Moraitou K., Gilmore C.M., Pardali D., Ellis W.A.
(2012) Emergence of novel Leptospira serovars: a need for adjusting vaccination
policies for dogs? Epidemiology and Infection, 141(6):1148-1153.

- Schuller S., Arent Z., Gilmore C., Nally J. (2015) Prevalence of antileptospiral serum
antibodies in dogs in Ireland. Veterinary Record 177, 5, 126.

Kolejny projekt badawczy z zakresu epidemiologii zakazen Leptospira, w ktorym bratem
udziat, przeprowadzono we wspotpracy z Narodowym Instytutem Chorob Zakaznych w Tokyo
(Japonia). W badaniach tych analizowano zmienno$¢ genetyczng szczepdw, nalezacych do
dwoch gatunkéw L. interrogans 1 L. borgpetersenii. Szczepy te zostaly wyizolowane od
dzikich zwierzat w czterech wschodnioazjatyckich krajach. Badania wykonano za pomoca
metody MLVA. Analiz¢ zmiennej liczby powtérzen tandemowych 11 loci przeprowadzono na
110 izolatach nalezacych do L. inferrogans ﬁochodzaccych z Japonii (79 szczepow, 5 serogrup,
od 3 gatunkow zwierzat), Filipin (21; 3; 2), Tajwanu (7; 2; 3) i Wietnamu (3; 1; 1). Analizg
MLVA wykorzystujaca 4 loci dla L. borgpetersenii przeprowadzono na 52 izolatach, w tym
pochodzacych z Japonii (26, 3; 7), Filipin (13; 1; 2) 1 Tajwanu (13; 1; 3). Szczepy nalezace L.
interrogans serogrupy Autumnalis i Hebdomadis byly bardziej zréznicowane pod wzgledem
genetycznym niz serogrupy Bataviae, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae, Pomona lub
Pyrogenes. Te pierwsze, z wyjatkiem jednego szczepu Hebdomadis wyizolowano od myszarki

japonskiej (Apodemus speciosus), drugie natomiast, z wyjatkiem Grippotyphosa, wyizolowano
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od szczura wedrownego (Rattus norvegicus). L. borgpetersenii wyizolowano od co najmniej
11 gatunkdéw zwierzat, podczas gdy L. inferrogans wyizolowano od pigciu gatunkéw, co
wskazuje na szerszy zakres gospodarzy dla L. borgpetersenii. Badania te wykazaly, ze istnieje
zroznicowanie w zakresie roznorodnosci genetyczne] miedzy rdéznymi serogrupami
Leptospira, co zwigzane jest z roznorodnoscig zywicieli naturalnych oraz ro6znymi czynnikami
srodowiskowymi. Z drugiej strony badanie to wykazato réwniez kolonizacj¢ pojedynczego
genotypu Leptospira u wielu gatunkow zwierzat. Szczegétowe wyniki tych badan zostaly

opisane w publikacji:

- Koizumi N., Izumiya H., Mu JJ., Arent Z., Okano S., Nakajima C., Suzuki Y., Muto
MM, Tanikawa T, Taylor KR, Komatsu N., Yoshimatsu K., Ha HTT, Ohnishi M.
(2015) Multiple-locus variable-number tandem repeat analysis of Leptospira
interrogans and Leptospira borgpetersenii isolated from small feral and wild mammals
in East Asia Infection Genetics and Evolution 36, 434-440.

Kolejny cykl badan z zakresu epidemiologii dotyczyt wystepowania zakazen Lepfospira
u dzikich zwierzat na terenie Polski. Prowadzono je we wspotpracy z Panstwowym Instytutem
Weterynaryjnym w Pulawach. Po raz pierwszy w naszym kraju przeprowadzono szeroko
zakrojony przeglad serologiczny dzikow (Sus scrofa). Probki krwi pobrano od 3621 dzikéw
w 314 okregach towieckich z 16 wojewddztw, w sezonie polowan 2012-2014. Miana
przeciwcial przeciwko serowariantom Leptospira stwierdzono w 377 probkach, co stanowito
10,4%. Odsetek ten byl znacznie wyzszy w porownaniu do odsetka uzyskanego podczas
wczesniejszych badan serologicznych przeprowadzonych na 7112 probkach surowicy
pobranych od swin. Wowczas odsetek zwierzat wykazujacych swoiste przeciwciata wynosit
1,2% (73 pozytywne probki). Relatywnie wysoki wskaZnik infekcji u dzikow moze stanowic
zagrozenie dla mysliwych oraz oséb majacych kontakt ze srodowiskiem lesnym. Dodatkowo
stwierdzono, Zze gestos¢ populacji dzikow w poszczegdlnych wojewddztwach nie odpowiada

poziomowi narazenia na kontakt z tymi patogenami.

Przeprowadzono réwniez badania dotyczace czestosci wystgpowania zakazen Leptospira
u polskich jeleni. W sezonie towieckim 2014-2015 pobrano 147 prébek krwi od jeleni, saren
i danieli, pochodzacych z réznych obszaréw geograficznych w catej Polsce. Stwierdzono
miana przeciwciat dla serowariantéw Grippotyphosa, Pomona i Zanoni. Zadna prébka nie data
wyniku pozytywnego dla pozostalych dziewieciu badanych serowariantow. Sposrod 147
probek surowicy tylko 7 bylo dodatnich, co dato ogdlna czestos¢ wystepowania 4,8% w

badanej populacji zwierzat. Niski poziom wystepowania przeciwciat anty-Leptospira wraz z
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niskg liczbg dodatnich probek surowicy u jeleni nie wskazuje, aby zwierzeta te stanowily
rezerwuar tych patogenéw w naszym kraju. Wyniki powyzszych badan opublikowano w

dwoch artykutach naukowych:

- Zmudzki J., Jablonski A., Nowak A., Zebek S., Arent Z., Bocian L, Pejsak Z. (2016)
First overall report of Leptospira infections in wild boars in Poland. Acta Veterinaria
Scandinavica 58.,3.

- Zmudzki J., Jablonski A., Arent Z., Zebek S., Nowak A., Stolarek A., Parzeniecka-
Jaworska M. (2016) First report of Leptospira infections in red deer, roe deer, and
fallow deer in Poland. Journal of Veterinary Research 60,3, 257-260.

Diagnostyka Leptospirozy

Praca z obszaru diagnostyki leptospirozy, ktérej jestem wspdtautorem, dotyczyta standaryzacji
odczynu hemaglutynacji biermej (OHB) stosowanego w diagnostyce leptospirozy u ludzi
i zwierzat. Diagnostyka serologiczna tej choroby oparta jest glownie na odczynie aglutynacji
mikroskopowej (OAM). Jest to odczyn serogrupowo swoisty 1 wykorzystuje zywe szczepy
leptospir. Do OHB natomiast, uzyliSmy antygenu rodzajowo-swoistego, otrzymanego drogg
ekstrakcji dezoksycholanem sodu. Gléwna zaletg testu bylo wykrywanie jedynie przeciwcial
klasy IgM, co umozliwia wczesng diagnoze leptospirozy. W naszych badaniach, test ten
pozwolit na wykrycie swoistych przeciwcial juz od trzeciego dnia choroby. Z drugiej strony,
jako odczyn wykrywajacy jedynie przeciwciata klasy IgM, pozwala na szybkg weryfikacje
znaczenia niskich mian przeciwcial uzyskanym w OAM. Dodatni wynik w OHB przy
dodatnim lub uyjemny wyniku w OAM, wskazuje na wezesny proces chorobowy, natomiast
ujemny wynik w OHB, przy dodatnim wyniku uzyskanym za pomoca OAM swiadczy o postaci
przewlektej. Wyniki tych badan zostaly przedstawione w publikacji:

- Kocik T., Arent. Z., Anusz Z., Zdun E. (1998) Odczyn hemaglutynacji biernej w
diagnostyce leptospirozy u ludzi i zwierzat. Zycie Weterynaryjne. 11: 434-438, 1998.

Tematyka badawcza zwigzana z innymi chorobami zakazZnymi
Oprocz tematyki dotyczacej zakazen Leptospira spp. innymi zagadnieniami realizowanymi
przez mnie w ciggu mojej pracy zawodowej, byty badania dotyczace innych choréb zakaznych

zwierzat. Poczatkowo moja praca pod kierunkiem profesora Mariana Krélaka w Gdansku
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dotyczyla zagadnien zwigzanych z bruceloza oraz standaryzacja metod stosowanych w
diagnostyce serologicznej. W tym czasie po raz pierwszy opisaliémy przypadek zakazenia psa,
wywolanego przez jeden z szorstkich szczepéw bruceli — Brucella canis. Rozpoznanie takiego
zakazenia u psa, dalo podstawy do przeprowadzenia na szersza skale badan przegladowych
zwierzat migsozernych: pséw 1 lisow hodowlanych, w kierunku takich zakazen. Wyniki tych
badan nie potwierdzily jednak szczerszego rozprzestrzenienia si¢ wyzej wymienionych

zakazen w badanej populacji zwierzat.

Kolejne badania dotyczyly standaryzacji odczynu wigzania dopelniacza stosowanego
w diagnostyce zakazen Brucella ovis u owiec. Uzycie migdzynarodowego standardu surowicy
przeciwko B. ovis pozwolito przelicza¢ miana uzyskane w OWD na migedzynarodowe jednostki
przeciwcial wigzacych dopelniacz. Efektem tych prac byla instrukcja metodyczna wydana
przez Panstwowy Instytut Weterynaryjny w Pulawach. Standaryzacja metody OWD
stosowanej w diagnostyce B. ovis pozwolita kontynuowa¢ badania w tym zakresie, czego

efektem byla moja praca doktorska.

Nastepng instrukcjg metodyczna, réwniez opublikowang przez PIWet w Pulawach, byla
instrukcja opisujaca metody mianowan antygendéw 1 surowic kontrolnych w OWD,

stosowanych w diagnostyce réznych choréb zakaznych u zwierzat.

W kolejnych latach uczestniczytem w badaniach nad wystepowaniem zakazen wirusem
enzootycznej biataczki bydta, bydlgcym herpes wirusem typu 1 (BHV-1), oraz wirusowej
biegunki bydta (BVDV) w wojewodztwie pomorskim. Bralem réwniez udzial w badaniu
zubrow z Bialowieskiego Parku Narodowego, u ktorych stwierdzano objawy znacznego
wychudzenia, kulawizny oraz zapalenie blony sluzowej zotedzi pracia i napletka. U zwierzat
tych przeprowadzono badania w kierunku zakazen wirusami BHV-1, BVDV, pryszczycy
(FMDYV), oraz parainfluenzy typu 3 (PI-3), a takze Brucella abortus, Chlamydophila abortus,

Coxiella burnetti oraz Leptospira spp.

Ciekawym doswiadczeniem pod wzgledem weterynaryjnym jak i naukowym byla réwniez
diagnostyka przypadkéw chorobowych bydia wystepujacych na Kaszubach i przebiegajacych
z upadkami $miertelnymi, poprzedzonymi objawami nerwowymi. Szczegélowe badania
potwierdzily wystapienie epizoocji wywolanej przez Listeria monocytogenes. Wyniki tych
badan zostaly opublikowane w Medycynie Weterynaryjnej, a autorzy publikacji otrzymali
wyroznienie zespolowe Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych.
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Efektem opisanych w tym paragrafie badan byty nastgpujgce publikacje:

- Kopczewski A., Krélak M., Arent Z., Rudnicki K. (1995) Przypadek brucelozy u psa.
Zycie Weterynaryjne. 7:230-231, 1995.

- Kopczewski A., Arent Z., Krélak M. (1997) Serologiczne badania liséw i jenotéw oraz
psow w kierunku brucelozy. Zycie Weterynaryjne. 8:319-320, 1997.

- Kroélak M., Arent Z. (1995) Zasady mianowania antygendw i dodatnich surowic
kontrolnych w standardowej technice odczynu wigzania dopemiacza (OWD), PIWet,
Pulawy.

- Krolak M. Arent Z. (1996) Standardowa technika odczynu wigzania dopelniacza
(OWD) w rozpoznawaniu zakazen Brucella ovis u owiec, PIWel, Putawy.

- Salwa A., Arent Z., Kamionowska E., et al. (2002) Sytuacja epizootiologiczna
enzootycznej biataczki bydla na terenie Wybrzeza Gdanskiego w latach 1983-2001.

- Salwa A., Rulka J., Arent Z. (2000) The prevalence of the mixed infection of BLV,
BHV-1, BVD-MD in dairy herds. Medycyna Weterynaryjna 56: 444-446.

- Salwa A., Anusz K., Arent Z. (2007) Seroprevalence of selected viral and bacterial
pathogens in free-ranging European bison from the Bialowieza Primeval Forest
(Poland). Polish Journal of Veterinary Sciences 10: 19-23.

- Salwa A., Kopczewski A., Borkowska-Opacka B., Arent Z. et al. (2007) Epizootic
of listeriosis in cows in the Kaszuby region. Medycyna Weterynaryjna 63:1579-1582.

Zalacznik nr 2 31/33



6. Podsumowanie dorobku naukowego

Szczegdlowy wykaz dorobku naukowego znajduje si¢ w zalaczniku nr 3 do wniosku

o przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego

Zestawienie liczby publikacji w poszczegdlnych czasopismach z listy JCR

Czasopismo Liczba publikacji
Veterinary Record 4
Infection Genetics and Evolution 3
Medycyna Weterynaryjna 2
Epidemiology and Infection 1
Veterinary Microbiology 1
Plos One 1
Pos Neglected Tropical Diseases 1
BMC Microbiology 1
Acta Veterinaria Scandinavica 1
EcoHealth 1
Polish Journal of Veterinary Sciences 1
Journal of Veterinary Research 1
Liczba publikacji razem 18
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Zestawienie dorobku publikacyjnego przed i po uzyskaniu stopnia doktora

Liczba publikacji w czasopismach z listy
JCR

Liczba publikacji w czasopismach spoza
listy JCR oraz autorstwa w monografiach

w Polsce  zagranica  wPolsce  za granica

Pz%ce naukowe w formie dor}lesmn na 3 0 15 2 40
miedzynarodowe konferencje naukowe

Sumaryczny wspolczynnik wplywu 33,95
(Impact Factor, IF)
Sumaryczna Liczba punktéw MNiSW 498
Liczba cytowan wg. Web of Science 89

- w tym bez autocytowan 54
Indeks Hirscha 6

Liczba cytacji w poszczegdlnych latach
(wg. Web of Science, z dnia 2018.03.15)
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