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4. Wskazanie osiaggniecia* 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. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U.z 2016 r. poz. 1311.):

a) tytul osiagniecia naukowego/artystycznego (jednotematyczny cyKkl
publikacji)

,Badania nad wystepowaniem lentiwiruséw matych przezuwaczy (SRLV) w Polsce z
uwzglednieniem ich charakterystyki molekularnej”

Oswiadczenia o indywidualnym wktadzie wszystkich wspdétautoréw stanowi zatgcznik nr 4 do wniosku o
przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego.

b) wykaz publikacji wchodzacych w sktad cyklu:

1. Olech M., Osinski Z., KuZzmak J.: Bayesian estimation of seroprevalence of small
ruminant lentiviruses in sheep from Poland. Preventive Veterinary Medicine, 2017,
147, 66-78

IF=1,924; MNiSW=45 pkt; liczba cytowan (Web of Science) - 1

Wktad witasny: gromadzenie materiatu do badan, wykonywanie wszystkich badarn
laboratoryjnych, wspétudziat w interpretacji i opracowaniu wynikéw, przygotowanie
manuskryptu, wystanie pracy do redakcji i wykonanie korekty po recenzji. Méj udziat
procentowy szacuje na: 75%

2. Olech M, Valas S., Kuzmak J.: Epidemiological survey in single-species flocks from
Poland reveals expanded genetic and antigenic diversity of small ruminant
lentiviruses. Plos One, 2018, 13, 3, 193892

IF=2,766; MNiSW=40 pkt; liczba cytowan (Web of Science) - 6

Wktad wtasny: gromadzenie materiatu do badan, wykonywanie wszystkich badan
laboratoryjnych, opracowanie wynikéw, sformutowanie wnioskéw, przygotowanie
manuskryptu, wystanie pracy do redakcji i wykonanie korekty po recenzji. Moj udziat
procentowy szacuje na: 90%

3. Olech M. Murawski M., KuZmk J.. Molecular analysis of small ruminant
lentiviruses in Polish flocks reveals the existence of a novel subtype in sheep.
Archives of Virology, 2019, 164, 1193-1198

IF=2,160; MNiSW=20 pkt; liczba cytowan (Web of Science) - 0
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Wktad wtasny: wykonywanie wszystkich badan laboratoryjnych, analiza i opracowanie
wynikéw, sformutowanie wnioskéw, przygotowanie manuskryptu, wystanie pracy do
redakcji i wykonanie korekty po recenzji. Méj udziat procentowy szacuje na: 90%

4. Olech M, Kuzmak ].: Compartmentalization of subtype A17 of small ruminant
lentiviruses between blood and colostrum in the infected goats is not exclusively
associated to the env gene. Viruses, 2019, 11, 270, doi:10.3390/v11030270

IF=3,761; MNiSW=30 pkt; liczba cytowan (Web of Science) - 0

Wktad wtasny: gromadzenie materiatu do badan, wykonanie wszystkich badan
laboratoryjnych, analiza i opracowanie wynikéw, sformutowanie wnioskéw i przygotowanie
manuskryptu, wystanie pracy do redakcji i wykonanie korekty po recenzji. Mdj udziat
procentowy szacuje na: 90%

- Sumaryczny wspotczynnik wptywu (IF)- 10, 611

- Suma punktéw wg MNiSW- 135

c) omoOwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych
wynikow wraz z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Wstep

Lentiwirusy matych przezuwaczy (Small Ruminant Lentiviruses - SRLV)
stanowiag odrebng grupe w obrebie rodzaju Lentivirus, rodziny Retroviridae, ktora
uwzglednia wirus choroby maedi visna owiec (VMV) i wirus zapalenia stawow i
mozgu koz (CAEV). Podobnie jak w przypadku innych lentiwiruséw, w genomie SRLV
wyrdznia sie geny gag, env i pol, kodujace biatka strukturalne wirionu i enzyme
odwrotng transkryptaze, a takze geny vpr, vif i rev, kodujace biatka o funkcjach
regulacyjnych. Objawy Kkliniczne towarzyszace zakazeniu SRLV zwigzane sg z
postepujacymi zmianami zapalnymi, wywotywanymi infiltracja tkanek przez
monocyty/makrofagi oraz limfocyty, gtéwnie w ptucach, stawach, gruczole
mlekowymi i osrodkowym uktadzie nerwowym. Podczas gdy u owiec dominuja
gtownie objawy ze strony uktadu oddechowego (ovine progressive pneumonia - OPP) i
nerwowego to u zakazonych koéz, szczegdlnie mtodych osobnikéw, wystepuja przede
wszystkim zapalenia wielostawowe. Obecnie jednak, w skali Swiatowej, wiekszo$¢
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osobnikéw  zakazonych SRLV  stanowig bezobjawowi nosiciele wirusa
(Christodoulopoulos 2006).

Za wyjatkiem Australii i Nowej Zelandii, zakazenia SRLV notowane sg w
wiekszosci krajow $wiata, w ktérych prowadzona jest hodowla owiec i k6éz (Bandeira
i wsp. 2009, Oem i wsp. 2012). W Polsce, nie stosuje sie powszechnych programoéw
zwalczania, lecz prowadzone badania wykazaty znaczacy odsetek zakazonych owiec i
koz. W odniesieniu do owiec dodatnie wyniki serologiczne stwierdzono u prawie
27% osobnikow, w badaniu 1015 owiec z 180 stad, z terenu wojewddztwa
Podkarpackiego i Matopolskiego (Olech i wsp. 2012). W tych badaniach odsetek stad,
w ktérych stwierdzano osobniki serologicznie dodatnie wynosit prawie 52%. W
analogicznych badaniach dotyczacych zakazen SRLV u kéz odsetek stad wynosit
prawie 72% (Kaba i wsp. 2013). Nie mniej jednak dane na temat wystepowania SRLV,
szczeg6lnie u owiec s3 niedoszacowane i nie byty przeprowadzone na terenie catej
Polski.

W licznych badaniach wykazano, Ze wystepowanie zakazen SRLV przynosi
wymierne straty ekonomiczne. Zwigzane jest to miedzy innymi ze zwiekszong
$miertelno$cig, stratami w produkcji mleka, rodzeniem stabych jagniat, czestszym
brakowaniem zakazonych zwierzat oraz stratami posrednimi powstatymi na skutek
wtdrnych zakazen bakteryjnych (Leitner i wsp. 2010, Martinez-Navalon i wsp. 2013,
Nowicka i wsp. 2015). Ponadto zakazenia SRLV wptywaja niekorzystnie na niektore
parametry produkcyjnosci takie jak: uzytkowanie rozptodowe, Smiertelnos¢, spadek
masy ciata i spadek mlecznosci (Keen i wsp. 1997, Junkuszew i wsp. 2016). Z uwagi
na fakt, Zze nieznana jest profilaktyka swoista, a zakazone zwierzeta sg nosicielami
wirusa przez cate zycie, w wielu krajach (Szwajcaria, Francja, Wielka Brytania,
Hiszpania) stosuje sie programy uzdrawiania stad (Peterhans i wsp. 2004).
Najskuteczniejsza metodg jest identyfikacja osobnikéw zakazonych i ich sukcesywne
usuwanie ze stada (Straub 2004). Przyktadem moze by¢ tu Szwajcaria, gdzie ponad
10-letnie stosowanie programu pozwolito zredukowac stopien zakazenia z 60-80%
do okoto 1%, jednak nie osiggnieto koncowego uzdrowienia, gtéwnie na skutek
wystepowania zakazen latentnych i niewystarczajacej czuloSci testéw
diagnostycznych, gtéwnie typu ELISA (Shah i wsp. 2004a). Dlatego w programach
uzdrawiania tak duze znaczenie przywiazuje sie do stosowania odpowiednio czutych
i swoistych testow diagnostycznych.

Jedna z podstawowych cech lentiwirus6w matych przezuwaczy jest ich wysoki
stopien zmiennoSci genetycznej, zwigzanej przede wszystkim z aktywnoS$cig enzymu
odwrotnej transkryptazy i jego zdolno$cia do generowania bledéw w procesie
transkrypcji wirusowego RNA. Prowadzi to do powstawania nowych, zmutowanych
form tzw. quasispecies, istotnie r6znigcych sie od pierwotnego wirusa (Pasick 1998).
U zakazonego zwierzecia, wystepowanie okreSlonego wariantu wirusa moze
ograniczac sie do konkretnego organu, tkanki. Moze to by¢ zwigzane, podobnie jak w
przypadku HIV, z adaptacjg genomu wirusa do réznych typéw komérek gospodarza
(tzw. dryft genetyczny), ze wzgledu na roznice w presji selekcyjnej (Andresdottir i
wsp. 2002). W efekcie prowadzi¢ to moze do powstania genetycznie odmiennych
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subpopulacji wirusa, wystepujacych w danym narzadzie lub tkance jako tzw. zjawisko
,compartmentalization”. Wirusy takie mogg mie¢ rdézne cechy genetyczne i
witasciwosci fenotypowe. Wykazaty to badania SRLV, izolowanych z o$rodkowego
uktadu nerwowego i mleku, w poréwnaniu do form wystepujacych we krwi
obwodowej zakazonych owiec i kdz (Ramirez i wsp. 2012, Pisoni i wsp. 2007). Jednak
zasieg wystepowania zjawiska kompartmentalizacji SRLV i kierunek zmian w ich
genomie nie jest do konca poznany. Charakterystyczna dla lentiwirusow jest takze
zdolno$¢ pokonywania bariery gatunkowej (cross-species infections). Moga one
zakaza¢ zaréwno owce jak i kozy, a takze wolnozyjace przezuwacze, co wskazuje na
potencjalng mozliwo$¢ transmisji zakazenia na inne gatunki (Guiguen i wsp. 2000,
Minardi da Cruz i wsp. 2013). Wspoélne utrzymywanie owiec i k6z lub ich wspdélne
wypasanie uwazane jest za czynnik uspasabiajgcy do miedzygatunkowych transmisji
SRLV (Pisoni i wsp. 2005). Przyjmuje sie, Ze zmienno$¢ genetyczna bedaca
konsekwencjg zakazen miedzygatunkowych, jest wypadkowa presji uktadu
immunologicznego i zdolnosci adaptacyjnych genomu wirusa do komérek nowego
gospodarza (Bertoni i wsp. 2000). Wysoki stopien plastycznosci genomu SRLV jest
takze pochodng czestego wystepowania mutacji i rekombinacji genomu wirusa, co
prowadzi¢ moze do powstawania nowych form, o zmienionych cechach biologicznych
czy zmienionej zjadliwosci (Pisoni i wsp. 200743, Fras i wsp. 2013).

Te specyficzne cechy genetyczne byly podstawg wprowadzenia nowej
klasyfikacji SRLV, w miejsce starej, uwzgledniajacej podziat na wirusy wystepujace u
owiec (MVV) i kéz (CAEV). Nowa Kklasyfikacja, uwzgledniajaca podziat SRLV na pie¢
grup genetycznych (A-E) 1 szeregu podgrup, jest zasadna w aspekcie
miedzygatunkowej transmisji tych patogenéw (Shah i wsp. 2004). Ma to réwniez
bezposredni zwigzek z opracowaniem nowych testow diagnostycznych z
wykorzystaniem determinant antygenowych, typowych dla poszczegélnych grup lub
typow genetycznych (de Andres i wsp. 2013 i Carroza i wsp. 2009).

Wysoce konserwatywny charakter produktéw ekspresji genu gag pozwalal na
przyjecie koncepcji o mozliwosci uzycia testéw serologicznych, wykorzystujacych
jako antygen, biatko GAG uzyskiwane ze znanego izolatu , MVV-K1514 (Gogolewski i
wsp. 1985, Rossati i wsp. 1999). Uwazano bowiem, Ze wystepuja wspolne epitopy w
obrebie biatka GAG (tzw. antygen grupowo-swoisty) dla obydwu wiruséw MVV i
CAEV. Rozwigzanie takie byto przez szereg lat wykorzystywane do produkc;ji testow
ELISA. Okazato sie jednak, Zze efektywno$¢ takich testow byta ograniczona faktem
powszechnego wystepowania zakazen powodowanych przez warianty wirusow
indukujacych synteze przeciwciat o zmienionym powinowactwie do biatek
antygenowych izolatu K1514 (Grego i wsp. 2002).

Skutecznym rozwigzaniem moze by¢ zastosowanie w teScie ELISA biatek
antygenowych  reprezentujacych  glikoproteine = powierzchniowg  (surface
glycoprotein-SU). Badania Bertoniego i wsp. oraz Valasa i wsp. wykazaty istnienie
pieciu antygenowo czynnych domen (SU1-SU5), przy czym domena SU5, ktérg tworzy
70 aminokwaséw z konca C' glikoproteiny powierzchniowej, tworzy fragment
linearnego epitopu rozpoznawanego przez limfocyty B. Fakt, Ze epitop ten ma
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charakter linearny a nie konformacyjny stwarza mozliwos$¢ ekspresji i syntezy tego
biatka w systemie prokariotycznym (Bertoni i wsp. 2000, Valas i wsp. 2000), bedac
idealnym kandydatem do opracowania antygenu diagnostycznego (Reina i wsp.
2009). Obok biatek rekombinowanych z powodzeniem wykorzystywane byty
rowniez syntetyczne peptydy (Sanjose i wsp. 2015). Istotnym jest fakt, ze biatko SU
indukuje odpowiedZz typowo-swoistag, co znacznie poszerzylo mozliwosci
identyfikacji osobnikow zakazonych réznymi wariantami SRLV (Mordasini i wsp.
2006). W oparciu o takie podejscie mozliwa jest konstrukcja testow
wykorzystujacych, biatka antygenowe wariantéw genetycznych SRLV (tzw. variant
specific ELISA) lub Kkonstrukcje testdow uwzgledniajacych warianty wirusa w
dominujacej formie wystepujace w populacji zwierzat na danym obszarze (tzw.
regionally tailored ELISA tests). OczywiScie takie postepowanie musi by¢ poprzedzone
wczes$niejsza, precyzyjng analizg wariantéw genetycznych, dominujacych na danym
terenie lub w okreslonej populacji zwierzat. Dlatego ten kierunek badan jest aktualnie
najczesciej wykorzystywany w badaniach nad SRLV, biorgc pod uwage mozliwosci
opracowania nowych testow do diagnostyki serologicznej zakazen, jak i poznanie
cech genetycznych izolatow terenowych SRLV, determinujacych ich nowe
wtasciwosci biologiczne.

Glowne cele badan, ktorych wyniki przedstawiono w prezentowanym
jednotematycznym cyklu publikacji, byly nastepujace:

v' Ocena sytuacji epidemiologicznej w zakresie zakazen lentiwirusami matych
przezuwaczy (SRLV) u owiec w Polsce

v Charakterystyka molekularna lentiwiruséw matych przezuwaczy izolowanych od
owiec i k6z w Polsce, szczegdlnie w kontekscie diagnostyki zakazen SRLV

Ad. I Ocena svtuacji epidemiologicznej w zakresie zakazen lentiwirusami matych

przezuwaczy (SRLV) u owiec w Polsce

Olech M., Osinski Z., Kuzmak J.: Bayesian estimation of seroprevalence of small
ruminant lentiviruses in sheep from Poland. Preventive Veterinary Medicine,
2017,147,66-78

W dotychczas przeprowadzonych badaniach epidemiologicznych na terenie
Polski odsetek zwierzat, u ktoérych stwierdzono wystepowanie przeciwcial w
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kierunku SRLV, byt zréznicowany w zaleznoSci od liczby badanych zwierzat, a takze
regionu, w ktorym przeprowadzono monitoring. Jednak informacje dotyczace
odsetka zwierzat zakazonych SRLV nie mozna bezposrednio odnie$¢ do aktualnej
sytuacji epidemiologicznej, ze wzgledu na réznice w czutos$ci i swoistoSci testow
diagnostycznych, réznorodno$¢ metod pobierania probek i metod statystycznych
uzytych w analizie badan kontrolnych. Dlatego celem badan opisanych w publikacji
byta ocena wystepowania przeciwciat przeciw SRLV u owiec na terenie catej Polski z
wykorzystaniem podejScia Bayesa. Probki do badan zostaty pobrane w ramach badan
monitoringowych w kierunku bruceloz owiec i kéz, i dostarczane do PIWet-PIB z
poszczegdlnych ZHW. Obecnos$¢ przeciwciat dla SRLV oznaczono testem ELISA,
wykorzystujac zestaw diagnostyczny firmy Institut Pourgier (Francja). Ogoétem
zbadano 8233 prébek surowicy uzyskanych od owiec pochodzacych z 832 stad, ze
wszystkich 16 wojewddztw. 1474 (17.9%) probek byto uznanych za pozytywne w
teScie ELISA i w 261 (31.4%) stadach wykryto przynajmniej jedno zakazone zwierze.
Jednak podstawowym problemem w interpretacji takich wynikéw (apparent data)
byt fakt braku systemu stratyfikacji przy zbieraniu prébek oraz pytanie o
wiarygodno$¢  wynikéw, ktéra limitowana jest niedoskonato$cia testu
diagnostycznego. Dlatego, dla takiej analizy wynikéw opracowano modele
matematyczne w systemie statystycznym R, ktore przy uzyciu nowoczesnych technik
obliczeniowych pozwolity na uzyskanie wiarygodnych wynikéw. Wykorzystano do
tego podejscie Bayesa. Jest to pierwsze tego typu opracowanie w Polsce, w zakresie
epidemiologii weterynaryjnej, zawierajagce taka metodologie. Stosujac powyzszy
schemat analizie weryfikacyjnej poddano wystepowanie swoistych przeciwciat na
poziomie stad i na poziomie zwierzat. Sredni odsetek zwierzat i stad rzeczywiscie
zakazonych (true prevalence) wyniést odpowiednio 9.3% (95% CI 6.8, 11.3) i 33.3%
(95% CI 26.5, 38.2). Analiza zostata takze przeprowadzona, uwzgledniajac
poszczegblne wojewddztwa i liczebno$¢ stad. Wykazano duze zr6znicowanie
poziomu zakazenia SRLV pomiedzy badanymi obszarami. Odsetek zwierzat oraz stad
zakazonych wahat sie odpowiednio od 0.0 (95% CI 0.0, 0.0) do 55.3 (95% CI 50.0,
61.2) oraz od 0.0 (95% CI 0.0, 0.0) do 71.6 (95% CI 67.6, 75.9). Najwiekszy odsetek
stad i zwierzat zakazonych zanotowano dla wojewo6dztwa kujawsko-pomorskiego,
matopolskiego, pomorskiego, wielkopolskiego i warminsko-mazurskiego natomiast
najnizszy zanotowano dla wojewddztwa lubelskiego i t6dzkiego. Zaistniata sytuacja
moze wynika¢ ze zréznicowanej liczebnosci stad w poszczegélnych wojewddztwach.
Analizowane wyniki wykazaty bowiem czestsze wystepowanie zakazen w bardziej
licznych stadach, co zostato poparte analiza POPR (posterior probabilities). W
gospodarstwach utrzymujacych 100 lub wiecej owiec, odsetek stad zakazonych
wynosit 61.6 (95% CI 52.3,70.0), natomiast w stadach mniejszych odsetek takich stad
byl nizszy i wahatl sie od 2.5% (95% CI 0.0, 6.7) do 33.6 (95%CI 24.5, 41.7).
Najwyzszy odsetek zwierzat zakazonych stwierdzono takze w stadach utrzymujacych
100 i wiecej owiec (22.0% (95% CI 16.8, 27.9)). Natomiast najnizszy odsetek zwierzat
zakazonych stwierdzono w stadach liczacych od 1 do 5 owiec (2.3% 95% CI 0.0, 6.1).
Moze to by¢ zwigzane ze zwiekszong czestoscig zakazen poprzez drogi oddechowe,
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ktérym sprzyjaja tradycyjne systemy odchowu zwierzat. Wyniki jednoznacznie
wskazaty, ze poziom zakazenia SRLV wzrasta wraz z liczbg zwierzat utrzymywanych
w  stadzie. Z zwigzku z tym przy opracowywaniu = programow
profilaktycznych/dziataniach hodowlanych, ktérych celem jest uwolnienie stad od
omawianej choroby, nalezy zwrdci¢ szczegdlng uwage na liczebno$¢ owiec w stadach,
jako czynnika zwiekszajacego ryzyko zakazen SRLV. Wieksze zageszczenie zwierzat
na danym terenie wigze sie takze z czestszym handlem oraz przemieszczeniem
zwierzat pomiedzy stadami, co niewatpliwie jest czynnikiem sprzyjajacym
niekontrolowanemu rozprzestrzenianiu wirusa. Zauwazono takze, ze wyzszy poziom
zakazenia SRLV moze by¢ zwigzany z wystepowaniem stad mieszanych, w ktérych
owce przebywaty razem z kozami. Moze to by¢ zwigzane z faktem pokonywania przez
lentiwirusy koz (CAEV) bariery gatunkowej i mozliwoscig zakazania owiec. Ponadto,
kontakt z wolnozyjacymi przezuwaczami (poprzez wykorzystanie wspolnych
pastwisk) moze by¢ jednym z dodatkowych czynnikéw ryzyka zakazen SRLV.

Zastosowane opracowanych modeli matematycznych, bazujacych na podejsciu
Bayesa, pozwolito na zweryfikowanie danych otrzymanych z badan serologicznych,
przeprowadzonych na ograniczonej populacji zwierzat i limitowanej liczbie stad.
Przedstawione dane s3g pierwszymi w Polsce tak szeroko zakrojonymi badaniami nad
wystepowaniem zakazen SRLV u owiec. Co wiecej, analizy takie zostaty
zweryfikowane i uwiarygodnione poprzez zastosowanie nowoczesnych narzedzi
statystycznych. Dane te moga by¢ przydatne do oceny sytuacji epizootycznej i miec¢
znaczenie w opracowywaniu strategii programéw zwalczania zakazen SRLV.
Poznanie i identyfikacja czynnikéw ryzyka zwigzanych z wystepowaniem zakazen
SRLV jest pierwszym krokiem do ograniczenia jego rozpowszechniania, co moze
przynie$¢ wymierne korzysci w produkcji owiec w Polsce.

Ad. II Charakterystyka molekularna lentiwiruséw matych przezuwaczy izolowanych

od owiec i k6z w Polsce szczegdlnie w kontek$cie diagnostyki zakazen SRLV

Olech M., Valas S., Kuzmak ].: Epidemiological survey in single-species flocks
from Poland reveals expanded genetic and antigenic diversity of small
ruminant lentiviruses. Plos One, 2018, 13, 3, €193892

Jedng z podstawowych cech SRLV jest ich wysoki stopien zmiennoS$ci
genetycznej w znaczacy sposob zwigzany z faktem pokonywania bariery
miedzygatunkowej (cross species infection) przez te patogeny. Wykazano, ze wirusy
izolowane od kéz bardziej przypominaty te, dla ktérych naturalnym gospodarzem sa
owce a od owiec izolowano wirusy, dla ktérych naturalnym gospodarzem sg kozy. W
efekcie wykazano, ze dotychczasowy, klasyczny podzial na virus choroby maedi visna
(MVV) i wirus zakaznego zapalenia stawu i mézgu k6z (CAEV) nie ma zastosowania i
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grupe tych patogenow okresla sie jako lentiwirusy matych przezuwaczy- SRLV.
Potwierdzenie zdolnosci SRLV do pokonywania bariery gatunkowej byto podstawa
nowej klasyfikacji tych patogenéw, ktéra wedtug zaproponowanej nomenklatury,
wyrédznia sie pie¢ grup genetycznych (A-E) oraz szereg podtypow SRLV. SRLV
charakteryzuje wysoki stopien zmiennos$ci genetycznej, czego konsekwencja moze
by¢ powstanie wariantow antygenowych wirusa, co moze w zasadniczy sposéb
komplikowa¢ diagnostyke serologiczng tych zakazen. Jednak stopien takiego ryzyka
jest trudny do okre$lenia z uwagi na fakt, Ze nieznany jest stopien i zakres zmiennosci
genetycznej, szczegblnie regionéw genomu kodujacych immunodominanty
antygenowe izolatow SRLV z terenu Polski. Celem pracy byto poznanie tego zjawiska
w odniesieniu do lentiwirus6w izolowanych od owiec i k6z w Polsce.

Do tej pory uwazano, ze obydwa wirusy, MVV i CAEV wykazujg znaczny
stopien homologii w sekwencji aminokwasowej i posiadaja wspoélne epitopy w
obrebie biatek strukturalnych. Badania wykazaty jednak, ze sekwencje
aminokwasowe zaréwno w obrebie genu gag jak i env, regionach waznych dla
indukowania odpowiedzi immunologicznej, réznig sie pomiedzy poszczegdlnymi
grupami izolatéw. Ma to oczywiscie bezposredni zwigzek z diagnostyka serologiczng
zakazen. Biorac pod uwage ztozony i kompleksowy proces generowania odpowiedzi
immunologicznej w przebiegu zakazenia SRLV oraz ograniczone mozliwo$ci
diagnostyczne testéw bazujacych na pojedynczym izolacie wirusa, zasadne byto
opracowanie testéw ELISA wykorzystujacych jako antygen, kompleks biatek
rekombinowanych reprezentujagcych kapsyd (CA) oraz domene SU1 i SU5
glikoproteiny powierzchniowej, uzyskanych na bazie réznych typéw genetycznych
SRLV. Wczesniej scharakteryzowane i sklasyfikowane krajowe izolaty kéz i owiec
staty sie idealnym materiatem do uzyskania klonéw molekularnych i ekspresji biatek
antygenowych. Fragmenty genu gag dtugosci 990 pz kodujace biatko kapsydu (CA) i
czeSciowo macierzy (MA) oraz fragmenty genu env dtugosci 250 pz i 150 pz kodujace
odpowiednio domene SU1 i SU5 zostaly zamplifikowane przy uzyciu metody nested
PCR na bazie polskich izolatow SRLV reprezentujacych okresSlone typy genetyczne
(B1, B2, Al oraz A13). Wiasciwy etap klonowania w wektorze ekspresyjnym zostat
poprzedzony subklonowaniem produktéw PCR w posrednim wektorze plazmidowym
pDrive (Qiagen) i sekwencjonowaniem. Rekombinowane plazmidy pEcoli-Nterm
6xHN/SU1/Gag/SU5 poddane zostaly sekwencjonowaniu, w celu potwierdzenia
prawidtowej orientacji insertow. Rekombinowane plazmidy zawierajace wylacznie
domeny SU1/SU5 otrzymano poprzez usuniecie fragmentu genu gag za pomocq
enzymu EcoRI. Po sekwencjonowaniu i potwierdzeniu wilasciwej orientacji insertu
wybrane rekombinowane plazmidy uzyto do transformacji komdérek kompetentnych
BL21 (DE3). Do oczyszczenia biatka  chimerycznego zawierajgcego
szeSciohistydynowy znacznik (HN) wykorzystano metode chromatografii
metalopowinowactwa na ztozu kobaltowym. Przy analizie tych parametréw na uwage
zastuguje fakt, ze w omawianych badaniach nie zastosowano biatka fuzyjnego, a
jedynie wprowadzono modyfikacje polegajaca na dodaniu sekwencji kodujacej szes¢
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reszt histydynowo-asparaginowych na N-koncu biatka. W ten sposéb ograniczona
zostata mozliwo$¢ nieswoistego wigzania przeciwciat do fuzyjnej domeny biatka
rekombinowanego, co nalezalo bra¢ pod uwage gdy biatka rekombinowane
otrzymywane byty jako biatka fuzyjne, zawierajace np. sekwencje S-transferazy
glutationu (GST) bakteryjnego pochodzenia. Fakt ten ma krytyczne znaczenie przy
opracowywaniu testow ELISA do badan serologicznych wykorzystujacych prébki
surowicy krwi przezuwaczy.

Do badan serologicznych uzyto 59 prébek surowicy krwi pochodzacych od 20
owiec i 39 kéz. Prébki te zbadano komercyjnym testem ELISA oraz przy uzyciu nowo
opracowanych testow ELISA wykorzystujacych rekombinowane biatka SU1/SU5 oraz
SU1/Gag/SU5 reprezentujace typ genetyczny B1, B2, A1 oraz A13 SRLV. Sposréd 59
probek surowicy 47 (11 owiec i 36 kéz) byto dodatnich w komercyjnym tes$cie ELISA,
podczas gdy 23, 48, 46 i 41 probek byto dodatnie z antygenem SU1/Gag/SU5
reprezentujagcym odpowiednio typy genetyczne B2, B1, A13 i A1. Natomiast 11, 10, 13
i 8 probek byto dodatnie z antygenem SU1/SU5 reprezentujagcym odpowiednio typy
genetyczne B2, B1, A13 i A1l. Wykorzystujac ten antygen az 38 prébek, pochodzacych
od 16 owiec i 22 kéz, zostato zakwalifikowanych jako ujemne. Prébki surowy krwi
pochodzace od 2 owiec i 9 k6z reagowaty z antygenami SU1/SU5 pochodzgcymi z
grupy A i B SRLV, co sugeruje na koinfekcje wirusami nalezacymi do réznych grup
genetycznych. Rdézna reaktywno$¢ surowic w stosunku do réznych antygenow
wyraznie wskazuja, Ze testy ELISA opracowane na bazie jednego szczepu nie sg w
stanie wykry¢ wszystkich zakazen wywotanych SRLV oraz, zZe istnieje koniecznos$¢
skonstruowania testow ELISA wykorzystujacych jako antygen, kompleks biatek
rekombinowanych, uzyskanych na bazie r6znych grup genetycznych SRLV.

Do badan molekularnych wyselekcjonowano probki DNA od 24 zwierzat,
ktérych badania serologiczne wskazywaly na istnienie nowych genotypdéw, zakazen
miedzygatunkowych i ko-infekcji roznymi wirusami. Przedmiotem badan byta analiza
molekularna fragmentu genu gag o dtugosci 990 pz kodujacego fragment biatka
macierzy (MA) oraz biatko kapsydu (CA), wysoce zmiennego regionu V1V2 genu env
o dtugosci 394 pz. Otrzymane produkty amplifikacji wklonowano do wektora
plazmidowego i poddano sekwencjonowaniu metodg Sangera, a nastepnie sekwencje
klonow (5-7) analizowano przy pomocy programu Geneious Pro 5.3 ustalajac
sekwencje konsensusowe. Sekwencje polskich izolatéw zostaty poréwnane z
sekwencjami szczepow referencyjnych dostepnych z bazy GenBank, reprezentujacych
grupy genetyczne A, B, C i E. Analiza filogenetyczna trzech roznych fragmentéw
genomu SRLV metoda Bayesa wykazata, Ze polskie izolaty sg wysoce zréznicowane i
naleza do czterech podtypow: B1, B2, Al, A12, a takze do dwo6ch nowych podtypow
(A16 i A17), ktore sg unikatowe dla izolatow z Polski. Izolaty pochodzace od owiec
zostaty zakwalifikowane do typu A12 oraz B2. Natomiast sekwencje izolatow
pochodzacych od kéz zostaty zaszeregowane do typu Al, A12, B1 i B2 oraz nowych
typoéw A16 i A17. Zatem u owiec i k6z wykryto zar6wno wirusa nalezacego do grupy
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A (MVV) jak i wirusa nalezgcego do grupy B (CAEV). Dane te potwierdzity czeste
pokonywanie bariery gatunkowej przez SRLV spotykane w Polsce.

Réznice pomiedzy sekwencjami obliczono wykorzystujagc model Tamura-Nei w
programie MEGA5. Roéznica miedzy sekwencjami fragmentu V1V2 izolatow
tworzacych nowe typy wahata sie od 22 do 24% natomiast w poréwnaniu do
szczepOw reprezentujacych typ Al, A2, A12 i A13 ro6znica wahata sie od 19,6 do
24,1%. Réznica miedzy sekwencjami fragmentu CA izolatéw tworzacych nowe typy
wahata sie od 15,5% do 16,9% natomiast w poro6wnaniu wszystkich innych szczepdw
z grupy A réznica wahata sie od 15,7% do 18,7% dla typu A16 i od 11,0% do 16,3%
dla nowego genotypu A17. Srednia réznica miedzy sekwencjami fragmentu MA typu
Al16 i Al17 wynosita 19,1%. Natomiast Srednia roéznica miedzy sekwencjami
nalezacymi do genotypu A16 i A17 a sekwencjami nalezagcymi do grupy A wynosita
odpowiednio 16,1% i 19,6%. W =zastosowanej analizie filogenetycznej przyjeto
kryteria wykorzystywane przy klasyfikacji wirusa HIV (Peeters i wsp. 2000) wg.
ktdérych izolaty mozna zakwalifikowa¢ do odrebnych grup genetycznych (A-E), jesli
ré6znica w ich sekwencjach nukleotydowych wynosi 25-37%. Natomiast typy
genetyczne w obrebie danej grupy, tworzg izolaty, ktérych sekwencje nukleotydowe
réznig sie w 15-27%. Analiza filogenetyczna klonéw fragmentu V1V2 pochodzacych
od kozy g120(3), wykazata obecno$¢ sekwencji nalezacych do typu A1, A12 jak i do
typu B1, natomiast analiza klon6w pochodzacych od owcy s13 i kozy g120(2)
wykazata obecnos$¢ sekwencji nalezgcych do podtypu B2 i A12. Analiza filogenetyczna
klonéw fragmentu CA pochodzacych od kozy g5675, wykazata obecno$¢ sekwencji
nalezacych do typu A17 jak i do typu B1, natomiast analiza klon6w pochodzacych od
kozy 2991 wykazata obecno$¢ sekwencji nalezacych do podtypu Al i B1l. S3 to
nieliczne przypadki opisywanych w literaturze polskiej i Swiatowej dotyczace
wystepowania wspdtinfekcji SRLV, nalezacymi do rdéznych grup genetycznych.
Analiza programem Recombination Detection Program (RDP3) nie wykazata zjawiska
rekombinacji genetyczne;j.

Wygenerowane sekwencje aminokwasowe fragmentu V4V5 genu env i
fragmentu MA/CA genu gag zostaly porownane z sekwencjami szczepu
referencyjnego MVV-K1514 (typ A1) i szczepu CAEV-Cork (typ B1) oraz z innymi
sekwencjami polskich szczepow. Izolaty nalezace do grupy A charakteryzowaty sie 2
aminokwasowa delecjag w pozycji 80, w sSrodkowej czesci biatka CA co jest typowe dla
sekwencji nalezacych do grupy A. Dwa immunodominujgce epitopy zlokalizowane w
centralnej czeSci biatka MA i CA wykazaty wysoki stopien homologii jedynie miedzy
izolatami nalezacymi do tej samej grupy genetycznej. Wskazuje to na fakt, ze
antygeny te wykazuja grupowo-specyficzng immunoreaktywnos¢. Natomiast
sekwencje regionu MHR (major homology region) oraz sekwencje epitopu
znajdujgcego sie na C-koncu biatka CA byty konserwatywne posrdéd szczepow
nalezacych zaré6wno do grupy A i B. Analiza sekwencji epitopu SU5 wykazata
obecno$¢ konserwatywnego regionu VRAYTYGVI, znajdujgcego sie na N-koncu
epitopu, co bezposrednio potwierdza znaczenie biatka SUS5, jako antygenu w testach
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diagnostycznych. Wykazano takze obecno$¢ zmiennego regionu znajdujgcego sie na
C-koncu epitopu. Region ten byt dos¢ konserwatywny miedzy izolatami w obrebie
grupy B1 a takze w obrebie grupy A12. Wysoka homologie zaobserwowano réwniez
wsrod sekwencji szczepéw s4084, s4106 i s2437, nalezacych do podtypu B2. Jednak
réznity sie one istotnie od wcze$niej scharakteryzowanej sekwencji szczepu 1217
nalezacego do tego podtypu. Analiza sekwencji nalezgcych do nowego podtypu A17
wykazata istnienie dwéch wyraznie wyodrebnionych grup. Sekwencje szczepéw
g8344, g5616 i g0042 (grupa I) wykazaly prawie 100% homologie, natomiast
sekwencje szczepow g3085, g1561 i g5675 (grupa II) roéznily sie trzema
substytucjami. Obie grupy wykazaty wspdlny motyw (KVRAYGVVDMPK/QSY)
zlokalizowany w koncowej czesci epitopu oraz rézne motywy w czesci C epitopu
charakterystyczne dla grupy I (METQ-RRKRA/STELQLR) i grupy II (LDTH/Q-
RRKRSPA/VRHLE).

Analiza immunoreaktywnosci epitopow w tescie ELISA z uzyciem biatek
SU1/Gag/SU5 wykazata obecno$¢ przeciwciat reagujacych krzyzowo. 20 z 24
analizowanych surowic zareagowato z antygenem reprezentujacym podtyp B2 i Al,
19 surowic zareagowato z antygenem reprezentujgcym podtyp Al3 a 14 surowic
zareagowato z antygenem reprezentujagcym podtyp B1. Stosujac antygen SU1/SUS5,
tylko 8 surowic dato wynik dodatni z antygenami reprezentujacymi podtyp B2, B1 i
A1, podczas gdy 6 surowic zareagowato z antygenem reprezentujacym podtyp A13.
11 surowic dato wynik ujemny. Surowice te pochodzily od zwierzat zakazonych
szczepami nalezacymi do podtypéw B2 (s4084, s4106 i s11) i A12 (s15, s5, s10), jak
réwniez do nowo zidentyfikowanych podtypow A16 (g2993) i A17 (g1561, g3085 i
g5675). Analiza sekwencji epitopu SU5 tych szczepéw potwierdzita, Zze znacznie
odbiegaja one od sekwencji szczepdw referencyjnych (K1514(A1), Cork(B1),
1217(B2) 10016 (A13) wykorzystanych do konstrukcji rekombinowanych antygenow
SU1/SUS. Swiadczy to o tym, ze antygen SU5, indukuje rodzaj typowo specyficznej
odpowiedzi immunologicznej. Dlatego uzycie tego biatka, jako antygenu, stwarza
mozliwos$¢ serotypowania wirusdw kéz i owiec, podobnie jak w zakazeniach HIV-1, z
uzyciem biatka odpowiadajacego fragmentowi zmiennemu V3.

Olech M., Murawski M., Kuzmk J.: Molecular analysis of small ruminant
lentiviruses in Polish flocks reveals the existence of a novel subtype in sheep.
Archives of Virology, 2019, 164, 1193-1198

Badania serologiczne w kierunku zakazen SRLV wykazaty, Ze najwyzszy
odsetek stad i zwierzat =zakazonych wystepuje na terenie wojewddztwa
matopolskiego. Region ten, potozony na potudniu Polski, charakteryzuje sie
najwyzsza populacja owiec, stanowigcg blisko 30% catkowitej populacji owiec w
Polsce, oraz tradycyjnga hodowlg owiec i k6z w stadach mieszanych, gdzie oba gatunki
sg przetrzymywane razem. W pracy przyjeto hipoteze, ze w stadach mieszanych kéz i
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owiec wystepuja zakazenia SRLV, ktére przekroczyly bariere gatunkowa i
przystosowaly sie do nowego gospodarza, co skutkowa¢ moze powstawaniem
wirus6w o nowych wtasciwosciach biologicznych takich jak zmienione
powinowactwo do komoérek nowego gospodarza czy zwiekszony potencjat
patogenny. Dlatego od 68 owiec i 14 kdéz pochodzacych z 4 stad mieszanych
zlokalizowanych na terenie wojewoddztwa matopolskiego pobrano krew w celu
przeprowadzenia badan serologicznych i molekularnych.

Badania serologiczne wykonano wykorzystujac komercyjny zestaw ID Screen
MVV/CAEV Indirect Screening (Idvet, Francja) natomiast genomowy DNA izolowany
z leukocytéw krwi zostat uzyty do amplifikacji fragmentu V4V5 genu env oraz
fragmentu CA genu gag. Badania serologiczne wykazaty wystepowanie przeciwciat
przeciwko SRLV u 22 z 68 prébek pochodzacych od wiec natomiast wszystkie prébki
pochodzace od kéz byty serologicznie ujemne. Przy uzyciu metody nested PCR, udato
sie zamplifikowa¢ fragment genu gag w przypadku 14 z 22 prébek pochodzacych od
serologicznie dodatnich zwierzat natomiast specyficzny produkt dla fragmentu genu
env udato sie uzyskac tylko dla jednej prébki. Po oczyszczeniu produktéw amplifikacji
poddawano je sekwencjonowaniu metoda Sangera a otrzymane sekwencje
analizowano przy pomocy programu Geneious Pro 5.3. Do poréwnania otrzymanych
sekwencji i analizy filogenetycznej uzyto dodatkowo sekwencji, dostepnych z bazy
GenBank, reprezentujgcych znane genotypy SRLV. Analiza filogenetyczna poparta
wysokimi warto$ciami prawdopodobienstwa a posteriori metoda Bayesa wykazata
afiliacje 9 sekwencji do genotypu A13 oraz przynalezno$¢ 5 sekwencji do nowego
genotypu A18. Srednia réznica w sekwencjach izolatéw tworzacych nowy genotyp, w
poréwnaniu do innych podtypéw z grupy A (A1-A5, A8-A9, A11-A13, A16-A17)
wynosita od 12,7 do 18,9%. Zaobserwowano takze, Ze podtypy B1, B2 i A1 wystepuja
na terenie catego kraju podczas gdy wystepowanie niektdrych genotypdw jest Scisle
zwigzane z ich lokalizacja geograficzng. Typ genetyczny A17 wykryto jedynie na
terenie wojewodztwa wielkopolskiego, typ genetycznych A16 -na terenie
wojewodztwa podkarpackiego, typ genetyczny A13- na terenie wojewoddztwa
matopolskiego natomiast typ genetycznych Al2 -na terenie wojewoddztwa
podlaskiego.

Wygenerowane sekwencje aminokwasowe izolatow opisanych w tej publikacji
zostaly poréwnane z sekwencjami szczepu referencyjnego MVV-K1514 (typ Al) i
szczepu CAEV-Cork (typ B1) oraz z sekwencjami polskich szczepow reprezentujacych
genotypy A12, A13, A16 i A17. Analiza wykazala, ze sekwencje epitopu znajdujgcego
sie na N- (epitop 2) i C-konicu (epitop 3) biatka kapsydu byty konserwatywne w
obrebie grupy A. Wyjatkiem byt szczep #6969 reprezentujacy typ genetyczny Al3,
gdzie wystepowaly trzy substytucje aminokwasowe w obrebie epitopu 2 oraz szczep
#4742 reprezentujacy typ genetyczny A18, gdzie wystepowata 1 substytucje
aminokwasowe w obrebie epitopu 3.
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Olech M., Kuzmak J.: Compartmentalization of subtype A17 of small ruminant
lentiviruses between blood and colostrum in the infected goats is not
exclusively associated to the env gene. Viruses, 2019, 11, 270,
d0i:10.3390/v11030270

Badania wielu autoréw potwierdzaja, ze glownym czynnikiem
rozprzestrzeniania zakazen wywotywanych przez SRLV u kéz jest mleko, a w
szczeg6lnosci siara zakazonych matek. Odstawienie potomstwa od matek tuz po ich
urodzeniu i karmienie ich krowim mlekiem jest waznym elementem stosowanym w
programach uzdrawiania stad. Z uwagi na to, ze droga laktogenna odgrywa kluczowa
role w rozprzestrzeniania sie SRLV u kdz, fakt ten czyni SRLV idealnym modelem do
badan nad laktogenng transmisjg tych wiruséw. Dlatego kolejnym etapem badan byto
zbadanie czy komoérki obecne w mleku i siarze zakazonych matek moga by¢ Zrédtem
wiruséw roznigcych sie genetycznie i biologicznie od tych wykrytych we krwi
obwodowej. Genomowy DNA izolowany z leukocytéw krwi i komoérek siary trzech
koéz zakazonych podtypem A17 SRLV zostat uzyty do amplifikacji fragmentu V4V5
genu enyv, fragmentu CA genu gag oraz fragmentu U3-R regionu LTR. Od wszystkich
trzech kéz udato sie zamplifikowac¢ fragment genu gag i LTR natomiast fragment genu
env udato sie zamplifikowa¢ w przypadku dwoch koéz. Okoto 20 klondéw z kazdej
préobki zostato poddane sekwencjonowaniu metodg Sangera, a otrzymane sekwencje
analizowano przy pomocy programu Geneious Pro 5.3. Analiza otrzymanych
sekwencji przebiegata kilkutorowo i dotyczyta analizy filogenetycznej (program
Geneious, metoda Bayesa), oceny stopnia zmienno$ci genetycznej na poziomie
nukleotydowym i aminokwasowym (program MEGA 6) oraz analizy statystycznej
(program HyPhy). Ocena stopnia zmiennoSci genetycznej wykazata, Zze zmiennos$¢
genetyczna w obrebie danego kompartmentu (krew i mleko) byta niewielka.
Sekwencje nukleotydowe fragmentu gag, env i LTR pochodzace z krwi rdznity sie
miedzy sobg od 0% do 3%. Stopien zmiennosci sekwencje nukleotydowych
pochodzacych z siary koz #1561 i #3085 byt mniejszy niz 3%. Natomiast wyzsza
zmiennoScia charakteryzowaly sie sekwencje fragmentu genu gag pochodzace z siary
kozy #8370, ktore roznity sie miedzy soba od 0% do 11%. Sekwencje aminokwasowe
fragmentu genu gag wykryte we krwi koz rdéznity sie miedzy klonami od 0% do 2,4%
natomiast wykryte w siarze- od 0% do 5,8%. Sekwencje aminokwasowe fragmentu
genu env wykryte we krwi réznity sie miedzy klonami od 0% do 5,4% natomiast
wykryte w siarze- od 0% do 6,5%. Réznica miedzy sekwencjami nukleotydowymi
pochodzacymi z siary i krwi obwodowej wynosita od 0,5%+0,1% do 1,8%+0,3%
natomiast dla sekwencji aminokwasowych od 0,8% * 0,1% do 3,5% * 0,8%. Niska
zmienno$¢ genetyczna pomiedzy sekwencjami krwi i siary byta réwniez
odzwierciedlona przez drzewa filogenetyczne, gdzie sekwencje te byly przewaznie
wymieszane ze sobg lub tworzyly subklastry. Wyjatkiem byly sekwencje fragmentu
LTR kozy #8370, ktére tworzyly dwa oddzielne klady z wysokim
prawdopodobienstwem wystgpienia (prawdopodobienstwo a posteriori) >0,9.
Whnikliwa  analiza  statystyczna  wykazata jednak obecno$¢  zjawiska
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kompartmentalizacji pomiedzy sekwencjami SRLV pochodzacymi z siary i krwi
obwodowej u wszystkich zwierzat i to na podstawie wszystkich analizowanych
fragmentéw. Do analizy uzyto szeSciu metod statystycznych bazujacych badZz na
topologii drzewa filogenetycznego badZ na genetycznych dystansach miedzy
sekwencjami.

Aby ustali¢ czy analizowane sekwencje znajdowaty sie pod wptywem presji
selekcyjnej obliczono $rednie warto$ci substytucji nukleotydow w miejscach
synonimicznych i niesynonimicznych, a nastepnie obliczono stosunek dn/ds., czyli
stosunek podstawienn niesynonimowych na miejsce niesynonimowe (dn) do
podstawien synonimowych na miejsce synonimowe (ds). Wartosci ds byly wyzsze od
warto$ci dn we wszystkich analizowanych probkach, a stosunek dn/ds byt mniejszy
niz 1 wskazujac na dziatanie doboru negatywnego. Niemniej jednak wartosci dn/ds
dla niektérych prébek byty znacznie wyzsze sugerujac istnienie przypuszczalnych
region6w lub nawet pozycji aminokwasowych w biatku poddawanych selekcji

pozytywnej.

Przy pomocy programu N-glycosite poréwnano réwniez liczbe potencjalnych
miejsc N-glikozylacji (PNGS) miedzy ENV sekwencjami pochodzacymi z siary i krwi
zakazonych kéz. Analiza wykazata statystycznie istotne réznice w liczbie PNGS
pomiedzy sekwencjami nalezgcymi do tych dwéch kompartmentéw. Mozna wiec
przyja¢, ze genotypy SRLV wystepujace w mleku sg selektywnie przekazywane
potomstwu i moga reprezentowac warianty o nowych wtasciwosciach biologicznych
takich jak zmienione powinowactwo do komoérek gospodarza i zwiekszony potencjat
patogenny.

Podsumowanie i wnioski:

Otrzymane wyniki sg unikatowe w skali Polski i wpisujg sie w Swiatowy nurt
badan molekularnych nad SRLV, bedac jednymi z kilku opisanych na przestrzeni
ostatnich kilku lat. Ukierunkowujg i ugruntowywujg one obowigzujaca obecnie nowa
klasyfikacje SRLV, potwierdzajac istnienie pieciu nowych podtypow unikatowych dla
Polski. Wprowadzaja tez do naszej wiedzy o zakazeniach lentiwirusami nowatorskie
elementy dotyczace mozliwoS$ci opracowania nowej kategorii testéw diagnostycznych
zdolnych do wykrywania zakazen wariantami SRLV krazacymi w okreSlonym
regionie. Istnieje potrzeba uzycia testu ELISA wykorzystujacego, jako antygen,
mieszanine rekombinowanych biatek reprezentujacych rézne typy genetyczne lub
konstrukcje testéw uwzgledniajacych warianty wirusa w dominujacej formie
wystepujacego w populacji zwierzat na danym obszarze. Ma to szczegblne znaczenie
w trakcie realizacji programow uzdrawiania stad, ktorych skuteczno$¢ uzalezniona
jest od stosowania testow serologicznych. Testy ELISA bazujace na nowo
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otrzymanych rekombinowanych biatkach sg wykorzystywane do badan w PIWet-PIB
oraz w laboratorium ANSES w Niort (Francja).

Przedstawione dane sg pierwszymi w Polsce tak szeroko zakrojonymi badaniami
nad wystepowaniem zakazen SRLV u owiec i kdéz przy zastosowaniu
nowoczesnych narzedzi statystycznych.

Przeprowadzone badania dowodza, ze zakazenia SRLV stanowig istotny problem
w skali naszego kraju o czym Swiadczy znaczacy odsetek rzeczywistego poziomu
zakazenia.

. Wiedza o charakterze czynnikow ryzyka odgrywajacych kluczowa role w
epidemiologii zakazen SRLV moze by¢ pomocna przy opracowywaniu programéw
profilaktycznych/dziataniach hodowlanych, ktérych celem jest uwolnienie stad od
zakazen SRLV, a przez to zmniejszenie strat ekonomicznych.

Po raz pierwszy w Polsce przeprowadzono na tak szeroka skale badania
molekularne izolatbw SRLV wystepujacych u koéz i owiec w Polsce, ktore
wykazaty, ze nalezg one do typow genetycznych B1, B2, A1, A12, A13, A16, A17 i
A18.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze wystepowanie zjawiska
miedzygatunkowej transmisji SRLV u kéz i owiec w Polsce ma charakter
powszechny i dotyczy znacznego odsetka zakazonych zwierzat.

Po raz pierwszy w Polsce opracowano testy ELISA z uzyciem rekombinowanych
biatek SU1/Gag/SUS5 i SU1/SUS reprezentujacych typy genetyczne SRLV A1, A13,
B1iB2.

. Wyniki badan serologicznych wykazaly, ze antygen SU1/SU5, indukuje rodzaj
typowo specyficznej odpowiedzi immunologicznej. Dlatego uzycie tego biatka,
jako antygenu, stwarza mozliwos$¢ serotypowania wirusow koz i owiec.

. Wyniki wykazatly takze, ze testy ELISA opracowane na bazie jednego szczepu nie
sg w stanie wykry¢ wszystkich zakazen wywotanych lentiwirusami matych
przezuwaczy. Istnieje potrzeba uzycia testu ELISA wykorzystujacego, jako
antygen, mieszanine rekombinowanych biatek reprezentujacych rézne typy
genetyczne lub Kkonstrukcje testdw uwzgledniajacych warianty wirusa w
dominujacej formie wystepujacego w populacji zwierzat na danym.
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5. Omoéwienie pozostatych osiagnie¢ naukowo - badawczych (artystycznych)

0d poczatku mojej pracy w PIWet-PIB biore aktywny udziat w dziatalno$ci naukowej
i badawczej Zaktadu Biochemii. W okresie 12 lat pracy w Zaktadzie uczestniczytam w
realizacji 26 zadan i projektow badawczych, w tym:

e w realizacji 12-tu tematow wynikajacych z dziatalnoS$ci statutowej Instytutu (w 5
jako kierownik tematu), ktérych tematyka obejmowata zagadnienia zwigzane z
epidemiologia oraz analizg zmienno$ci genetycznej retrowiruséw przezuwaczy.
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w 2 zadaniach programu wieloletniego (w 1 z nich obecnie jako kierownik
zadania) zwigzanych z analizg epidemiologiczng zakazen lentiwirusami matych
przezuwaczy

w 2 projektach POLONIUM w ramach wspétpracy naukowej polsko-francuskiej,
ktérych tematyka dotyczyta analizy zmiennoSci lentiwirusow matych
przezuwaczy

jako wspotwykonawca realizowatam projekt programu ramowego UE , Host
responses to viral infection”

jako wspétwykonawca realizowatam 2 projekty badawcze MNiSW, ktérych
tematyka dotyczyta analizy czynnikdéw Srodowiskowych 1 genetycznych
warunkujgcych poziom ryzyka zakazen lentivirusami u matych przezuwaczy oraz
otrzymania rekombinowanych biatek lentiwiruséw matych przezuwaczy oraz
opracowaniu testow ELISA z uzyciem tych biatek jako antygenow

bytam kierownikiem i wykonawcg projektu badawczego ESR3 ,Badanie
zmiennos$ci genetycznej lentiwirusow matych przezuwaczy w aspekcie ich
laktogennej transmisji z matki na potomstwo” finansowanego przez Konsorcjum
Naukowe KNOW ,Zdrowe Zwierze-Bezpieczna Zywno$¢”

biore udziat w realizacji dwoéch projektéw o dofinansowanie wiodgcych
laboratoriow badawczych w ramach obszaru: rozwdj potencjalu badawczego
Konsorcjum Naukowe KNOW ,Zdrowe Zwierze-Bezpieczna Zywno$¢”

jestem kierownikiem i gtéwnym wykonawcg projektu finansowanego przez NCN
,Charakterystyka wtasciwo$ci  biologicznych i molekularnych izolatow
lentiwirusow  matych  przezuwaczy powstatych w  wyniku zakazen
miedzygatunkowych”

jestem kierownikiem i gléwnym wykonawca projektu pt. ,Charakterystyka
lentiwirusow matych przezuwaczy izolowanych od kéz z kliniczng forma
zakaZnego zapalenia stawow i mézgu” finansowanego z sSrodkéw funduszu badan
wtasnych PIWet-PIB

Szczegotowe dane na temat publikacji, realizowanych projektow, udziatu w
konferencjach, dziatalno$ci dydaktycznej, otrzymanych nagréd, stazy naukowych a
takze mojego udziatu w dzialalno$ci badawczej Zaktadu Biochemii oraz innych
aktywnos$ci przedstawiono w zalgczniku nr 3 do wniosku o przeprowadzenie
postepowania habilitacyjnego.

Pozostale tematy mojej dzialalnosci badawczej (z wylaczeniem prac opisanych
w jednotematycznym cyklu publikacji):

Moje zainteresowania naukowe koncentrowaty sie wokdl zastosowania metod

serologicznych i metod biologii molekularnej do diagnostyki i badan nad zmienno$cia
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genetyczng lentiwirusOw matych przezuwczy oraz wirusa enzootycznej biataczki
bydta oraz do badania zwigzku pomiedzy zakazeniami SRLV a produkcyjnoscia i
zdrowiem zwierzat. Mozna je zakwalifikowa¢ do siedmiu obszaréw badawczych.

Zaadoptowanie i walidacja metody analizy heteroduplekséw (HMA) do badanh
zmiennosci genetycznej SRLV

Jedng z podstawowych cech SRLV jest ich wysoki stopien zmiennos$ci
genetycznej w znaczacy sposOb zwigzany z faktem  pokonywania bariery
miedzygatunkowej (cross species infection) przez te patogeny. Celem pracy byto
zbadanie stopnia zmiennos$ci genetycznej izolatow SRLV wystepujacych u owiec i kéz
w Polsce przy uzyciu metody analizy heteroduplekséw (heteroduplex mobility assay-
HMA). Okreslenie zmian w sekwencji nukleotydowej jest najbardziej bezposrednim
dowodem istnienia mutacji, jednak jest to metoda zbyt kosztowna i czasochtonna, aby
byta wykonywana w trakcie badan przesiewowych. Szczeg6lnie w przypadku, gdy
badania dotyczg licznej grupy osobnikéw, wskazane jest uzycie techniki pozwalajacej
na wstepne wyselekcjonowanie zmienionych fragmentéw DNA. Do najczesciej
stosowanych tego rodzaju metod nalezy analiza heteroduplekséw, ktéra w oparciu o
standardowe szczepy, reprezentujgce poszczegdlne grupy/typy wiruséw, pozwala na
szybka analize stopnia komplementarnosci fragmentow DNA i przynaleznosci
poszczeg6lnych izolatow SRLV. W tym celu pobrano préobki krwi od 34 zwierzat (27
owiec i 7 k6z) pochodzacych z 5 stad, z réznych wojewddztw w Polsce i wykazujacych
obecno$¢ swoistych przeciwciat. Préobki DNA, wyizolowane z leukocytow krwi
wykorzystano w reakcji nested PCR do amplifikacji zmiennego regionu VI-V2 genu
env. Czternascie probek dato pozytywny wynik w reakcji PCR i poddano je analizie
metoda HMA, z uzyciem dwoch szczepow referencyjnych, MVV-K1514 (typ Al) i
CAEV-Cork (typ B1), reprezentujacych odpowiednio genotyp A i B SRLV. Osiem
probek DNA pochodzacych od 6 owiec i 2 kéz, tworzyto szybko migrujace
heterodupleksy z prototypowym szczepem Cork, natomiast wolno migrujgce
heterodupleksy z prototypowym szczepem MVV-K1514, wskazujac ze izolaty te
naleza do grupy B. Probka DNA pochodzace od 1 owcy tworzyta wolno migrujace
heterodupleksy z prototypowym szczepem Cork, natomiast szybko migrujace
heterodupleksy ze szczepem K1514. Ten profil migracyjny jasno wskazuje, Ze owca ta
jest zakazona wirusem nalezagcym do grupy A. W przypadku 4 probek DNA
pochodzacych od 6 owiec i 2 k6z wynik analizy byt niejasny. Wyniki te potwierdzaja
pokonanie bariery gatunkowej i wystepowanie krzyzowych zakazen lentiwirusami
grup A i B u owiec i kdz w Polsce. Bardzo interesujgce byto wykrycie u jednej owcy
dwéch par heteroduplekséw typowych dla grupy A i B, co moze Swiadczy¢ o
koinfekcji wiruséw nalezacych do obydwu tych grup.

W drugiej publikacji, prébki DNA pochodzace od 9 kéz i 34 owiec wykorzystano w
reakcji nested PCR do amplifikacji zmiennego regionu V1-V2 genu env. Probki te
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pochodzity z 7 stad zlokalizowanych na terenie 5 wojewdédztw. Dwadzie$cia prébek
(47%) dato pozytywny wynik w reakcji PCR, jednak ilo$¢ otrzymanego produktu w
przypadku 6 probek (1 owca i 5 ko6z) byta niewystarczajgca do przeprowadzenia
analizy metoda heteroduplekséw. Dlatego do dalszej analizy uzyto 14 prébek i
poddano je analizie metodg HMA, z uzyciem dwoch szczepow referencyjnych, MVV-
K1514 (typ Al) i CAEV-Cork (typ B1), reprezentujacych odpowiednio genotyp A i B
SRLV. Pie¢ probek DNA pochodzacych od 4 owiec i 1 kozy, tworzyto szybko migrujace
heterodupleksy z prototypowym szczepem Cork, natomiast 4 prébki pochodzace od
owiec tworzyto szybko migrujgce heterodupleksy z prototypowym szczepem K1514
wskazujac ze izolaty te nalezg odpowiednio do grupy B i A. W przypadku 8 prébek
DNA pochodzacych od 3 owiec i 1 kozy wynik analizy byl niejasny. W tych
przypadkach utworzone heterodupleksy migrowaty ponizej pojedynczych nici DNA
(ssDNA), zaréwno z prototypowym szczepem Cork, jak i ze szczepem K1514.
Wskazuje to, Ze izolaty te réznia sie genetycznie od szczepow nalezacych do typu Al i
B1. Prébka pochodzaca od 1 kozy tworzyta dwie pary heteroduplekséw typowych dla
grupy A i B, co moze $wiadczy¢ o koinfekcji wirusé6w nalezacych do obydwu tych
grup. W celu potwierdzenia otrzymanych wynikéw przeprowadzono analize
filogenetyczng 12 wyselekcjonowanych terenowych izolatow SRLV. Badania
potwierdzity catkowita zgodno$¢ wynikow otrzymanych metoda HMA i
sekwencjonowaniem. Prébki DNA, ktére nie mozna byto zakwalifikowac
jednoznacznie do okre$lonego genotypu wykorzystujagc HMA tworzyty nowe Kklastry
na drzewie filogenetycznym.

Efekty badan zostaty przedstawione w nastepujacych publikacjach:

1. Olech M,, Croise B., Kuzmak J., Valas S. : Evidence for interspecies transmission of
small ruminant lentiviruses in sheep and goats from Poland. Bulletin of the
Veterinary Institute in Pulawy, 2009, 53, 165-168.

2. Olech, M.; Rachid, A.; Croise, B.; Kuzmak, ].; Valas, S.: Genetic and antigenic
characterization of small ruminant lentiviruses circulating in Poland. Virus
Research, 2012, 163, 528-536.

Analiza czynnikéw Srodowiskowych i genetycznych warunkujacych poziom ryzyka
zakazen lentivirusami u matych przezuwaczy

W zakresie produkcji zwierzecej jednym z podstawowych priorytetow w Unii
Europejskiej jest zapewnienie odpowiedniego dobrostanu zwierzetom gospodarskim
i ochrona ich zdrowia. Wysoki poziom zakazenia SRLV w stadach, zmienno$¢
lokalnych warunkéw Srodowiskowych utrzymywanych zwierzat oraz mnogos$¢
czynniké6w warunkujacych rozprzestrzenianie sie zakazen SRLV powoduje, Ze istniejg
duze problemy w opracowaniu skutecznych programow eliminacji zakazen ze stad,
stad kluczowg role odgrywaja badania majace na celu oszacowanie poszczegdélnych
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czynnikéw ryzyka zwigzanego z rozprzestrzenianiem sie tego wirusa. W wyniku
przeprowadzonej stratyfikacji do badan pobrano krew od 2924 owiec
reprezentujgcych 15 ras z tgcznej populacji 6470 owiec utrzymywanych w 98 stadach
zarodowych, z obszaru trzech wojewddztw: lubelskiego, $wietokrzyskiego i
podkarpackiego. Probki zbadano komercyjnym testem ELISA. Ponadto, w kazdym z
gospodarstw zebrano informacje dotyczace: wielkoSci stada, rasy zwierzat, systemu
utrzymania, warunkow  klimatycznych  pomieszczenr, kondycji  zwierzat,
wystepowania chordb, systemu i sposobu zywienia, kontaktu z innymi zwierzetami,
poziomu uzytkowos$ci w zakresie rozrodu i wzrostu jagnigt, typu i rodzaju
zabudowan inwentarskich. Dane zebrano metoda wywiadu bezposredniego
wykorzystujac instrument badawczy w postaci kwestionariusza wywiadu. Do
rozpoznania gtownych czynnikbw uzyto metod statystycznych opartych na
wskazniku OR (odds ratio) powszechnie uzywanym jako uniwersalna miara
czynnikow ryzyka. Uzyskane wyniki opracowano statystycznie przy wykorzystania
testu chi-kwadrat réznicy obserwowanych proporcji oraz metodag Mantel-Haenszela
jako skorygowanga miarg ryzyka. Obliczen dokonano za pomocg programu
statystycznego ,R”, przy uzyciu modutu ,epir”. W badaniach wykazano, Ze istotnym
czynnikiem ryzyka zwigzanym z wystepowaniem choroby jest wielko$¢ stada.
Liczebniejsze stada owiec charakteryzowatly sie zdecydowanie wiekszg iloScig
zwierzat wykazujacych odczyny serologicznie dodatnie. Wykazano, ze w stadach
powyzej 70 osobnikéw ryzyko jest najwieksze. Wykazano powazne ryzyko wzrostu
zakazen SRLV gdy owce nie miaty kontaktu z innymi zwierzetami OR=3.13 (2.06,
4.76). Ponadto odnotowano zwiekszony poziom zakazen SRLV przy utrzymywaniu
trykéw razem z owcami (OR=1.34 (1.05, 1.71)), gdy jagnieta mialy kontakt z innymi
owcami tuz po narodzinach (OR=6.42 (4.86, 8.47)), gdy jagnieta byly zbyt wczesnie
dokarmiane paszami stalymi (wcze$niej niz od 3 tyg. zycia) (OR =2.74 (2.04, 3.67)).
Jak pokazaty wyniki, utrzymywanie stad w centrum wsi (OR= 1.55 (1.2, 1.99)),
wystepowanie biegunek (OR = 4.22 (3.3, 5.39)), pojenie owiec z wtasnych uje¢ wody
(OR= 4.99 (3.73, 6.68)), gteboka $ciotka (OR 5.99 (3.48, 10.33)), rzadkie usuwanie
obornika (OR 2.21 (1.71, 2.87)), brak korytarza paszowego (OR = 2.11 (1.55, 2.88)),
utrzymywanie pasz objeto$ciowych na poddaszu uzytkowym (OR = 1.82 (1.43, 2.33))
to takze potencjalne czynniki ryzyka wptywajace na wyzszy poziom zakazen SRLV.
Zauwazono takze zalezno$¢ pomiedzy wzrostem poziomu zakazen SRLV a rodzajem
materiatu, z ktérego wykonany jest dach owczarni. Inny materiat niz blacha (OR=
1.86 (1.27, 2.74)), zwtaszcza eternit (OR= 2.48 (1.82, 3.36)) stanowit istotny czynnik
ryzyka. Wyniki te mogg $wiadczy¢, Ze porowata struktura dachéwek/ptyt eternitu i
jego bardzo dobre parametry izolacyjne stanowia sprzyjajace warunki do
gromadzenia sie i zachowywania aktywnos$ci dla wiruséw. Doswiadczenie hodowcy
jak i ilo$¢ oséb pracujacych przy owcach nie miaty wptywu na poziom zakazen SRLV.
Wysokie wspotczynniki OR (1.3, 1.08) odnotowano przy analizie systemu utrzymania
(pastwiskowy, alkierzowy), lecz przy warto$ci p> 0,05, Swiadczy to o matej
wiarygodno$ci oszacowania tego czynnika.
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W konstruowaniu programow ochrony stad przed SRLV istotng role powinno
odgrywac wykorzystanie ras wykazujacych wyzszg oporno$¢ na zakazenia. Wykazano
istotny statystycznie zwigzek pomiedzy wrazliwo$cig/podatnos$cig niektorych ras na
zakazenie SRLV . NajwyzZszy stopien zakazen odnotowano u owiec rasy $winiarka
(57,04 % zwierzat zakazonych), natomiast u ras ile de france oraz polska owca
nizinna nie odnotowano Zadnych zwierzat z seropozytywnym wynikiem badan w
kierunku SRLV. Analiza stopnia zakazen pozostatych grup genetycznych wykazata ze
u ras tj.: wielkopolska, polska owca pogdrza oraz cakiel podhalanski poziom zakazen
wahat sie od 22,73 do 35,5% zwierzat. U pozostatych tj.: merynos polski,
zelaznienska, olkuska, wrzoséwka, czarnogtowka, berrichon oraz linie syntetyczne
BCP i SCP odsetek zakazen wahat sie od 3,85 - 16,7 % owiec.

Efekty badan zostaly przedstawione w nastepujacych publikacjach:

1. Junkuszew A., Dudko P., Bojar W., Olech M., Osinski Z., Gruszecki T.M., Greguta
Kania M., Kuzmak ]., Czerski G. Risk factors associated with small ruminant
lentivirus infection in eastern Poland sheep flocks. Prev Vet Med, 127, 44-49,
2016

2. Bojar W,, Junkuszew A., Dudko P., Olech M., Osinski Z., Gruszeck T, Kuzmiak ]. Risk
factors associated with small-ruminant lentiviruses in sheepfold buildings. Annals
of Agricultural and Environmental Medicine: AAEM, 25, 3, 383-387, 2018

3. Bojar W,, Junkuszew A., Olech M., Kuzmak ]., Szczepaniak K. Prevalence of SRLV
infections in varoius sheep breeds. Med. Weter., 74(8), 517-519, 2018

Wptyw wystepowania zakazenn SRLV na wzrost jagniat i uzytkowo$¢ rozptodowaq
owiec

Wystepowanie SRLV wigze sie z wymiernymi skutkami ekonomicznymi.
Wprawdzie forma kliniczna choroby najczeSciej wystepuje u owiec starszych
jednakze, mozna zauwazy¢, ze w stadach w ktdrych stwierdzono zakazenia notuje sie
pogorszenie kondycji zwierzat, obnizenie przyrostow masy ciata, rodzenie 1zejszych i
stabszych jagnigt. W wyniku przeprowadzonych badan wykazano, zZe owce
pochodzace ze stad, w ktérych stwierdzono wystepowanie SRLV, charakteryzowaty
sie nizszg ptodnoscia w porodwnaniu do owiec pochodzacych ze stad zdrowych.
Wystepowanie zakazen SRLV w stadzie miato niekorzystny wptyw na mase ciata
jagniagt w 56 dniu zycia. Analiza wykazata takze pogorszenie odchowu jagniat
pochodzacych ze stad zakazonych o ok. 6.69 punktu procentowego. Stwierdzono
zwiekszong o ok 7.4% Smiertelnos¢ jagnigt pochodzacych od zakazonych matek.
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Efekty badan zostaty przedstawione w nastepujacych publikacjach:

1. Bojar W., Junkuszew A., Olech M. Influence of SRLV infections in sheep flocks on
growth and reproductive performance. Med. Weter. 2018, 74 (8), 540-543

2. Lipecka C., Junkuszew A., Kuzmak ]., Gruszecki T.M., Kozaczynska B., Olech M.,
Bojar W., Osinski Z. Influence of small ruminant lentivirus infection on
reproductive traits in ewes. Bull Vet Inst Pulawy 57, 15-18, 2013

3. Olech M., Kubis P., Lipecka C., Junkuszew A., Gruszecki T.M., KuZzmak J. Presence of
pecific antibodies and proviral DNA of small ruminant lentiviruses in lambs in
their first weeks of live. Bull Vet Inst Pulawy 58, 507-511, 2014

4. Lipecka C, Junkuszew A., Kuzmak J]., Gruszecki T.M., Olech M. Mortality of ewes
and their progeny in a flock infected with maedi-visna virus. Bull Vet Inst Pulawy
55,361-365, 2011

Morfologiczno-biochemiczny obraz krwi jagniat pochodzacych od matkach
zakazonych wirusem choroby maedi visna oraz wydajnos¢ i jakos¢ mleka zakazonych

owiec

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaly, ze u potomstwa owiec-matek
zakazonych SRLV obserwowano zmiany morfologiczno-biochemicznego obrazu krwi
w stosunku do réwiesnikéw pochodzacych od matek nie wykazujacych swoistych
przeciwciat w kierunku SRLV. W pierwszym miesigcu zycia (I termin) u jagnigt matek
zakazonych wykazano istotnie mniejszg liczbe leukocytow, procentowo wiekszy
udziat limfocytow (ok. 19%) i mniejszy granulocytéw (ok. 19%) w stosunku do
jagnigt pochodzacych od matek zdrowych. Ulegly zmianie réwniez wskazniki
czerwonokrwinkowe. U jagnigt od matek zakazonych zwiekszyta sie istotnie objetos¢
elementéw komérkowych (hematokryt) do objetosci krwi petnej, przy czym krwinki
czerwone tych zwierzat odznaczaty sie mniejszag masg i stezeniem hemoglobiny.
Zawartos¢ krwinek ptytkowych utrzymywata sie w obu grupach jagnigt mtodszych w
dolnych granicach norm referencyjnych, a u starszych nastgpil ich spadek,
szczegblnie od matek zakazonych. Badania aktywnos$ci enzymow, szczegdlnie LDH i
ALP, oraz zawarto$¢ kwasu moczowego bez wzgledu na wiek jagniagt byta wyzsza u
potomstwa matek zakazonych. Kontrole mlecznoSci w okresie 2 miesiecy (co 14 dni)
przeprowadzano metoda klasyczng z zastosowaniem oksytocyny. W prébkach mleka
oznaczano zawarto$¢ ttuszczu, biatka i laktozy, a przy uzyciu testu TOK i oceny
zawarto$ci komdrek somatycznych w mleku okreSlano zdrowotno$¢ gruczotu
mlekowego. Na podstawie otrzymanych wynikéw wykazano, Ze maciorki zakazone
SRLV w okresie dwumiesiecznej laktacji produkowaty mniej mleka Srednio o 7,09 kg,
ale o wyzszej zawartoSci biatka (o 0,18%) i ttuszczu (o 0,21%) i nizszym poziomie
laktozy (0 0,21%) w poréwnaniu do maciorek wolnych od wirusa.
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Efekty badan zostaty przedstawione w nastepujacych publikacjach:

1. Lipecka C. Olech M., Gruszecki T.M., Junkuszew A., Kuzmak ]. Haematological and
biochemical parameters in blood of lambs born to maedi-visna virus -infected and
uninfected ewes. Bull Vet Inst Pulawy 54, 135-139, 2010

2. Lipecka C., Szymanowska A. Szymanowski M., Junkuszew A., Gruszecki T.M.,
Kuzmak J., Olech M. Milk yield and quality in sheep with maedi-visna virus.
Roczniki Naukowe Polskiego Towarzystwa Zootechnicznego, t. 6 (2010), nr 1, 51-
59

Badania molekularne wirusa biataczki bydia oraz opracowanie metody real-time PCR
do wykrywania prowirusowego DNA wirusa enzootycznej biataczki bydia

Enzootyczna biataczka bydia (EBB) jest zakazng i zarazliwg chorobg o
wybitnie przewlektym przebiegu. Czynnikiem etiologicznym EBB jest wirus z rodziny
Retroviridae, rodzaju Deltaretrovirus. EBB jest umieszczona na liScie choréb
podlegajacych obowigzkowi zgtaszania i zwalczania z urzedu. W badaniach
diagnostycznych EBB stosuje sie gtdwnie metody serologiczne (AGID, ELISA).
Szerokie stosowanie metod serologicznych napotyka jednak na pewien problem. U
pewnego odsetka zwierzat (od 2 do 10%) nie stwierdza sie przeciwcial, ale mozliwe
jest wykazanie ekspresji bialek lub obecnosci prowirusa. Dlatego zgodnie z
zaleceniami OIE proponuje sie zastosowanie metody PCR jako metody alternatywnej
do wykrywania DNA wirusa EBB. W zwigzku z tym podjeto sie zadania opracowania
metody Real-Time BLV PCR, pozwalajacej na iloSciowg analize prowirusowego DNA
BLV w genomowym DNA izolowanym z leukocytéow krwi bydta. Zaprojektowano
startery pozwalajace na amplifikacje fragmentu konstytutywnego genu pol wirusa
BLV o wielkosci 120pz a takze specyficzng sonde typu TaqMan znakowang
FAMBHQ1. Walidacja opracowanej metody Real-Time BLV PCR wykazata, Ze test
wykrywa ona pojedyncze kopie prowirusa i cechuje sie wysoka powtarzalnoscig i
odtwarzalnoscig. Nastepnie testem tym zbadano 46 probek DNA pochodzacych od
krow, ktore w badaniach serologicznych zostaty zakwalifikowane jako dodatnie lub
watpliwe a pochodzity ze stad uznanych za wolne od EBB. Dodatkowo badano 6
probek DNA uzyskanych z weztéw chtonnych bydta, wykazujgcych w trakcie badania
poubojowego zmiany wskazujgce na EBB. Uzyskane wyniki potwierdzily wyzsza
czuto$¢ metody real time PCR w poréwnaniu do klasycznego PCR oraz wskazaly na
zalezno$¢ pomiedzy wykrywalno$cia prowirusa a liczbg kopii. Otrzymane wyniki
wskazuja, ze opracowany test Real-Time BLV PCR jest przydatny do wydania
ostatecznego wyniku w kierunku EBB, zwlaszcza w odniesieniu do prébek o
niewyjasnionym statusie serologicznym lub kiedy do badania dostepne s3g tylko
probki DNA izolowane z tkanek. Wyniki tych badan byly podstawa do
zaakceptowania tej techniki przez Komisje Norm i Standardéw OIE, jako testu
zalecanego do diagnostyki EBB i opisania jej w ostatnim wydaniu podrecznika
Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals, OIE 2018, rozdziat
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3.4.9. Badanie zmiennos$ci genetycznej BLV, szczeg6lnie w odniesieniu do izolatow
terenowych BLV, jest istotnym zagadnieniem, majacym zwigzek z usprawnieniem
diagnostyki serologicznej i molekularnej zakazen oraz poznaniem zjawiska ewolucji
wirusa w kierunku powstawania form o nowych cechach biologicznych. Celem
podjetych badan byta analiza zmienno$ci genetycznej 44 izolatoéw BLV wystepujacych
u zakazonego bydta w krajach Europy Srodkowo-Wschodniej i Syberii. Analiza
filogenetyczna fragmentu genu env o dtugosSci 444pz wykazata, ze wiekszos¢
badanych izolatéw nalezata do genotypu G4 i G7 oraz nowego genotypu G8, ktory do
tej pory byt identyfikowany tylko w Chorwacji. Dalsza analiza, poparta wysokimi
warto$ciami bootstrap i wysokimi warto$ciami prawdopodobienstwa a posteriori w
metodzie Bayesa, wykazata przynalezno$¢ tych izolatéw do odrebnych podgrup G7A,
G7B. G7C, grupujacych izolaty wytacznie z Rosji, Ukrainy i Polski. Analogicznie, w
genotypie G4 wiekszo$¢ izolatow mozna byto pogrupowac w obrebie dwoch podgrup
G4A i G4B, ktére zawieraja wylacznie izolaty z Polski, ze $cisle geograficznie
okreslonych regiondéw.

Nastepnie podjeto sie charakterystyki mutacji wystepujacych w regionie LTR
BLV izolowanych od 5 serologicznie dodatnich kréw pochodzacych ze stad
posiadajacych status wolny od BLV, ale takich, w ktérych zanotowano przypadki
nowo pojawiajacych sie zakazen tym wirusem. W tym celu fragment LTR
amplifikowano w reakcji Fusion PCR, swoisty produkt pozyskiwano z Zelu i po
oczyszczeniu poddawano sekwencjonowaniu. Analiza sekwencji wykazata istnienie
mutacji lokalizowanych miedzy innymi w regionie GRE (glucocorticoid responsive
element), DAS (downstream activator sequence), IRF (interferon regulatory factor-
bindingsite), TRE2, 3 (cis -acting Tax response elements) oraz NF-kB (nuclearfactor-
kappa Bbindingsites). Zmany te moga mie¢ zwigzek ze zmieniong aktwnoS$cia
wirusowego promotora, modulujac proces replikacji BLV.

Efekty badan zostaly przedstawione w nastepujgcych publikacjach:

1. Rola-tuszczak M., Finnegan C., Olech M., Choudhury B., Kuzmak ]. Developement
of an improved real time PCR for the detection of bovine leukaemia provirus
nucleic acid and its use in the clarification of incoclusive serological test results. ]
Virol Methods 189, 2013, 258-264

2. Rola-kuszczak M., Pluta A., Olech M., Donnik I, Petropavlovskiy M., Gerilovych A.,
Vinogradova I., Choudhury B, KuZmak ]. The molecular characterization of bovine
leukaemia virus isolates from eastern Europe and Siberia and its impact on
phylogeny. Pols One, 2013, 8 (3), e58705

3. Pluta A, Rola-tuszczak M., Olech M., KuZzmak ]. Genetic diversity of the long
terminal repeat of bovine leukaemia virus field isolates. Bull Vet Inst Pulawy, 59,
447-450 2015
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Charakterystyka lentiwirus6w malych przezuwaczy powstatych w wyniku zakazen
miedzygatunkowych

Lentiwirusy zwierzat staty sie interesujgcym modelem do badan nad
mechanizmami przekraczania bariery gatunkowej oraz przystosowania sie wirusow
do nowego gospodarza, a takze zjawiska powstawania nowych form tych patogenow
tzw. emerging pathogens. tatwos$¢ z jaka SRLV pokonujg bariere gatunkowa
owce/kozy i adaptuja sie do nowego gospodarza moze skutkowaé¢ rdéwniez
przeniesieniem zakazenia na inne wrazliwe przezuwacze. Hipoteza ta zostanie
zweryfikowana w odniesieniu do bydta, utrzymywanego razem z zakazonymi kozami
i owcami oraz przezuwaczy wolnozyjacych, majgcych kontakt z takimi zwierzetami.

Jak dotad, 198 prébek osocza pochodzacych od zwierzat wolnozyjacych
(jelenie, sarny) zostato zbadane komercyjnym testem ELISA dedykowanym
wykrywaniu przeciwciat przeciwko SRLV u zwierzat hodowlanych oraz nowo
opracowanym testem ELISA z uzyciem rekombinowanych biatek SU1/Gag/SUS5,
reprezentujacych grupy genetyczne Al, A13, Bl i B2 lentiwirusow matych
przezuwaczy (Olech i wsp. 2012). W tym drugim, zamiast przeciwciat
drugorzedowych (peroxidase conjugated monoclonal anti -goat/sheep antibody)
zostalo uzyte biatko G. Wnikliwa analiza metoda Bayesa wykazata, ze przy
zastosowaniu rekombinowanych biatek SU1/Gag/SU5 rzeczywisty poziom zakazenia
wahat sie od 5.3% (95% CI 0.3, 12.5) do 24.6% (95% CI 3.3, 38.5) natomiast uzywajac
komercyjnego testu ELISA stopien zakazenia wyniést 2.5% (95% CI 0.2, 6.6). Sg to
pierwsze takie badania w Polsce i na $wiecie wskazujace, Ze wolnozyjace
przezuwacze moga by¢ rezerwuarem i Zrddiem transmisji lentiwirusow matych
przezuwaczy.

Ponadto, przy uzyciu rekombinowanych biatek reprezentujacych typy
genetyczne A1, A13, B1 i B2 SRLV zostato zbadane 82 surowice pochodzace od bydta
utrzymywanego razem z zakazonymi SRLV owcami i kozami. Podwyzszong
reaktywnos$¢ zanotowano w przypadku 17 z 82 (20,7%) badanych surowic. Od 7
wyselekcjonowanych zwierzat zostata pobrana krew w celu otrzymania komoérek
jednojadrzastych i hodowli makrofagow — monocyte derived macrophages (MDM) dla
potwierdzenia replikacji wirusa (metoda SG-PERT) i oceny jego cech biologicznych
(obserwacja mikroskopowa na obecno$¢ syncytibw, mianowanie wirusa).
Wyizolowane DNA przeznaczono do badan molekularnych w oparciu o amplifikacje
fragmentu genu gag i env. Po oczyszczeniu produkty PCR zostaly wklonowane do
wektora plazmidowego. Po wstepnej selekcji pozytywnych klonow trawieniem
enzymami restrykcyjnymi, plazmidowe DNA zostalo oczyszczone, poddane
sekwencjonowaniu i analizie. Aktywno$¢ odwrotnej transkryptazy zostata
potwierdzona w przypadku supernatantow pochodzacych ze wszystkich hodowli
komorkowych natomiast obecno$¢ efektu cytopatycznego (tworzenie sie syncytiow)
zaobserwowano w przypadku 4 hodowli. DNA otrzymane z komdrek in vitro uzyto
do amplifikacji fragmentu genu gag i env. W przypadku fragmentu genu env nie
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uzyskano specyficznych produktéw amplifikacji natomiast w przypadku trzech
probek udato sie zamplifikowac fragment genu gag o dtugosci 625 pz kodujacy biatko
kapsydu. Analiza filogenetyczna wykazata przynalezno$c jednej sekwencji do
genotypu B1 oraz przynalezno$¢ dwdch sekwencji, pochodzacych od kréw z innego
stada, do genotypu A12 SRLV. Dane te wskazujg, Ze pojawianie sie nowych wirusow,
ktére posiadajg okreslony potencjat zoonotyczny, moze stanowi¢ powazny problem
dla zdrowia publicznego.

Efekty badan zostaty przedstawione w nastepujacych publikacjach:

1. Prevalence of small ruminant lentiviruses (SRLV) infection in wildlife ruminants
from Poland- praca przygotowana do opublikowania.

Badania dotyczace izolacji i identyfikacji komodrek epitelialnych z mleka kéz
zakazonych SRLV

Lentiwirusy matych przezuwaczy charakteryzuje duza zmiennos$¢ genetyczna,
co skutkuje powstawaniem licznych form genetycznych wirusa, w jednym organizmie
tzw. pseudogatunkéw (quasispecies). Na skutek presji selekcyjnej uktadu
immunologicznego gospodarza, dochodzi do wyodrebnienia form dominujacych,
zasiedlajacych poszczegélne tkanki lub narzady, tzw. zjawisko kompartmelizacji. W
warunkach tych proces taki skutkowa¢ moze powstawaniem nowych form wiruséw o
nowych wtasciwosciach biologicznych takich jak zmienione powinowactwo do
komorek gospodarza czy zwiekszony potencjat patogenny. Do tej pory, w przypadku
SRLV opisano takie procesy zwigzanie z tworzeniem odrebnych from genetycznych
SRLV wystepujacych w osSrodkowym uktadzie nerwowym, komédrkach btony
maziowej stawow czy w komorkach gruczotu mlekowego/siarze. To ostatnie
zagadnienie jest wazne biorgc pod uwage fakt, ze droga laktogenna jest podstawowg
drogg transmisji zakazen SRLV u koéz. Znaczacy udziat w takiej transmisji wirusa
przypisuje sie komorkom epitelialnym, obecnym w mleku. Pierwszym celem pracy
byto zbadanie czy komoérki epitelialne sag podatne na produktywne zakazenie SRLV.
Od czterech zakazonych owiec pobrano probki mleka i wypreparowane zostaly
komorki epitelialne w hodowli komérkowej in vitro, a ich epitelialny charakter
potwierdzono immunocytochemicznie z monoklonalnymi przeciwciatami dla
cytokeratyny. Analiza PCR potwierdzita obecno$¢ prowirusowego DNA. Ekspresje
biatek wykazano zar6wno metodg immunocytochemiczng z zastosowaniem anty-p27
mAbs, jak i metodg Western blot. Ponadto wykryto biatko p27 w supernatantach
pochodzacych z hodowli sugerujac aktywng produkcje czastek wirusowych. Wyniki te
wykazaty, ze komorki epitelialne pochodzace od zakazonych zwierzat moga
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odgrywa¢ wazng role w przekazywaniu wirusa z matki na potomstwo droga
laktogenna.

Drugim celem badania, ktore jest aktualnie wykonywane, jest wykazanie czy
SRLV, obecne w komérkach epitelialnych mleka lub siary naturalnie zakazonych koz,
stanowig pod wzgledem genetycznym, odrebng subpopulacje wirusa. Do tej pory
zidentyfikowano 3 stada koéz, w ktorych wystepuja osobniki zakazone SRLV,
nalezacymi do réznych grup genetycznych. Od 37 zwierzat pobrano krew w celu
izolacji DNA i przeprowadzenia analizy molekularnej. Roéwnolegle od wszystkich
zwierzat zostaty pobrane proébki siary i mleka i wypreparowane zostaty komérki
epitelialne w hodowli komdrkowej in vitro. Obecno$¢ zintegrowanego
prowirusowego DNA potwierdzono amplifikujac fragment 625pz z genu gag. Metoda
immunocytochemiczng potwierdzono obecno$¢ biatka kapsydu p28 SRLV i
cytokeratyny w cytoplazmie komorek. Wybrane proébki zostaly poddane
sekwencjonowaniu technikg NGS. Obecnie trwajg prace dotyczace analizy sekwencji
przy uzyciu narzedzi bioinformatycznych i oceniony zostanie stopien réznorodnosci
sekwencji wiruséw z komoérek epitelialnych w stosunku do tych, pozyskanych z
leukocytéw krwi obwodowe;j.

Efekty badan zostaty przedstawione w nastepujacych publikacjach:

1. Materniak M., Kubis P., Rola-Luszczak M., Olech M., Kuzmak ]. Evidence for maedi-
visna virus in milk epithelial cells of naturally infected ewes. Bull Vet Inst Pulawy,
55,563-567, 2011
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6. Podsumowanie dorobku publikacyjnego

Jestem autorem lub wspoétautorem 22 publikacji z listy JCR oraz 3 publikacji z listy
MNiSW (1acznie z osiggnieciem habilitacyjnym). Pelny wykaz publikacji znajduje sie
w zatgczniku 3 do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego.

Laczna liczba publikacji 25
Liczba publikacji w czasopismach z listy JCR 22

w tym: opublikowanych przed uzyskaniem stopnia doktora 11

w tym: opublikowanych po uzyskaniu stopnia doktora 11

w tym: stanowigcych osiggniecie habilitacyjne 4
Liczba publikacji w czasopismach spoza listy JCR 3
Sumaryczny wspotczynnik wptywu (Impact Factor, IF) 25,801
w tym: opublikowanych przed uzyskaniem stopnia doktora 10.831
w tym: opublikowanych po uzyskaniu stopnia doktora 14.970
w tym: stanowigcych osiggniecie habilitacyjne 10,611
Suma punktow MNiSW 528

w tym: opublikowanych przed uzyskaniem stopnia doktora 235

w tym: opublikowanych po uzyskaniu stopnia doktora 293

w tym: stanowigcych osiggniecie habilitacyjne 135
Liczba cytowan wedtug bazy Web of Science 114
Liczba cytowani wedtug bazy Scopus 115
Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Science 6
Indeks Hirscha wedtug bazy Scopus 6
Liczba monografii 7
Liczba komunikatow konferencyjnych 28

32



Zatgcznik nr 2

Zestawienie publikacji z uwzglednieniem wskazZnika Impact Factor, liczby punktow
MNiSW oraz liczby cytowan.

Liczba

Czasopismo R?k . LiC.Zba " Apact punktow Liczba’
publikacji | publikacji | factor MNiSW cytowan
2009 ! 0,218 20 7
2010 i3 0,321 20 3
: 2011 1 0,414 20 0
B T 178
Puliey 2012 1 0,377 20 1
2013 1 0,365 20 2
2014 1 0,357 20 J
2015 1 0,468 20 0
Virus Research 2012 1 2,745 25 28
Preventive Veterinary 2017 1 1,924 45 1
Medicine 2016 i 1,987 40 14
Bl 2018 1 2,766 40 6
2013 1 3,534 40 35
Archives of Virology 2019 i 2,160 20 0
Viruses 2019 1 3,761 30 0
Medycyna 2012 i ] 0,203 10 1
Weterynaryjna- 2018 4 0,197 15 0
Veterinary Medicine
Science and Practise 2011 1 i ] 2
Journal of Virological
Methods 2013 il 1,883 20 10
Annals of Agricultural
and Environmental 2018 1 1,116 30 0
Medicine
Przeglad Hodowlany 2010 1 - 2 0
Roczniki Naukowe
Polskiego 2010 1 i 6 0
Towarzystwa
Zootechnicznego
SUMA 25 25,801 528 114
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