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1. Imig i nazwisko

Tomasz Adam Stenzel

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

ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

2010 Stopien naukowy: doktor nauk weterynaryjnych w zakresie choréb ptakow,

Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-Mazurski

w Olsztynie; tytul rozprawy doktorskiej: Wplyw réznych immunomodulatoréw

na wybrane parametry odpornosci nieswoistej i swoistej u gotebi (Columba Livia

domestica), oraz przebieg zakazenia paramyksowirusem gotebim (PPMV-1).

2006 Tytut: lekarz weterynarii, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet

Warminsko-Mazurski w Olsztynie.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

01.03.2011 do chwili
obecnej

10.10.2008 — 28.02.2011

01.10.2006 — 19.11.2010

Adiunkt, Katedra Choréb Ptakoéw, Wydzial Medycyny
Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w
Olsztynie,

Asystent, Katedra Chorob Ptakow, Wydzial Medycyny
Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w
Olsztynie,

Doktorant, Katedra Chorob Ptakow, Wydzial Medycyny
Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-Mazurski ~w

Olsztynie.

4. Wskazanie osiagnig¢cia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.

0 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.)

4. 1. Osiagnigcie pod tytulem
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»Epidemiologia wybranych zakazen wirusowych u golg¢bi w Polsce oraz charakterystyka

molekularna krajowych izolatéow cirkowirusa golebiego (Pigeon circovirus, PICV).”
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Laczna punktacja 5 prac, wchodzacych w sktad jednotematycznego cyklu publikacji, zgodnie z
rokiem opublikowania w czasopismach indeksowanych w bazie Journal Citation Reports (JCR)

wynosi 160 punktow MNiISW, a wspotczynnik wptywu (I1F) 8,976.

Publikacja 4.1.5 powstata jako efekt badan finansowanych 2z projektu badawczego
realizowanego w ramach konkursu Sonata 8 (UMO-2014/15/D/NZ6/02416), przyznanego
przez NCN na lata 2015-2018, ktorego jestem kierownikiem.

4. 2. Oméwienie osiagnigcia naukowego

4.2.1. Wprowadzenie i cel przeprowadzonych badan

Jednym z wigkszych problemoéw zdrowotnych w hodowli golgbi sa zespoty
chorobowe begdace nastgpstwem immunosupresji majacej tto zakazne. Zakazenia wirusowe
przebiegajace z duza zachorowalnoscia i $miertelnoscia, gtownie u ptakow mtodych nazwano
zespolem chorobowym golgbi miodych (young pigeon disease syndrome, YPDS). Od
mtodych gotebi chorujacych z objawami biegunki i zwracania z wola izolowano adenowirusy
ptasie nalezace do grupy pierwszej, serotypu 4 (FadV-4). Histopatologicznie u golebi padtych
notowano wtretowe zapalenie watroby (Hess i wsp. 1998, Vereecken i wsp. 1998).
Poczatkowo podejrzewano, ze to wilasnie adenowirusy moga by¢ odpowiedzialne za
wywolywanie zespolu chorobowego got¢bi miodych. Przeprowadzone przez Hessa i wsp.
(1998) testy neutralizacji krzyzowej wykazaly, ze wirus ten rézni si¢ od adenowiruséw
wystepujacych u drobiu, wigc nazwano go adenowirusem gotebi (PiAV). Powyzsze odkrycie
stalo si¢ podstawa do opracowania szybkiej i czulej metody rozrdzniania adenowirusow
gotebich od FadV oraz innych wiruséw za pomoca technik PCR (Raue 1 Hess 2002). Dzigki
temu udalo si¢ wykazaé, ze z wszystkich przypadkow klinicznych YPDS nie jest izolowany
PiAV, za to w przewazajacej ich liczbie stwierdzano obecno$¢ materialu genetycznego
cirkowirusa gotebiego (Pigeon circovirus, PiCV, Columbid circovirus, CoCV) (Raue i wsp.
2005).

Zakazenia cirkowirusowe golebi po raz pierwszy zdiagnozowano w 1986r. w
Kanadzie (Woods 1 wsp. 1994, Paré i wsp. 1999). W krétkim czasie pojawily si¢ doniesienia o

jego wystgpowaniu u golebi w innych krajach, miedzy innymi Australii, USA i1 wielu krajach
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europejskich (Woods i wsp. 1994, Smyth i Caroll 1995, Abadie i wsp. 2001, Todd i wsp.
2001, Roy i wsp. 2003, Taras i wsp. 2003, Franciosini i wsp. 2005, Duchatel i wsp. 2005,
2006, Raue 1 wsp. 2005). Zakazenia tym wirusem manifestuja si¢ szerokim spektrum
objawow klinicznych takich jak utrata masy ciata, spadek formy lotowej, problemy
oddechowe, zwracanie z wola, biegunka oraz sporadycznie problemy z opierzaniem si¢ (Raue
i wsp. 2005). Zespdt chorobowy wywolywany przez PiCV jest zblizony pod katem
patomechanizmu do wystepujacego u prosiat poodsadzeniowego, wielonarzadowego zespotu
wyniszczajacego (postweaning multisystemic wasting syndrome, PMWS) (Darwich i Mateu,
2012), dlatego tez coraz czgsciej cirkowiroza nazywana jest zespotem chorobowym gotebi
miodych. Badanie histopatologiczne chorych ptakow pozwala na  wykrycie
charakterystycznych wewnatrzcytoplazmatycznych cialek wtretowych w komorkach tkanki
limfatycznej (Shivaprasad i wsp. 1994, Gough i wsp. 1996, Caletti i wsp. 2000). Infekcja
citkowirusem gotgebim powoduje zanik utkania limfatycznego, co jest gtowna przyczyna
immunosupresji u zakazonych ptakéw (Paré 1 wsp. 1999, Raue i wsp. 2005). Ostabiona
reaktywnos$¢ uktadu odpornosciowego zainfekowanych gotebi sprzyja wystgpowaniu zakazen
oportunistycznych wywotanych przez Escherichia coli czy Klebsiella pneumoniae (Abadie i
wsp. 2001, Taras i wsp. 2003, Raue i wsp. 2005) oraz obnizeniu efektywnoSci szczepien, co
czesto skutkuje przetamywaniem odpornosci poszczepiennej przeciwko paramyksowirusowi
gotebiemu (PPMV-1). Pomimo powszechnego wystgpowania cirkowirusow u golgbi nie
zawsze dochodzi do wyksztatcenia si¢ wszystkich objawdw choroby, stad istnieje teoria, ze
do jej powstania konieczne sa dodatkowe czynniki takie jak np. stres zwiazany z
odstawieniem pisklat od rodzicéw, czy rozpoczynajacymi si¢ treningami, lotami oraz

szczepieniami (Schmidt i wsp. 2008).

Genom cirkowirusow wystepujacych u ptakéw stanowi kuliste jednoniciowe DNA
zawierajace okoto dwoch tysigcy par zasad (pz) tworzacych pigé otwartych bramek odczytu
(ORFs). Najwigksza, ORF — V1 koduje biatko zwiazane z replikacja wirusa (biatko Rep),
druga co do wielkosci, ORF — C1 koduje biatko kapsydu wirusa (biatko Cap, CP) (Mankertz i
wsp. 2000, Johne i wsp., 2006). Pozostale trzy mniejsze bramki odczytu koduja u PiCV biatka
o niewyjasnionej dotychczas funkcji. Poza faktem, ze CP jest gléwnym elementem

budujacym kapsyd cirkowiruséw odgrywa ono posrednia rolg¢ we wnikaniu DNA wirusa do
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jadra komérkowego zywiciela. Badania przeprowadzone nad cirkowirusem papug wykazaty,
ze bogaty w argining koniec-N tego biatka ma zdolno$¢ wiazania si¢ z DNA gospodarza za
pomoca sekwencji lokalizujacej jadro komorkowe (nuclear localisation sequence, NLS) co
umozliwia przedostanie si¢ wirusowego DNA do jadra komoérkowego zywiciela poprzez
kompleks porow jadrowych (Heath 1 wsp., 2006).

Badania przeprowadzone na $wiecie wykazaly, ze w przeciwienstwie do genu
kodujacego biatko Rep, gen kodujacy CP czgsto podlega mutacjom (Zhang i wsp., 2011,
Csagola 1 wsp., 2012). Podobienstwo nukleotydowe genu kodujacego biatko kapsydu u
réznych szczepéw PiCV wynosi S$rednio 87%, a obecno$¢ odrgbnych kladow (grup
filogenetycznych) utworzonych na podstawie przyrownania sekwencji catych genomow jest
wynikiem roéznic w sekwencjach nukleotydowych wilasnie tego biatka (Zhang i wsp., 2011).
Powyzsze stanowi podstawg W ewolucji cirkowirusow wynikajaca z pozytywnej selekcji
bedacej nastgpstwem kontaktu z uktadem odpornosciowym gospodarza. Ttumaczy¢ to nalezy
faktem, ze biatko kapsydu jako zewngtrzne biatko wirusa eksponowane jest na komorki
uktadu odporno$ciowego gospodarza, co stymuluje cata kaskade reakcji immunologicznych.
Wobec czego aby wirus nie tracil zdolnosci do wiazania si¢ z receptorem komorki docelowe;j
i tym samym zdolno$ci zakazania komorek na skutek neutralizowania go przez przeciwciata,
musza pojawia¢ si¢ mutacje skutkujace zmiana struktury CP (Benett i wsp., 2006). Ze
wzgledu na wspomniane wczesniej réznice w sekwencji nukleotydowej kodujacej biatko Cap
bedacej podstawa do podziatu cirkowirusow golebich na 5 gtéwnych podgrup (kladéw) oraz,
ze wiele z zakazonych ptakow nie wykazuje objawow chorobowych wysnuto hipotezg, ze
moze istnie¢ korelacja pomigdzy grupa filogenetyczng PiCV a jego patogennoscia (Csagola i
wsp., 2012). Teoria ta wymaga jednak weryfikacji.

Kapsyd cirkowiruséw tworza powtarzajace si¢ podjednostki CP, dzigki czemu uwaza
sig, ze jest to gtowne biatko antygenowe tych wiruséw (Crowther i wsp., 2003). Reakcje
immunologiczne w odpowiedzi na kontakt z kapsydem cirkowirusa wykazano u wielu
cirkowirusow, m. in. cirkowirusa $win (porcine circovirus type 2, PCV-2), cirkowirusa papug
(psittacine beak and feather disease virus, PBFDV) oraz PiCV (Bonne i wsp., 2009, Daum i
wsp., 2009, Trible i wsp., 2011). Dla przyktadu odpowiedZ immunologiczna w postaci
pojawiajacych sig przeciwcial wystgpowata od 2 do 4 tygodni po ekspozycji prosiat na wirus

lub biatko kapsydu cirkowirusa §win (Trible i wsp., 2011). Wystepowanie reakcji ze strony
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uktadu odpornosciowego zywiciela na kontakt z kapsydem cirkowirusa manifestujacej si¢
wytwarzaniem swoistych przeciwcial moze by¢ wykorzystane do opracowania testow
serologicznych. Ze wzgledu na brak mozliwosci hodowli PiCV, alternatywnym rozwiazaniem
jest uzyskanie rekombinowanego biatka kapsydu tego wirusa i wykorzystanie go jako antygen
diagnostyczny (Daum i wsp., 2009, Duchatel i wsp., 2011, Lai i wsp., 2014). Wstepne
badania przeprowadzone przez Daum i wsp. (2009) wykazaty, ze rekombinowane biatko
kapsydu moze by¢ z powodzeniem wykorzystywane do przeprowadzania monitoringu
serologicznego w stadach golgbi. Przeprowadzone przez zespot tej Autorki badania
retrospektywne na surowicach gotgbich uzyskanych w latach 1989, 1991 oraz 2008 wykazaty
obecnosc¢ przeciwciat przeciwko PiCV srednio w 78% (61-90%) badanych probkach.

Jednym z wirusow czgsto uczestniczacych w YPDS jest herpeswirus golgbi (pigeon
herpesvirus, PiHV). Zakazenia herpeswirusowe notowane byly juz wiele lat temu u gol¢bi
chorujacych z objawami nerwowymi, infekcjami gornych droég oddechowych, zapaleniem
spojowek, zwracaniem z wola oraz/lub zielona biegunka (Saik i wsp., 1986). Bardzo czg¢sto u
golebi stwierdza si¢ rowniez latentne zakazenia herpeswirusowe. Poczatkowo diagnozowanie
zakazen herpeswirusowych opierato si¢ na wykonywaniu badaf histopatologicznych, w
ktorych stwierdzano wewnatrzjadrowe eozynofilne ciatka wtrgtowe w hepatocytach oraz w
btonie sluzowej przetyku (Saik 1 wsp., 1986, Bernabé 1 wsp., 1994). Aktualnie zakazenia
wirusami golebimi sa diagnozowane w mniej inwazyjny 1 bardziej czuly sposob, na co
pozwala wykorzystanie technik biologii molekularnej (Hattermann i wsp., 2002, Todd i wsp.,
2002, 2006, Raue i wsp., 2005, Freick i wsp., 2008, Duchatel i wsp., 2009).

Ze wzgledu na niekontrolowany migdzynarodowy obrét gotgbiami (giownie gotebie
pocztowe) oraz loty konkursowe tych ptakow, istnieje mozliwos¢ transmisji patogennych dla
tego gatunku ptakow wiruséw na duze odleglosci. Duze zagrozenie dla hodowli stwarza fakt
importu do Polski gotebi pocztowych z praktycznie catego §wiata. Ptaki takie, o doskonatym
rodowodzie czgsto wykorzystywane sa jako reproduktorzy w hodowlach. Stwarza to
dodatkowe zagrozenie rozprzestrzenienia wirusOw w stadach, poniewaz pomimo, ze
cirkowirus golgbi szerzy sig¢ gtownie droga pozioma poprzez potknigecie lub wdychanie
zakontaminowanego wirusem katomoczu lub pytu powstatego z pioér (Woods i wsp., 1993),

udowodniono réwniez mozliwos¢ transmisji pionowej PiCV (Duchatel i wsp., 2005, 2006,
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Rahaus i wsp., 2008). Praktyki takie jak wspdlny (niekiedy kilkudniowy) transport golebi
pocztowych w celu odbycia lotéw konkursowych, wspolne, kilkudniowe przebywanie ptakow
pochodzacych z rédznych regionéw geograficznych na wystawach i pokazach, a takze taczenie
ptakéw pochodzacych z réznych rejondow $wiata w stada reprodukcyjne sprzyja nie tylko
wzajemnej transmisji réznych patogonedéw pomigdzy gotebiami, ale takze moze mie¢ wplyw
na powstawanie nowych, zrekombinowanych szczepow PiCV. Rekombinacje genetyczne sa
stosunkowo powszechne w przypadku PBFDV wystgpujacego w hodowlach zarodowych
papug (Julian i wsp., 2013), nie ma natomiast dowodow na to czy stwierdza si¢ je rowniez

wsrdd izolatéw PiCV pochodzacych od golgbi domowych.

Pomimo wielu danych literaturowych dotyczacych przebiegu YPDS ciagle brak jest
informacji dotyczacych sytuacji epizootycznej najwazniejszych wirusow wystepujacych u
gotebi. Rowniez niewiele jest danych w literaturze $wiatowej dotyczacych seroprewalencji
PiCV u tych ptakow, a takze zroznicowania genetycznego polskich szczepow PiCV, oraz

korelacji pomigdzy zakazeniem cirkowirusem gotgbim a innymi drobnoustrojami.

Celem przeprowadzonych badan bylo oszacowanie sytuacji epizootycznej wybranych
zakazen wirusowych u gotebi réznych typoéw uzytkowych hodowanych na terenie Polski, a
takze dokonanie charakterystyki molekularnej PiCV, okreslenie intensywnosci wystgpowania
rekombinacji genetycznych u tych wirusow, korelacji pomigdzy wystgpowaniem infekcji
wybranymi drobnoustrojami a obecnos$cia PiCV oraz czy istnieje zalezno$¢ migdzy

genotypem PiCV a jego patogennoscia.

Charakterystyka sytuacji epizootycznej wybranych zakazen wirusowych na terenie
Polski opublikowana zostata w pracy oryginalnej bedacej wstegpem do omawianego
osiagnigcia (4.1.1). Natomiast wyniki badan molekularnych i serologicznych dotyczacych
krajowych szczepéw PiCV oraz korelacji pomiedzy wystgpowaniem cirkowirusa gotebiego a
pojawianiem si¢ zakazen innymi drobnoustrojami u golgbi opublikowano w pozostatych
pracach — oryginalnych (4.1.2, 4.1.3 — praca, ktora powstala w nastgpstwie nawiazania
wspotpracy z Uniwersytetem w Canterbury (Nowa Zelandia), 4.1.4, 4.1.5). Wyniki

omawianych badan uzyskano przy zastosowaniu materiatlow i metodyki opisanych ponize;.
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4.2.2. Materialy i metody
4.2.2.1. Material badawczy

Materiat do badan pobrano tacznie od 447 gotebi domowych (Columba livia
domestica) oraz od 161 zdziczatych gotebi miejskich (Columba livia f. urbana) pochodzacych
z réznych regiondéw Polski. Gotgbie domowe pochodzity z hodowli wspotpracujacych z
Katedra Chorob Ptakéw Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej UWM w Olsztynie, natomiast
probki od golebi miejskich uzyskano z osrodkéw rehabilitacji ptakow dzikich oraz przy
wspotpracy z ornitologami z Grupy Badawczej Ptakow Wodnych KULING. Ptaki do badan

podzielono na nast¢pujace grupy:

e golebie domowe pocztowe, tacznie 330 ptakow;
e golebie domowe ozdobne, tacznie 117 ptakow;

e golebie zdziczate (miejskie), tacznie 161 ptakow.

Ponadto badane ptaki klasyfikowano w zaleznos$ci od stanu ich zdrowia w chwili
badania. Golgbie nie wykazujace zadnych objawow chorobowych klasyfikowano jako
zdrowe, natomiast do podgrupy ptakéw chorych kwalifikowane byly gotebie cechujace si¢
wystgpowaniem jednego lub kilku z wymienionych nizej nieswoistych objawow
chorobowych: brak wynikéw lotowych, utrata kondycji, objawy oddechowe, objawy
neurologiczne, rozrzedzony kalomocz, zmgtnienie rogéwki, kulawizny a takze ptaki ze stad,

w ktorych stwierdzano nagle padnigcia.

Materiat do badan stanowity wymazy z kloaki oraz podniebienia pobierane od ptakow
zywych za pomoca zestawu UTM-RT Mini swab system (Copan Diagnostic, USA) oraz
wycinki narzadow wewngetrznych (watroba, §ledziona, torba Fabrycjusza) pobierane w trakcie

badania anatomopatologicznego ptakoéw padtych.

Dodatkowo od 171 zdrowych gotebi pocztowych pochodzacych ze stad
reprodukcyjnych pobrano réwniez probki krwi z zyly odiokciowej do badan serologicznych

(praca 4.1.5.).
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4.2.2.2. 1zolacja DNA

Przed przystapieniem do izolacji DNA probki narzadow wewngtrznych pobierane byly
w ilosci 50 mg (watroba, torba Fabrycjusza, nerka) oraz 10 mg ($ledziona), a nastgpnie
homogenizowane w 500 pL. PBS przy uzyciu homogenizatora Tissuelyser II (Qiagen,
Niemcy). Do dalszych etapow izolacji DNA wykorzystywano ptynne podloze transportowe z
zestawu wymazow lub homogenat narzadow w objgtosci po 200 pL z kazdej probki. DNA
izolowano metoda magnetyczna przy uzyciu automatycznej stacji Janus (Perkin Elmer, USA)
i gotowego zestawu NucleoMag Tissue Kit (Macherey-Nagel, Niemcy) zgodnie z
instrukcjami producenta. Koncentracj¢ wyeluowanego DNA mierzono za pomoca
spektrofotometru NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA), a nastgpnie przechowywano w

temperaturze -80°C do chwili oznaczen.
42.2.3.PCR
A. Wykrywanie materialu genetycznego PiCV, PiHV oraz FAdV metoda multiplex PCR

W celu wykrycia obecnos$ci materiatu genetycznego PiHV, PICV oraz FAdV
zastosowano metode multiplex PCR stosujac startery opisane przez Freick i wsp. (2008). PCR
przeprowadzono przy uzyciu komercyjnego zestawu HotStarTaq Plus Master Mix Kit
(Qiagen, Niemcy). Sktad mieszaniny reakcyjnej byt nastgpujacy: 2 pL wyizolowanego DNA,
10 pL HotStar TaqPlus MasterMix2, po 0,1 uL kazdego z primerow (stgzenie 100uM), 2uL
obciaznika CoralLoadl0x, mieszaning uzupeiniano do objgtosci 20 uL za pomoca wody
wolnej od rybonukleaz. PCR przeprowadzono w termocyklerze vapo.protect (Eppendorf,
Niemcy). Warunki reakcji dla multiplex PCR byty nast¢pujace: aktywacja polimerazy 95°C/ 5
min, nastgpnie 40 cykli: denaturacja 94°C/ 30 s, przylaczanie primeréw 60,5°C/ 90 s,

wydtuzanie fancucha 72°C/ 90 s, po zakonczeniu cykli elongacja koncowa 72°C/ 10 minut.
Opisana metodg zastosowano W pracach 4.1.1.,4.1.2.,4.1.3. oraz 4.1.4.

B. Wykrywanie materialu genetycznego PiAV
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Materiat genetyczny PIAV wykrywano za pomoca uniplex PCR opracowanej przez
Raue 1 wsp. (2002). Proporcje sktadu mieszaniny reakcyjnej byty identyczne jak w przypadku
multiplex PCR, natomiast warunki przeprowadzenia reakcji byly nastgpujace: aktywacja
polimerazy 95°C/ 5 min, 30 cykli: denaturacja 94°C/ 60 s, przytaczanie primerow 60°C/ 60 s,

wydtuzanie tancucha 72°C/ 90 s, po zakonczeniu cykli elongacja koncowa 72°C/ 10 minut.
Metodg ta zastosowano w pracy 4.1.1.

C. Wykrywanie materialu genetycznego PiCV metoda Sybr Green real-time PCR

Detekcje DNA PiCV przeprowadzano za pomoca metody opisanej przez Duchatel i
wsp. (2009), w trakcie ktorej amplifikowano fragment wielkosci okoto 139 par zasad genu
kodujacego biatko zwiazane z replikacja wirusa (Rep). Reakcj¢ przeprowadzono przy uzyciu
zestawu Power Sybr Green Master Mix kit (Life Technologies, USA). Sktad mieszaniny
reakcyjnej byl nastgpujacy: 25 pL Power Sybr Green Master Mix, 0,25 pL starterow
(koncentracjal0 pM) oraz 5 pL wyeluowanego DNA. Mieszaning reakcyjna uzupetniano do
koncowej objetosci 50 uL za pomoca wody wolnej od rybonukleaz. Real-time PCR
przeprowadzano w termocyklerze MX 3005P (Stratagene, USA), a warunki reakcji byty
nastepujace: 95°C/ 10 min, nastepnie 40 cykli po 95°C/ 15 s i 61°C/ 60 s. Probki okreslano
jako dodatnie w przypadku Ct < 35.

Metodg zastosowano w pracy 4.1.5.
D. Amplifikacja calego genu kodujacego bialko kapsydu PiCV

W  celu zamplifikowania catego genu kodujacego biatko kapsydu PiCV
zaprojektowano startery posiadajace miejsca restrykcyjne dla enzymoéw Hindlll oraz Sall.
Startery zaprojektowano w oparciu o sekwencj¢ genomu cirkowirusa gotebiego znajdujaca sie
w bazie GenBank pod numerem akcesyjnym JF33089. Sekwencje starterow byly nastgpujace:
PiCoV F: 5-CCAAAGCTTATGAGGAGGCGGAGATTCAGACG-3’ oraz PiCoV R: 5’-
GTGGTCGACTTATTCAGAATCCACAGCTGAGT-3’. Objetos¢ mieszaniny reakcyjnej
wynosita 25 uL i zawierata: 2,5 uL 10 krotnie skoncentrowanego buforu do PCR (50 mM

KCI, pH 9, 50 mM NaCl, 5 mM MgCl,) (A&A Biotechnology, Polska), 0,5 uL (0,2 mM)
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kazdego ze starterow, 1 uL of dNTP (0,2 mM) (A&A Biotechnology, Polska), 4 uL betainy
(AM), 0,5 uL polimerazy DNA Taqg (5U/ mL) (A&A Biotechnology, Polska) oraz 14,5 uL
wody wolnej od rybonukleaz. Nastepnie dodano 2 ul. DNA wyizolowanego ze $ledziony
golebia zdiagnozowanego metoda multiplex PCR jako zakazonego PiCV. Warunki reakcji
byly nastepujace: 95°C/ 15 min, nastgpnie 40 cykli po: 94°C/ 1 min, 65°C/ 1 min, 72°C/ 1
min i 1 etap 72°C/ 10 min.

Metodg ta z zastosowano w publikacji 4.1.5.

E. Wykrywanie materialu genetycznego Chlamydia (C.) psittaci metoda TagMan real-
time PCR

Wykrywanie materiatu genetycznego C. psittaci przeprowadzano przy uzyciu
starterow oraz sondy molekularnej TagMan opisanej przez Ménard i wsp. (2006). W metodzie
tej amplifikowano fragment genu incA (wielko$¢ okoto 74 par zasad) za pomoca zestawu
TagMan Fast Universal PCR MasterMix (Life technologies, USA). Objgto$¢ mieszaniny
reakcyjnej wynosita 20 uL, a jej sktad byt nastgpujacy: 10 uL. TagMan Fast Universal PCR
MasterMix (2x), 2 uL starterow (koncentracja 3 uM), 2 uL sondy molekularnej Cpsi-incA-FT
(koncentracja 2 uM) oraz 4 uL DNA. Rekacj¢ przeprowadzano w termocyklerze MX 300 5P
(Stratagene, USA) w nastepujacych warunkach: wstepna denaturacja 95°C/ 10 min, nastgpnie
40 cykli 2 stopniowego profilu temperaturowego: 95°C/ 15 s oraz 60°C/ 1 min.

Metodg ta zastosowano W publikacji 4.1.4.

F. Amplifikacja fragment genu OmpA C. psittaci za pomoca nested PCR

We wszystkich probkach oznaczonych jako dodatnie w metodzie TagMan real-time
PCR podjgto probe amplifikacji fragmentu genu OmpA metoda nested PCR opisana przez
Heddema i wsp. (2006) w modyfikacji wiasnej. Modyfikacja polegata na wprowadzeniu
Tochdown PCR w pierwszej reakcji metody nested. Touchdown PCR przeprowadzano z
uzyciem zestawu HotStarTag Plus Master Mix (Qiagen, Niemcy) w termocyklerze
vapo.protect (Eppendorf, Niemcy) w nastgpujacych warunkach: wstepna denaturacja 95°C/ 5
min, nastepnie 15 cykli, w ktorych denaturacja wynosita 95°C/ 1 min, natomiast przytaczanie

starterow odbywalo si¢ w warunkach obnizania temperatury o 1°C (z 62°C do 47°C) w
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kazdym kolejnym cyklu. Wydtuzanie tancucha odbywato si¢ w temperaturze 72°C i czasie 2
minut. Temperatura przylaczania starterow w drugim etapie metody wynosita 52°C, natomiast

koncowa elongacja w obu etapach wynosita 10 minut w temperaturze 72°C.
Metodg ta zastosowano w pracy 4.1.4.
G. Elektroforeza w zelu agarozowym

Produkty amplifikacji w objg¢tosci 8 pLL poddawano rozdziatowi elektroforetycznemu
w 2% (multiplex PCR) lub 0,5% (uniplex PCR) zelu agarozowym z dodatkiem bromku
etydyny pod napigciem 120V przez 90 minut. Wyniki elektroforezy odczytywano za pomoca
systemu do wizualizacji zeli GelDoc (Biorad, Wtochy) i archiwizowano w postaci zdjeé

cyfrowych.

Ta metode wykorzystano w pracach 4.1.1.- 4.1.4.

4.2.2.4. Sekwencjonowanie fragmentow genow PiCV oraz C. psittaci i ich analiza

filogenetyczna

W wybranych prébkach przeprowadzono sekwencjonowanie otrzymanych produktow
PCR. Sekwencjonowaniu poddano 21 probek amplikondw fragmentu genu kodujacego gen
Cap PIiCV (okoto 325 par zasad) uzyskanych metoda multiplex PCR oraz 17 probek
amplikonow fragmentu genu OmpA C. psittaci uzyskanych metoda nested PCR.
Sekwencjonowanie przeprowadzono w firmie Genomed (Polska). Sekwencje nukleotydowe
zostalty zlozone | poroéwnane za pomoca oprogramowania Lasergene, wersja 8.1.5.
(DNASTAR, USA). Ztozone sekwencje genu Cap PiCV zostaly poréownane z 18
sekwencjami tego genu nalezacymi do szczepow PiCV pochodzacych z roznych czesci $wiata
umieszczonych w bazie GenBank, natomiast sekwencje genu OmpA C. psittaci poréwnano z
6 sekwencjami szczepow referencyjnych reprezentujacych genotypy A-F oraz 6BC
Chlamydia psittaci. Analiz¢ sekwencji przeprowadzano za pomoca metody Clustal W i

oprogramowania Mega 5 oraz Bioedit 7.0.0. Drzewa filogenetyczne wygenerowano metoda
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neighbor-joining przy uzyciu oprogramowania Mega 5 (Tamura i wsp., 2011). Matryce
podobienstwa nukleotydowego i aminokwasowego analizowanych sekwencji wygenerowano

za pomoca oprogramowania BioEdit 7.0.0.
Powyzsza metode zastosowano W pracach 4.1.2. oraz 4.1.4.
4.2.2.5. Sekwencjonowanie calego genomu PiCV oraz jego analiza filogenetyczna

Catkowite DNA z wybranych probek okreslonych jako dodatnie dla PiCV
zamplifikowano metoda toczacego si¢ kota (rolling circle amplification, RCA) za pomoca
zestawu TempliPhi™ (GE Healthcare, USA) i protokotu opracowanego przez Julian i wsp.
(2012). Uzyskane koliste DNA pofragmentowano za pomoca enzymu restrykcyjnego Xmnl
(Thermo Fisher, USA). Uzyskane w ten sposob fragmenty wklonowano do wektora
plazmidowego pJET1.2 (Thermo Fisher, USA). Otrzymane klony wektora pJET1.2 oraz
fragmentow genomu PiCV poddano sekwencjonowaniu metoda primer walking w firmie
Macrogen (Korea Potudniowa). Uzyskane w ten sposob sekwencje fragmentow genomow
badanych szczepow cirkowirusa gotebiego poréwnano z 17 dostegpnymi w bazie Genbank
sekwencjami kompletnego genomu PiCV i na tej podstawie zaprojektowano startery
amplifikujace produkt odpowiadajacy wielkoscia calemu genomowi cirkowirusa gotegbiego.
Sekwencje starterow byly nastgpujace: PICV-AV-F 5°-TCG CGC GAG AST TCA GTG
ARA T-3’ oraz PiCV-AV-R 5’- CYT CSG YCA TTG CTC TTC CGG CTT TC-3’. PCR
przeprowadzano za pomoca zestawu Kapa HiFi HotStart PCR (Kapa Biosystems, USA) w
nastgpujacych warunkach: 94°C/ 2 min, nastegpnie 25 cykli po 98°C/ 20 s, 60°C/ 20 s 1 72°C/
2 min. Koncowa elongacja odbywata si¢ w czasie 2 minut i przebiegala w temperaturze
72°C. Uzyskane amplikony wklonowano do wektora pJET1.2 (Thermo Fisher, USA),
nastgpnie wektory te uzyto do transformacji komorek kompetentnych Escheria (E.) coli w
celu powielenia DNA PiCV. Plazmidy uzyskane z pojedynczej kolonii transformowanych

bakterii poddano sekwencjonowaniu metoda Sanger w firmie Macrogen (Korea Potudniowa).

Sekwencje kompletnych genomoéw PiCV zlozono za pomoca oprogramowania DNA
baser (wersja 3.5.2; Heracle BioSoft S.R.L., Niemcy) oraz DNAMAN (wersja 5.2.9; Lynnon

Biosoft, Kanada). Ztozone sekwencje pelnego genomu 30 krajowych izolatow PIiCV
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poréwnano ze wszystkimi sekwencjami pelnego genomu PiCV dostgpnymi w bazie GenBank
za pomoca metody MUSCLE (Edgar, 2004) i oprogramowania Mega 5 (Tamura i wsp.,
2011). Drzewo filogenetyczne wygenerowano metoda neighbor-joining za pomoca
oprogramowania Mega 5. Maksymalne podobienstwo filogenetyczne pelnych genoméw po
usunigciu fragmentow zrekombinowanych opracowano za pomoca metody PHYML
(Guindon i wsp., 2010) i modelu substytucji nukleotydowych GTR+G4. Galezie obu drzew
filogenetycznych (sekwencje pelnych genoméw oraz genomow po usunigciu fragmentow
zrekombinowanych) z odsetkiem dopasowan (bootstrap) mniejszym niz 70% zostalty zwinigte
za pomocg oprogramowania Mesquite wersja 2.75 (http://mesquiteproject.org/). Oba drzewa
zostaty ukorzenione za pomoca sekwencji genomu cirkowirusa papug (PBFDV) (numer

akcesyjny w bazie GenBank AF071878).

Opisana metodyka zostata przeprowadzona w Uniwersytecie w Canterbury (Nowa Zelandia)

w ramach wspotpracy miedzynarodowej habilitanta i wykorzystana w pracy nr 4.1.3.
4.2.2.6. Produkcja rekombinowanego bialka kapsydu PiCV (rCP)

Otrzymane zgodnie z metodyka opisana w punkcie 4.2.2.3.D. produkty PCR
oczyszczano po rozdziale elektroforetycznym za pomoca zestawu QIAquick Gel Extraction
Kit (Qiagen, Niemcy), a nastgpnie poddano trawieniu enzymami restrykcyjnymi Hindlll oraz
Sall (Thermo-Scientific, USA) w celu uzyskania fragmentow umozliwiajacych wklonowanie
amplikonow do wektora pET6XHN-N (Takara Bio Inc., Japonia). Po calonocnej ligacji w
temperaturze 16°C za pomoca ligazy DNA T4 (1 uL/ 20 uL) (A&A Biotechnology, Polska)
uzyskano plazmid ekspresyjny pET6XHN-N-PiCoV, ktory nastgpnie uzyto do transformacji
komorek kompetentnych E. coli BL21 (DE3) Rosetta blue (Novagen, Niemcy) metoda szoku
temperaturowego. Transformowane bakterie hodowano w temperaturze 37°C przez 18 godzin
na ptytkach zawierajacych podtoze Luria-Bertani (LB) suplementowane ampicylina (50 ug/
mL) (A&A Biotechnology, Polska), IPTG (20 mM) (A&A Biotechnology, Polska) oraz X-
Gal (80 ng/ mL) (A&A Biotechnology, Polska). Zastosowane podtoze pozwala na selektywny
wzrost bakterii transformowanych wektorem pET6xXHN-N, w ktorym znajduje si¢ gen
opornosci na ampiciling. Insercja genu cap do wektora ekspresyjnego zostata zweryfikowana

za pomoca PCR opisanego w punkcie 4.2.2.3.D. Jako matryce wykorzystano DNA

-16 -


http://mesquiteproject.org/

Autoreferat: Tomasz Stenzel

plazmidowe uzyskane z transformowanych bakterii za pomoca zestawu Diaper Spin MiniPrep
Kit (Qiagen, Niemcy). Nastepnie ptynne podtoze LB suplementowane ampicylina (50 pg/
mL) oraz glukoza (1%) inokulowano pojedyncza kolonia transformowanych bakterii i
inkubowano przez 18 godzin w temperaturze 37°C przy wytrzasaniu (250 rpm) (MaxQ 4450,
Thermo Scientific, USA). Po tym etapie hodowla zostata rozcienczona 1:100 w bulionie LB
suplementowanym ampicylina i inkubowana w warunkach opisanych powyzej do uzyskania
gestosci optycznej ODggo = 0,5-0,6. W chwili uzyskania przez hodowle docelowej gestosci
optycznej do bakterii dodano wodny roztwor IPTG (do koncentracji 1mM) i kontynuowano
inkubacj¢ przez kolejne 18 godzin. Nastgpnie pobrano 1 mL hodowli, po czym obie probki
zwirowano (12 000 x g/ 1 min). Pobrany 1 mL opisanej hodowli bakteryjnej oraz 1 ml
hodowli bakterii nie indukowanych IPTG (kontrola negatywna ekspresji) wykorzystano do
przeprowadzenia SDS-PAGE w warunkach denaturujacych z zastosowaniem 12% zelu

poliakrylamidowego celem potwierdzenia ekspresji biatka.

W celu wyeluowania rCP supernatant komorek oczyszczono metoda chromatografii
powinowactwa w kolumnach zawierajacych ztoza niklowe za pomoca odczynnikow
HisTALON™ Gravity Column Purification Kit (Takara Bio Inc., Japonia). Koncentracjeg
wyeluowanego biatka mierzono za pomoca spektrofotometru NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific, USA).

Antygenowos¢ uzyskanego biatka okreslano metoda Dot Blot. Jako kontrole testu
zastosowano surowice uzyskane od gotebi inokulowanych dwukrotnie rekombinowanym
biatkiem kapsydu PiCV (kontrola dodatnia) oraz gol¢bi nieinokulowanych rCP i okreslonych
testem PCR jako niezakazone PiCV (kontrola ujemna). Pozostala reszte biatka

przechowywano w temperaturze -70°C do czasu dalszych analiz.
Opisana metodg zastosowano w pracy 4.1.5.
4.2.2.7. Wykrywanie przeciwcial przeciwko PiCV metoda in-house ELISA

Test przeprowadzono z wykorzystaniem odczynnikéw Antibody Pair Buffer Kit
(Invitrogen, USA). Ptytki 96-dotkowe optaszczono rekombinowanym biatkiem kapsydu PiCV
(koncentracja 20 pg/ mL). Po 24 godzinnej inkubacji, ptukaniu i zablokowaniu phytki
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(blocking buffer, 100 puL/ dotek) do kazdego dotka zdeponowano probki surowic kontrolnych
oraz badanych, rozcienczonych wczeéniej w stosunku 1:50 w buforze optaszczajacym. Jako
kontrolg negatywna testu uzyto surowicg od golgbia niezakazonego PiCV, natomiast jako
kontrolg pozytywna wykorzystano surowic¢ uzyskanag od golgbia dwukrotnie
immunizowanego rCP PiCV. Po 30 minutowej inkubacji z wytrzasaniem (250 rpm/ min)
przeprowadzonej w temperaturze pokojowej oraz trzykrotnym wyptukaniu ptytki, do kazdego
dotka dodano koniugat przeciwcial przeciwko golgbim IgG w rozcienczeniu 1:30 000
(Antibodies-online, USA). Po kolejnej inkubacji i plukaniu w warunkach analogicznych do
opisanych powyzej do kazdego dotka dodano tysiackrotnie rozcienczony koniugat przeciwciat
drugorzedowych sprz¢zonych z HRP (peroksydaza chrzanowa) (goat anti-rabbit -HRP, BD
Biosciences, USA). Po kolejnym etapie inkubacji i plukania dodano 100 uL substratu dla
HRP (Stabilized Chromogen TMB substrate buffer) i po 15 minutowej inkubacji w ciemnosci
przebiegajacej bez wytrzasania reakcja zostata zatrzymana poprzez dodanie 50 pL buforu
stopujacego. Wynik odczytano za pomoca spektrofotometru ELx 800 (Biotek, USA) przy
dlugosci fali 450 nm. Analiz¢ wyniku odczytano na podstawie wartosci O.D. (gestosé
optyczna) i S/P. Surowice klasyfikowano jako dodatnie dla przeciwciat przeciwko PiCV w

przypadku wartosci S/P > 0,2.

Opisana metodg zastosowano w pracy 4.1.5.

4.2.2.8. Analiza wynikéw

A. Analiza statystyczna

W przypadkach, w ktorych charakter wynikdw na to pozwalal opracowano je statystycznie

stosujac oprogramowanie STATISTICA PL wersja 10.0 oraz nastepujace testy:

e test nieparametryczny U Manna-Whitneya — prace 4.1.1. oraz 4.1.5.

e test chi — kwadrat Pearsona z poprawka Yatesa — praca 4.1.4.
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Roznice okreslono jako istotne dla p < 0,05 oraz wysoko istotne dla p < 0,01.
B. Analiza wyst¢gpowania rekombinacji w genomach réznych szczepéw PiCV

Analizie poddano 47 sekwencji pelnych genoméw PiCV (30 izolatow krajowych oraz
17 dostgpnych w bazie GenBank). Badania przeprowadzono za pomoca oprogramowania
RDP4 (recombination detection program) (Martin i wsp., 2010) przy ustawieniach
domyslnych dla nastepujacych metod wykrywania rekombinacji: RDP (Martin i Rybicki,
2000), Geneconv (Padidam i wsp., 1999), Bootscan (Martin i wsp., 2005), Maxchi (Smith,
1992), Chimaera (Posada i Crandall, 2001), Siscan (Gibbs i wsp., 2000) oraz Seq (Boni i
wsp., 2007). Jako wiarygodne dowody na wystapienie rekombinacji uznawano tylko te, ktore

zostaty potwierdzone minimum trzema z powyzszych metod.

Sekwencje  wyjsciowe najbardziej odpowiadajace wykrytym  fragmentom
zrekombinowanym w genomach PiCV nazwane zostaly “wigkszym” lub “mniejszym

rodzicem” w zalezno$ci od wielko$ci sekwencji przekazanej do genomu wirusa "potomnego*.
Ta metoda zostata zastosowana w pracy 4.1.3.
C. Okreslenie mechanizmow ewolucji PiCV

Przyrownanie sekwencji genow rep i cap PiCV oraz PBFDV wygenerowano za
pomoca oprogramowania Mega 5 na podstawie wszystkich dostgpnych w bazie GenBank oraz
uzyskanych w badaniach wiasnych sekwencji pelnych genoméw tych wirusow w celu
wykrycia sygnatow wskazujacych na zaistnienie mechanizméw naturalnej selekcji w
miejscach homologicznych dla obu gatunkow. Dodatkowo sekwencje genow obu gatunkow
wiruso6w analizowano oddzielnie w celu zidentyfikowania wstawek rekombinacyjnych przy
uzyciu metody GARD (Kosakovsky Pond i wsp. 2006). Sekwencje te analizowano réwniez
pod katem wykrycia kodonow (miejsc w genie) powstatych pod wpltywem pozytywnej, jak i
negatywnej selekcji za pomoca metod FUBAR (Murell 1 wsp. 2013) 1t MEME (Murell 1 wsp.
2012). Miejsca okreslone jako ewoluujace pod ptywem pozytywnej selekcji za pomoca obu
metod (FUBAR i MEME) uznawano za wspoélne dla wszystkich linii genetycznych (dziatanie
jednego, stalego czynnika), natomiast miejsca wykryte tylko a pomoca metody MEME

uznano za ewoluujace pod wpltywem pozytywnej selekcji tylko u pojedynczych linii.
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4.2.3. Wyniki i dyskusja
4.2.3.1. Prewalencja wybranych zakazen wirusowych u golebi na terenie Polski

W celu wstepnego 0Szacowania sytuacji epizootycznej wybranych zakazen
wirusowych oraz okreslenia, ktory z wirusow stanowi najwigkszy problem w patologii gotgbi
przebadano ptaki pochodzace z tacznie 107 stad usytuowanych na terenie catego kraju.
Wyniki badan jednoznacznie wskazuja, ze zakazenia cirkowirusowe gotebi naleza do
najliczniej notowanych ($rednio 72% badanych populacji). Co ciekawe, duza czgstotliwosé
infekcji PICV stwierdzana jest u golgbi bez wzgledu na stan ich zdrowia oraz wiek, co moze
sugerowac istnienie réznych szczepow cirkowiruséw gotebich rézniacych si¢ patogennoscia.
Wykazano jednak, ze u golebi wykazujacych objawy chorobowe czgstotliwo$é zakazen
cirkowirusowych byta statystycznie istotnie wyzsza niz u ptakow klinicznie zdrowych.
Réznice te wykazano gtéwnie wsrdd dorostych gotebi pocztowych, u ktorych stwierdzono
44,5% prewalencje PiCV u ptakow zdrowych oraz 80% u gotebi wykazujacych nieswoiste
objawy chorobowe. Uzyskane wyniki sugeruja, ze zakazenie cirkowirusem gol¢bim moze by¢

zwiazane z wystgpowaniem YPDS.

Drugim pod wzgledem czgstotliwosci wystgpowania okazat si¢ herpeswirus gotebi
(prewalencja 0 - 30 % w zaleznosci od badanej grupy), przy czym jego material genetyczny
stwierdzano czesciej u mtodych gotebi ozdobnych z nieswoistymi objawami chorobowymi
(30%), niz u ptakow z pozostatych badanych grup (0 — 22%). Wigkszos¢ chorych gotebi, u
ktorych stwierdzono obecno$¢ materialu genetycznego PiHV okazata si¢ jednocze$nie

zainfekowana PiCV.

Uwage zwraca mata prewalencja zakazen adenowirusowych wsrod golebi. U Zzadnego
z badanych ptakow nie stwierdzono obecno$ci materiatu genetycznego FadV, natomiast
gotebi adenowirus stwierdzono w zaledwie 2 stadach gotebi mlodych (1 stado gotgbi
ozdobnych oraz 1 stado golgbi pocztowych), co stanowito 5% z danej grupy. W omawianych
przypadkach material genetyczny gotebiego adenowirusa stwierdzono w probkach

pochodzacych od ptakéw, ktore padty z wyraznymi objawami YPDS. Zaréwno w jednym, jak
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1 drugim stadzie gol¢bi zakazonych PiAV stwierdzono réwnoczesne zakazenie PiCV oraz

PiHV.

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze najbardziej powszechnymi zakazeniami w
polskiej populacji golebi domowych sa infekcje wywotane przez PiCV, a sytuacja
epizootyczna w Polsce jest zblizona do wystepujacej w innych krajach $wiata. Ze wzgledu na
rébwnie wysoka prewalencj¢ zakazen cirkowirusowych u gotebi zdrowych, jak i chorych
potwierdzono hipotezg, ze do rozwoju YPDS konieczne jest wystgpowanie czynnikOw
dodatkowych takich jak stres (odsadzenie od rodzicow, zbyt p6zno przeprowadzane pierwsze
szczepienia pisklat, treningi, loty konkursowe, stres socjalny zwiazany z przepetnieniem
obiecktow w miesiacach letnich) lub, ze moga wystgpowac szczepy cirkowirusOw o rdznej
zjadliwosci. Ponadto uzyskane wyniki badan wlasnych potwierdzaja podejrzenia innych
autorow, ze pierwotng przyczyna YPDS nie sa zakazenia adenowirusowe, tylko powszechne

infekcje golebim cirkowirusem.

Wyniki przeprowadzonych badan opublikowano w pierwszej pracy oryginalnej,

wchodzacej w sktad osiagnigcia naukowego:

Stenzel T., Pestka D., Tykatowski B., Smiatek M., Koncicki A.: Epidemiological
investigation of selected pigeon viral infections in Poland. Veterinary Record, 2012, 171, 562.
doi: 10.1136/vr.100932.

4.2.3.2. Wstepna ocena zréznicowania genetycznego krajowych izolatow PiCV

Wstgpna oceng zrdznicowania  genetycznego krajowych izolatow  PiCV
przeprowadzono w oparciu o probki uzyskane od gotebi pochodzacych tacznie z 152 stad (88
stad gotebi pocztowych oraz 64 stada gotebi ozdobnych), usytuowanych w réznych regionach
Polski. Ze wzgledu na dane literaturowe wskazujace, ze w genie kodujacym biatko kapsydu
najczesciej dochodzi do mutacji, do analizy wykorzystano zamplifikowane za pomoca metody
opisanej w punkcie 4.2.2.3.A fragmenty genu cap o wielkosci okolo 326 par zasad.
Analizowany fragment odpowiadat sekwencji znajdujacej si¢ w pozycji migdzy 60 a 385
nukleotydem w genie cap i stanowit okoto 30% dtugosci tego genu. Uzyskane sekwencje
przyrdbwnano za pomoca oprogramowania Mega 5 do znanych sekwencji genu cap
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umieszczonych w bazie GenBank. Przeprowadzone badania wykazaty, ze w 107 probkach
stwierdzono obecno$¢ materiatu genetycznego PiCV, co stanowi 70,39% badanej populacji i

jest zbiezne z wynikami uzyskanymi wczesniej.

Tylko 21 ze wszystkich uzyskanych probek dodatnich udato si¢ skutecznie
zsekwencjonowaé¢, C€zego przyczyna mogla by¢ cze$ciowa degradacja DNA. Analiza
filogenetyczna polskich izolatéw PiCV wykazata, ze pomimo stosunkowo duzej zmiennoS$ci
w sekwencjach analizowanych fragmentow gendw mozliwe bylo wyodrgbnienie grup
filogenetycznych (kladow) posiadajacych hipotetycznych wspolnych przodkow ze znanymi
izolatami cirkowiruséw golegbich umieszczonych w bazie GenBank. Cirkowirusy golgbie
stanowia 5 odmiennych grup filogenetycznych okreslanych umownie A — E. W badaniach
wlasnych wykazano, ze krajowe izolaty PiCV nie wykazuja przynaleznosci do wszystkich
kladow. Wigkszo$¢ polskich izolatow nalezalo do grupy A, ktéra utworzona jest przez
potnocnoamerykanskie oraz europejskie szczepy PiCV. Do kladow B oraz C tworzonych
przez niektore wirusy europejskie (gtownie szczepy belgijskie, wegierskie oraz wloskie)
nalezaty jedynie po 4 krajowe izolaty PiCV. Natomiast zaden z Polskich izolatoéw nie nalezat
do kladéw D oraz E (szczepy australijskie, azjatyckie i nieliczne europejskie). Powyzsze
moze by¢ spowodowane intensywnym importem gotgbi pocztowych reprodukcyjnych z
réznych krajow europejskich do Polski. Analiza dlugos$ci poszczegdlnych galezi drzewa
filogenetycznego utworzonego na podstawie przyréwnania omawianych sekwencji wykazata,
ze hipotetyczni wspdlni przodkowie krajowych oraz znanych $wiatowych izolatow PiCV
wystepowali w odleglej przesztosci lub, ze PiCV ma zdolno$¢ do bardzo szybkiego
mutowania si¢. Dodatkowa analiza przeprowadzona za pomoca oprogramowania Bioedit 7.0
potwierdzita powyzsza hipotezg, poniewaz w badanym fragmencie genu stwierdzono
wystgpowanie licznych mutacji. Wszystkie izolaty nalezace do kladow A, B oraz C posiadaty
delecje 3 nukleotydow w pozycjach 157-159. Z kolei izolaty nalezace do kladow B i C
posiadaty delecje 6 nukleotydow w pozycjach 84-89, a izolat PL_168_F (podobnie jak znane
szczepy belgijskie i wegierskie) charakteryzowat si¢ delecja 3 nukleotydéw w pozycjach 103-
105. Ponadto w analizowanym fragmencie genu stwierdzono bardzo liczne substytucje
nukleotydowe (mutacje punktowe). Wszystkie stwierdzone delecje nukleotydowe miatly

wplyw na sekwencje aminokwasowe biatka, co przejawialo si¢ delecja aminokwasow w
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pozycjach 29-30 (izolaty nalezace do kladéow B oraz C), 35 (belgijskie i wegierskie izolaty
nalezace do kladu B, a takze izolat PL 168 F) oraz w pozycji 58 (izolaty z grup
filogenetycznych A, B i C). Podobienstwo nukleotydowe krajowych izolatow PiCV okre$lone
na podstawie analizowanego fragmentu genu cap wynosilo $rednio 86,57%, z Kolei
podobienstwo sekwencji aminokwasowych wygenerowanych na podstawie przyrownanych
sekwencji nukleotydowych wynosito 89,02%. Wszystkie sekwencje krajowych izolatow
PiCV zostaly umieszczone w bazie danych GenBank i uzyskaly numery akcesyjne:
KC691675 - KC691696.

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze mutacje wystepujace W genie kodujacym biatko
kapsydu PiCV maja wptyw na jego sekwencj¢ aminokwasowa, co z kolei moze wptywac na
struktur¢ CP. Wobec tego wysnuto hipotezg, Ze mutacje te moga mie¢ wptyw na powstawanie
odpornosci swoistej przeciwko temu wirusowi (powstawanie przeciwcial skierowanych
przeciwko kapsydowi PiCV) Ilub wplywa¢ na zjadliwo$¢ poszczegodlnych izolatow
cirkowirusow golgbich, czego dowodem moze by¢ fakt omowiony w poprzednim rozdziale
wskazujacy, ze nie u wszystkich zakazonych gotebi stwierdza sig¢ objawy chorobowe YPDS.

Wyniki przeprowadzonych badan opublikowano w drugiej pracy oryginalnej,

wchodzacej w sktad prezentowanego osiagnigcia:

Stenzel T., Pestka D.: Occurrence and genetic diversity of pigeon circovirus strains in Poland.
Acta Veterinaria Hungarica, 2014, 62, 274-283.

4.2.3.3. Zréznicowanie genetyczne krajowych izolatow PiCV w oparciu o analize
pelnego genomu oraz analiz¢ mechanizméw ewolucji cirkowirusow (rekombinacje

genetyczne, selekcja naturalna)

Weczesniejsze badania filogenetyczne przeprowadzone w oparciu o analize fragmentu
genu kodujacego biatko kapsydu wykazatly, ze wérod roznych izolatow PiCV bardzo czgsto
stwierdza si¢ mutacje. Na uwage zasluguje rowniez fakt, ze cirkowirusy posiadaja
stosunkowo maty genom (okoto 2 000 par zasad). W zwiazku z tym, ze nie u wszystkich
zakazonych gotebi wystgpuja objawy YPDS, wysnuto hipotezg, ze mozliwa jest korelacja
pomiedzy genotypem wirusa a jego zjadliwoscia. Uwzgledniajac powyzsze fakty uznano, ze
dla pelnego zobrazowania zmiennos$ci genetycznej w obrebie krajowych izolatéw PiCV
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konieczna jest analiza filogenetyczna wykonana w oparciu o sekwencje kompletnego genomu
roéznych izolatow cirkowirusow gotebich. W zwiazku z brakiem mozliwos$ci przeprowadzenia
tak zaawansowanych analiz w kraju rozpoczgto wspotpracg z Uniwersytetem w Canterbury
(Nowa Zelandia).

Na poczet planowanych badan zebrano material od tacznie 324 gotebi (probki od 264
gotebi domowych, z ktérych 152 byly wykorzystane do analiz opisanych w punkcie 4.2.3.2.
oraz 60 golebi ,miejskich™). Zebrane probki zbadano w kierunku obecno$ci materialu
genetycznego PiCV za pomoca metody opisanej w punkcie 4.2.2.3.A. Badania wykazaty, ze
okoto 64% probek pochodzacych od golgbi domowych byto dodatnich w kierunku materialu
genetycznego PiICV, natomiast prewalencja tego wirusa w populacji zdziczatych gotebi
miejskich wynosita 44,7%. Mniejsza czgstotliwos¢ wystgpowania PiCV u golebi miejskich
nalezy tlumaczy¢ faktem, ze dziko zyjaca populacja tych ptakéw poddawana jest
mechanizmom selekcji naturalnej. Wobec powyzszego wystepuje u nich zdecydowanie
wyzsza $miertelnosé, dotyczaca przede wszystkim osobnikéw chorych. U gotebi domowych
$miertelnos¢ jest nizsza dzigki podejmowanym zabiegom lekarsko-weterynaryjnym. Leczenie
ptakow niestety czgsto prowadzi do przejscia infekcji w stan bezobjawowego nosicielstwa
wirusa. Powyzsze zyskalo potwierdzenie w wynikach badan wlasnych, w ktorych okoto

potowa ptakoéw (53%) byta zakazona PiICV podklinicznie.

W zaledwie 30 probkach (8 pochodzacych od gotebi pocztowych, 12 pochodzacych od
gotebi ozdobnych oraz 10 od gotgbi miejskich) dodatnich w kierunku obecno$ci materiatu
genetycznego PiCV udato si¢ zamplifikowa¢ caty genom tego wirusa. Uzyskane sekwencje
pelnego genomu krajowych izolatow PiCV poroéwnano ze wszystkimi (n=17) sekwencjami
pelnych genoméw PiCV dostepnych w bazie GenBank (izolaty z Afryki, Ameryki Potnocnej,
Australii i Europy) oraz migdzy soba. Podobienstwo nukleotydowe w obrgbie genomow
polskich izolatow PiCV wynosito 86% natomiast pomigdzy izolatami krajowymi, a
dostgpnymi w bazie GenBank wynosito nieco mniej, gdyz 83%. Omawiane w niniejszym
rozdziale sekwencje kompletnego genomu polskich izolatow PiCV umieszczono w bazie

GenBank pod numerami akcesyjnymi: KF738843 - KF738872.
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Drzewo filogenetyczne utworzone po przyrownaniu wszystkich 47 sekwencji pelnego
genomu PiCV wykazalo, ze wirusy te tworza 5 kladow (podobnie jak w przypadku drzewa
filogenetycznego opracowanego w oparciu o analiz¢ fragmentu genu cap). Najwicksza grupe
stanowito okoto 57% izolatow pochodzacych z Afryki, Ameryki Poinocnej oraz Europy.
Sposrdd nich wyodregbniono mniejsze podgrupy blisko ze soba spokrewnionych wirusow
pochodzacych z tych samych regionéw geograficznych. Jedna z takich podgrup tworza
polskie izolaty PiCV. Nie udalo si¢ niestety wykaza¢ zadnego powigzania pomigdzy
genotypem PiCV, a rodzajem zywiciela (gotgbie pocztowe, ozdobne oraz ,,miejskie”- dzikie).
Nie stwierdzono tez zalezno$ci pomigdzy genotypem PiCV, a wystgpowaniem u zakazonych
golebi objawow chorobowych. Powyzsze wskazuje natomiast, ze wystepuja zar6wno
dlugodystansowe ,,migracje” wirusow (wraz z zakazonymi PiCV golgbiami pocztowymi
bioracymi udzial w lotach konkursowych oraz globalnym handlem tymi ptakami), jak i
migracje pomigdzy populacjami zywicieli (z populacji gotebi pocztowych do np. populacji
golebi miejskich), ktore nie maja wptywu na ewolucje PiICV. Wiadomo jest jednak, ze wazna
role w ewolucji wiruséw posiadajacych jednoniciowe DNA odgrywaja procesy rekombinacji,
co potwierdzono m. in. u cirkowirusow (Varsani i wsp., 2011, Julian i wsp., 2013). Analiza
rekombinacji genetycznych w genomach PiCV przeprowadzona zgodnie z metodyka opisana
w punkcie 4.2.2.8.B. wykazata, ze ws$réd badanych wirusow zaistnialty 23 niezalezne
zdarzenia wskazujace na ten proces. W kilku przypadkach odnotowano rowniez 2 niezalezne
zdarzenia rekombinacyjne w obrebie jednego genomu (czyli dany izolat posiadat
zrekombinowane fragmenty pochodzace od 2 roéznych wirusow ‘“rodzicielskich”). W
wigkszosci przypadkoéw zrekombinowane fragmenty byty stosunkowo duze (97-985 par
zasad). U zaledwie szeSciu izolatow (jeden australijski, trzy europejskie oraz dwa
péinocnoamerykanskie) nie stwierdzono dowodoéw na zaistnienie procesu rekombinacji
genetycznych. Bardzo ciekawe wyniki uzyskano na podstawie analizy filogenetycznej
wszystkich omawianych sekwencji przeprowadzonej po usunigciu z nich fragmentow
zrekombinowanych. Okazalo si¢ wowczas, ze wszystkie sekwencje genomow PiCV tworza
nie 5, a jedynie 2 grupy filogenetyczne (dwie linie genetyczne wirusa), a jeden z krajowych
izolatow (PL53, numer akcesyjny: KF738860) rozni si¢ znaczaco od wszystkich znanych
cirkowirusow gotebich i jest jedynym reprezentantem nowej grupy filogenetycznej PiCV.

Przeprowadzone analizy wykazaty takze, ze podobnie jak to jest u PBFDV najczgstszym
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miejscem wystepowania wstawek rekombinacyjnych w genomie PiCV sa regiony pomig¢dzy
kodonami stop genow rep i cap oraz W genie zwigzanym z replikacja wirusa. Co ciekawe
pomimo, ze gen Kodujacy CP tatwo podlega mutacjom, Stwierdzono w tym regionie znacznie

mniej wstawek rekombinacyjnych niz w genie Rep.

Bardzo interesujace zaleznos$ci zaobserwowano réwniez po przeprowadzeniu analizy
potencjalnych mechanizméw selekcji naturalnej w obrgbie genow rep i cap. Wykazano, ze w
genie kodujacym CP istnieje ponad dwa razy wigcej fragmentow, bedacych nastgpstwem
selekcji pozytywnej (adaptacyjnej) niz w genie kodujacym biatko zwiazane z replikacja
wirusa. Jednym z podstawowych czynnikow majacych wptyw na ewolucj¢ na drodze selekcji
pozytywnej wirusow infekujacych krggowce jest reaktywnos$¢ uktadu immunologicznego
gospodarza (Esteban i Hutchinson, 2011). Oczywistym jest, ze biatko kapsydu znacznie
czesciej bywa narazone na oddziatywanie mechanizmoéw immunologicznych u zywiciela niz
biatko Rep. Wytwarzane przez organizm golgbia przeciwciala skierowane przeciwko biatku
kapsydowemu moga ogranicza¢ zdolno$¢ replikacji wirusa, wobec czego naturalnym
mechanizmem ewolucyjnym jest wystgpowanie zmienno$ci w genie kodujacym to biatko, co

umozliwia utrzymanie si¢ wirusa w populacji zywicieli.

Konkludujac wyniki powyzszych badan nalezy stwierdzi¢, ze pomimo stosunkowo
duzego zréznicowania genetycznego w obregbie genomow PiCV nie istnieje zadna zaleznos¢
pomigdzy genotypem a regionem geograficznym pochodzenia danego izolatu oraz rodzajem
zywiciela. Cirkowirusy golgbie posiadaja zdolnosci do szybkiego ewoluowania na drodze
mutacji bedacych nastepstwem pozytywnej selekcji (mutacje adaptacyjne) oraz rekombinacji
genetycznych, co czyni je podobnymi do o wiele lepiej zbadanych i spokrewnionych z nimi w
zaledwie 64% cirkowirusow wystepujacych u papug (PBFDV). Brak zalezno$ci pomigdzy
genotypem PIiCV, a stanem zdrowia zywicieli, od ktorych dane szczepy wyizolowano jest
potwierdzeniem dla teorii, méwiacej ze do wystapienia objawow klinicznych YPDS nie
wystarczy samo zakazenie cirkowirusowe 1 potrzebne sa dodatkowe czynniki. Tym samym
hipoteza dotyczaca mozliwo$ci wystgpowania roéznych patotypow PiCV nie uzyskata

potwierdzenia.
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Wyniki przeprowadzonych badan opublikowano w trzeciej pracy wchodzacej w sktad

niniejszego osiagnigcia naukowego:

Stenzel T., Piasecki T., Chrzgstek K., Julian L, Muhire B. M., Golden M, Martin D. P.,
Varsani A.: Pigeon circoviruses display patterns of recombination, genomic secondary
structure and selection similar to those of Beak and feather disease viruses. Journal of General
Virology, 2014, 95, 1338-1351.

4.2.3.4. Korelacja pomigdzy wystepowaniem zakazenia PiCV a prewalencja Chlamydia

psittaci u golgbi domowych oraz zdziczalych

Weczesniejsze badania wiasne oraz dane literaturowe (Raue i wsp., 2005) sugeruja, ze
cirkowirus golgbi jako immunosupresor moze predysponowaé zainfekowane nim ptaki do
czgstszych zakazen innymi drobnoustrojami. Stosunkowo waznym problemem z punktu
widzenia hodowli gotgbi (glownie pocztowych) jest wystgpowanie infekcji drog
oddechowych. Moga by¢ one wywotane przez rdzne drobnoustroje, m. in. herpeswirus gotebi
(praca 4.2.3.1.), Klebsiella pneumoniae, mykoplazmy oraz Chlamydia (C.) psittaci. W
zwiazku z faktem, ze C. psittaci przypisuje si¢ znaczaca rol¢ w patologii gotebi oraz, ze
drobnoustrdj ten jest waznym czynnikiem zoonotycznym (Saito i wsp., 2005, Heddema i
wsp., 2006, Dickx i wsp., 2010) przeprowadzono badania majace na celu okreslenie
zaleznosci pomigdzy prewalencja C. psiitaci, a wystgpowaniem PiCV. Przeprowadzono
rowniez analiz¢ filogenetyczna uzyskanych izolatow C. psittaci w celu okreslenia
dominujacego w krajowej populacji gotebi genotypu tej bakterii. Badania wykonano na
materiale genetycznym wyizolowanym lacznie od 276 gotebi domowych (159 golebi
pocztowych oraz 117 gotebi ozdobnych) 1 101 gotebi miejskich z populacji pochodzacych z
réznych regionéw Polski. Znaczaca Czgs¢ probek uzyskano w celu przeprowadzenia
wczesniejszych analiz opisanych w punktach 4.2.3.1 - 4.2.3.3. W omawianych badaniach
wykorzystano metody molekularne opisane w punktach: 4.2.2.3.A, 4.2.2.3.E, 4.2.2.3.F oraz
4.2.2.4.
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Przeprowadzone badania wykazaly, ze material genetyczny C. psittaci wystepowat
znacznie czesciej u gotebi zakazonych PICV (3,8% golebi pocztowych, 9,4% gotebi
ozdobnych oraz 3,0 % golgbi miejskich) niz wolnych od infekcji tym wirusem (1,9% gotebi
pocztowych, 0,8% gotebi ozdobnych oraz 1,0 % gotebi miejskich). Tylko w przypadku gotebi
ozdobnych réznice te byly statystycznie istotne (p = 0,00). Trend ten obserwowano we
wszystkich badanych grupach gotebi bez wzgledu na ich stan zdrowia, ale byt on bardziej
wyrazny u ptakéw wykazujacych objawy chorobowe. Uzyskane wyniki badan sugeruja, ze
prewalencja C. psittaci u golgbi moze by¢ skorelowana z bardzo powszechnymi w populacji
tych ptakow zakazeniami cirkowirusowymi, ktorych konsekwencja jest immunosupresja
(Todd, 2000, Abadie i wsp., 2001).

Ze wzgledu na fakt, ze C. psittaci jest waznym czynnikiem zoonotycznym,
przeanalizowano rowniez prewalencj¢ zakazen ta bakteria u gotebi w Polsce z pominigciem
wystepowania PiCV. Czgstotliwo$¢ zakazen C. psittaci wyniosta $rednio 7,6% u ptakow
domowych (21 probek dodatnich), przy czym u golebi ozdobnych byta prawie dwukrotnie
wyzsza niz u golgbi pocztowych. Prewalencja u gotgbi miejskich wynosita 3,9%.
Genotypowanie uzyskanych w trakcie badan izolatow C. psittaci przeprowadzone w oparciu 0
sekwencjonowanie fragmentu genu OmpA wykazato, ze zdecydowana wigkszo$¢ z nich
nalezy do typowego dla gotebi genotypu B, natomiast tylko 2 izolaty sklasyfikowano do
genotypu E. Badane izolaty charakteryzowaly si¢ bardzo niskim zréznicowaniem
genetycznym zarO0wno w poréwnaniu ze szczepami referencyjnymi (99,9 - 100% homologii
ze szczepem referencyjnym w przypadku genotypu B oraz 96,6 - 99,8% homologii ze
szczepem referencyjnym w przypadku genotypu E), jak i miedzy soba (99,4% homologii), co
jest zgodne z danymi literaturowymi (Sachse i wsp., 2012, Dolz i wsp., 2013). Fakt, ze
wigkszos$¢ ptakow (bez wzgledu na status zakazenia PiCV), u ktorych stwierdzono materiat
genetyczny C. psittaci nie wykazywata objawow chorobowych potwierdza stosunkowo niska
patogennos¢ chlamydii nalezacych do genotypu B (Vanrompay i wsp., 1994). Trzy z izolatow
nalezacych do genotypu B (Ni_D_200, PL_F_22 i PL_F_72) wyizolowano od ptakow
badanych tuz po zaimportowaniu ich z Holandii, co wskazuje na znaczenie
migdzynarodowego obrotu ptakami w szerzeniu si¢ chorob zakaznych groznych dla

czlowieka.
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Reasumujac przeprowadzone badania nalezy stwierdzi¢, ze prewalencja Chlamydia
psittaci w polskiej populacji gotebi jest stosunkowo niska i skorelowana z wystgpowaniem

immunosupresyjnego cirkowirusa golgbiego.

Wyniki przeprowadzonych badan opublikowano w czwartej pracy oryginalnej,

stanowiace] kompilacj¢ osiagnigcia:

Stenzel T., Pestka D., Choszcz D.: The prevalence and genetic characterization of Chlamydia
psittaci from domestic and feral pigeons in Poland and the correlation between infection rate
and incidence of pigeon circovirus. Poultry Science, 2014, 93, 2991-3001.

4.2.3.5. Okreslenie statusu immunologicznego PiCV u golebi klinicznie zdrowych

Prewalencja zakazen cirkowirusowych w Polsce zostala gruntownie zbadana i
przedstawiona w omawianych w powyzszych rozdziatach badaniach wlasnych, istnieja tez
prace z tego zakresu z innych cze¢sci $wiata (Zhang i wsp., 2011, 2015, Csagola i wsp., 2012,
Phan i wsp., 2013, Mahzounieh i wsp., 2014). Natomiast nadal niewiele wiadomo na temat
statusu immunologicznego PiCV u golebi. Wczedniejsze badania wykazaty, ze znaczna czg$¢
ptakow (okoto 53%) zakazona jest bezobjawowo (praca 4.2.3.3.). W zwiazku z powyzszym
zaplanowano dalsze badania zmierzajace do okreSlenia statusu immunologicznego PiCV
golebi nie wykazujacych klinicznych objawow choroby. Uwzgledniajac fakt, ze cirkowirus
golebi moze by¢ transmitowany droga pionowa (Duchatel i wsp., 2005, 2006) badania
przeprowadzono na klinicznie zdrowych gotebiach reprodukcyjnych. W tym celu okreslono u
nich stopien zakazenia PiCV bardziej czula niz konwencjonalny PCR metoda real-time PCR
(pkt. 4.2.2.3.C) oraz obecnos¢ przeciwcial przeciwko antygenowi zewnetrznemu PiCV jakim
jest biatko kapsydu. Do okreslenia przeciwcial przeciwko cirkowirusowi golebiemu uzyto
metody in-house ELISA (pkt. 4.2.2.7). W zwiazku z faktem braku opracowanej metody
hodowli laboratoryjnej PiCV, jako antygen do oplaszczania plytek wielodotkowych
wykorzystano rekombinowane biatko kapsydu PiCV (rCP) uzyskane za pomoca metodyki
opisanej w punkcie 4.2.2.6. Badania przeprowadzono na 171 klinicznie zdrowych gotgbiach
pocztowych pochodzacych z 3 stad reprodukcyjnych, w ktorych w ciagu ostatnich 3 lat nie
stwierdzono problemu YPDS w trakcie odchowu pisklat. Badane ptaki stanowity 100%

poglowia tych stad.
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Badania wykazaty, ze 61 z 171 badanych ptakow byto zakazonych PiCV, co stanowi
jedynie 35,67% badanej populacji i jest niezgodne z wynikami uzyskanymi wcze$nie;j.
Powyzsza rdznica moze wynika¢ z faktu, ze omawiane wcze$niej badania prowadzone byty
na ptakach o réznym statusie zdrowotnym (zaré6wno klinicznie zdrowe, jak i chore).
Omawiane w tym rozdziale badania przeprowadzono na klinicznie zdrowych dorostych
gotebiach pocztowych. Z tego wzgledu uzyskane wyniki sa zgodne z wynikami wybranych
badan opisanych wczesniej, ktore wykazaty, ze prewalencja PiCV jest nizsza u dorostych
golebi pocztowych niz u mtodych (praca 4.2.3.1). Monitoring serologiczny przeprowadzony
za pomoca in-house ELISA wykazal natomiast, ze az 123 ptaki posiadaly przeciwciata
przeciwko PiCV, co stanowito 71,92% badanej populacji. Odsetek gotebi seropozytywnych
byl podobny u ptakéw bezobjawowo zakazonych oraz niezakazonych i wynosit odpowiednio
73,78% 1 70,91%. Wyniki te koresponduja z badaniami retrospektywnymi przeprowadzonymi
przez Daum i wsp. (2009), ktorzy wykazali, ze w $rednio 78% (61-90%) surowic pobranych
od gotebi domowych w latach 1989, 1991 i 2008 znajdowaly si¢ przeciwciata przeciwko
PiCV. W badaniach wtasnych wspoétczynnik S/P réznit sig statystycznie (p< 0,01) pomigdzy
ptakami okreslonymi jako zakazone (Srednie S/P = 0,48) i niezakazone (Srednie S/P = 0,28).
Wysoki odsetek ptakow seropozytywnych wsrod gotebi niezakazonych, przy jednoczes$nie
dwukrotnie nizszym wspotczynniku S/P moze sugerowaé, ze badane ptaki przebyly infekcje
PiCV wczesniej lub byty nadal zainfekowane, ale nie sialy wirusa w trakcie pobierania
probek do badan. W grupie ptakow zakazonych stwierdzono, ze odchylenie standardowe (SD)
usrednionych wynikdéw oraz wspotczynnik zmiennosci (CV) byly znacznie wyzsze (SD =
0,35, CV = 72,41%) niz w grupie ptakéw okreslonych jako niezakazone (SD = 0,17, CV =
59,5%). Powyzsze wyniki sa typowe dla infekcji terenowych i moga wskazywac, ze gotebie u
ktorych stwierdzono obecnos¢ materiatu genetycznego PiCV w chwili badania znajdowaty sie

na réznych etapach zakazenia.

Reasumujac powyzsze badania nalezy stwierdzi¢, ze wskazuja one nie tylko na wysoki
odsetek gotebi seropozytywnych w badanych stadach reprodukcyjnych, ale rowniez, ze
opracowany test in-house ELISA z zastosowaniem rekombinowanego biatka kapsydu PiCV
jako antygenu do optaszczania ptytek wielodotkowych, moze stanowi¢ uzupetniajace metody

molekularne narzgdzie diagnostyczne shuzace do okreslenia statusu infekcji PiICV u gotgbi
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domowych. W zwiazku z globalna skala problemu jaka sa zakazenia PiCV u golebi i brakiem
szczepionki przeciwko cirkowirozie gotebi, jedynym sposobem kontroli tej choroby wydaje
si¢ by¢ uzyskanie i utrzymywanie stad rodzicielskich wolnych od PiCV. Uzyskanie takich
stad moze by¢ mozliwe dzigki regularnemu monitoringowi przeprowadzanemu za pomoca
badan serologicznych i molekularnych oraz systematycznej selekcji ptakéw reagujacych

dodatnio w obu wymienionych testach.

Wyniki przeprowadzonych badan opublikowano w piatej pracy oryginalnej,

wchodzacej w sktad prezentowanego osiagnigcia:

Stenzel T., Wozniakowski G., Pestka D., Choszcz D., Tykatowski B., Smiatek M.,
Koncicki A.: Application of pigeon circovirus recombinant capsid protein for detecting anti-
PiCV antibodies in the sera of asymptomatic domestic pigeons and the potential use of a
combination of serological and molecular tests for controlling circovirus infections in pigeon
breeding flocks. Poultry Science, 2016, 96, 303-308.

Uzyskanie rekombinowanego bialka kapsydu niezbednego do przeprowadzenia
monitoringu serologicznego byto mozliwe dzigki grantowi przyznanemu habilitantowi przez
NCN (Numer 2014/15/D/NZ6/02416).

Podsumowanie i wnioski

Badania majace na celu oceng rozprzestrzenienia PiCV w populacji gotebi, ich
zréznicowania genetycznego oraz korelacji z zakazeniami innymi drobnoustrojami sa istotne
zarbwno z naukowego punktu widzenia, ale rowniez z punktu widzenia praktykujacych
lekarzy weterynarii zajmujacych si¢ ta grupa pacjentow. Uzyskane wyniki badan nad
okresleniem zmiennos$ci genetycznej oraz mechanizmdéw mutacji, sa jak dotad jedynymi w
swiecie danymi uzyskanymi po przeanalizowaniu petnego genomu PiCV. Okreslenie nowe;j,
nie znanej do tej pory grupy filogenetycznej PiCV, ktorej podstawe i zarazem jedynego
przedstawiciela stanowi szczep PL53, pierwsze w $wiecie badania majace na celu okreslenie
statusu immunologicznego PiCV golebi reprodukcyjnych, a takze stosowane w badaniach
nowoczesne metody laboratoryjne $swiadcza o nowatorskim charakterze przedstawianego do

oceny osiagnigcia. Przedstawione badania oprocz aspektu naukowego posiadaja takze wazny
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aspekt aplikacyjny, poniewaz opracowane na potrzeby badan rekombinowane biatko kapsydu
moze znalezé =zastosowanie w rutynowej diagnostyce serologicznej PIiCV oraz

immunoprofilaktyce cirkowirozy gotebi.
Whioski wynikajace z przeprowadzonych badan:

1. Najbardziej prewalentnym z uwzglednionych w badaniach wlasnych wirusem w
polskiej populacji gotebi jest PICV.

2. Szczepy cirkowirusow golebich charakteryzuja si¢ bardzo duza zmiennoscia
genetyczng i tworza 5 grup filogenetycznych. Izolaty krajowe naleza do kladéw A, B
oraz C.

3. Wirtualne usunigcie z genomoéw PiCV sekwencji zrekombinowanych pozwala na
sklasyfikowanie izolatow PiCV do tylko 2 gtownych kladow.

4. Szczep PL53 stanowi podstawe dla nowej grupy filogenetycznej PiCV.

5. O zmienno$ci genetycznej PiCV decyduje sekwencja genu kodujacego biatko
kapsydu.

6. Glownymi elementami ewolucji PiCV sa procesy rekombinacji genetycznych oraz
mutacje bedace efektem selekcji pozytywnej (mutacje adaptacyjne).

7. Zakazenie PiCV u golebi i zwiazana z tym immunosupresja sprzyja infekcjom
patogenami powodujacymi choroby drog oddechowych (PiHV, Chlamydia psittaci).

8. Kontrola cirkowirozy w stadach gotgbi moze by¢ prowadzona przez utrzymywanie
ptakow reprodukcyjnych wolnych od zakazenia tym wirusem, a uzyskanie takich
ptakow powinno polega¢ na selekcji stad reprodukcyjnych opartej na monitoringu
serologicznym i badaniach molekularnych.
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5. Oméwienie pozostalych osiagni¢é naukowo-badawczych
5.1. Pozostale osiagnigcia naukowo-badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora

W trakcie realizacji studidow doktoranckich bralem aktywny udzial w pracach
prowadzonych w Katedrze Choroéb Ptakéw Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej UWM w
Olsztynie, co zaowocowalo autorstwem lub wspotautorstwem w licznych publikacjach. W
zwiazku z tematyka pracy doktorskiej jaka byla immunomodulacja zainteresowatem si¢
szczegblnie mozliwosciami zastosowania syntetycznego immunomodulatora - methisoprinolu
(izoprynozyna) metoda in ovo u indykow. Wstepem do badan byto zdobycie podstaw wiedzy
z zakresu immunologii i funkcjonowania uktadu odpornosciowego ptakow, co zaowocowato
wspotautorstwem w publikacji przegladowej na ten temat (praca 5.1.1.). Przeprowadzone w
tym okresie badania wykazaly, Ze metizoprinol jest bardzo bezpiecznym
immunomodulatorem 1 nie zaburza procesu lggu u zarodkow indyczych. Wykazano bowiem,
ze podanie izoprynozyny metoda in 0vo w 26 dobie inkubacji nie wywotalo negatywnego
wplywu na proces klucia sig pisklat ani na ich jako$¢ bez wzgledu na zastosowana dawke (5,
10 lub 20 mg na zarodek). Nie odnotowano takze zadnego wplywu tego immunomodulatora
na wartosci wskaznikow biochemicznych takich jak: AST, ALP, LDH-L, CK, aktywnos$¢
lizozymu, poziom ceruloplazminy oraz biatka catkowitego w surowicy wyklutych indyczat.
Wyniki tych badan przedstawiono w pracy 5.1.2. Methisopriol jest immunomodulatorem
wykazujacym aktywno$¢ przeciwwirusowa. W zwiazku z powyzszym przeprowadzono
badania zmierzajace do okreslenia jego potencjalnego wplywu na rozwoj odpornosci
poszczepiennej przeciwko wirusowi krwotocznego zapalenia jelit indykoéw (Haemorrhagic
Enteritis Virus, HEV) po podaniu in ovo. Przeprowadzone badania potwierdzity
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przeciwwirusowe dziatanie izoprynozyny, co manifestowato Si¢ zarowno zahamowaniem
replikacji wirusa szczepionkowego, jak 1 rozwoju odpornosci poszczepiennej U
immunizowanych zarodkéw indyczych. Zarodki immunizowane szczepionka przeciwko HEV
bez dodatku izoprynozyny reagowaty pozytywnie na szczepienie, co jest kolejnym wnioskiem
z przeprowadzonych badan, sugerujacym mozliwo$¢ zastosowania metody in ovo do
czynnego uodporniania indykow przeciwko wirusowi krwotocznego zapalenia jelit (praca
5.1.3.). Przeprowadzono takze szereg badan histopatologicznych majacych na celu okreslenie
wplywu tego immunomodulatora na struktur¢ najwazniejszych narzadow ukladu
immunologicznego: torby Fabrycjusza oraz $ledziony. Badania te wykazaty, ze dziatanie
izoprynozyny na struktur¢ morfologiczna tych narzadow r6zni si¢ w zalezno$ci od dawki oraz
badanego narzadu. W przypadku torby Fabrycjusza dawka 5mg/ zarodek powodowata rozwoj
utkania limfatycznego oraz statystycznie wyzsza liczbg grudek limfatycznych w poréwnaniu
z grupa kontrolna, natomiast dawka 20mg/ zarodek powodowata efekt immunosupresyjny
charakteryzujacy si¢ mniejsza liczba grudek limfatycznych w btonie §luzowej tego narzadu
(praca 5.1.4.). W sledzionie z kolei, nie odnotowano zadnego efektu po zastosowaniu dawki 5
mg/ zarodek, natomiast znaczacemu rozwojowi ulegta miazga czerwona, a takze stwierdzono
wigkszg ilo$¢ centréw rozrodczych w miazdze biatej po zastosowaniu dawki 20mg/ zarodek
(praca 5.1.5.). Badania objety rowniez okreslenie wptywu tego immunomodulatora na
ksztaltowanie si¢ odsetka subpopulacji limfocytow T CD3+, CD4+ oraz CD8+ w krwi pisklat,
wyklutych z jaj, do ktorych w 26 dobie podawano metizoprinol w ré6znych dawkach. Badania
te wykazaly, ze izoprynozyna podana w dawce Smg/ zarodek stymulowata odpornos¢
komorkowa, co manifestowato si¢ wyzszym odsetkiem limfocytow T CD3+ i CD4+ w krwi
obwodowej 1 $ledzionie pisklat indyczych. Co ciekawe, zastosowanie tego
immunomodulatora w dawce 20 mg/ zarodek stymulowalo glownie nieswoista odpornosé
komorkowa przejawiajaca si¢ wyzszym odsetkiem limfocytow T CD8+ w $ledzionie. Wyniki

tych badan przedstawia praca 5.1.6.

W trakcie studiow doktoranckich uczestniczylem takze w pracach badawczych
dotyczacych wptywu kwasu 4-nitrofenyloarsenowego na inwazj¢ Histomonas meleogridis u
indykéw (praca 5.1.7). Badania te wykazaty, ze substancja ta jest bardzo efektywna w
zapobieganiu histomonozie indykéw. Podczas jej stosowania nie odnotowano takze objawow

ubocznych u otrzymujacych ja indykéw. Nalezy mie¢ jednak na uwadze mozliwo$¢
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kumulowania si¢ w organizmach indykow zwiazkéw arsenu i wynikajace z tego potencjalne

zagrozenie dla zdrowia konsumenta.

Bralem udzial réwniez w badaniach nad wptywem frukto-oligosacharydéw (FOS) na
przebieg zakazenia wirusem HE oraz Salmonella (S.) Typhimurium u indykéw. Badania te
wykazaly, ze dodatek FOS do paszy dla indykéw zapobiega kolonizacji ich organizmu przez
S. Typhimurium, poniewaz bakteri¢ ta (5 dni po zakazeniu eksperymentalnym) wyizolowano
tylko z jelit $lepych indykow otrzymujacych FOS w paszy, natomiast u ptakéw nie
otrzymujacych tego dodatku S. Typhimurium izolowano takze z narzadow wewngtrznych
(watroba). Powyzsze nalezy tlumaczy¢ dziataniem stymulujacym FOS na mechanizmy
obronne zwiazane z przewodem pokarmowym oraz utrudnianiem adherencji i wnikania
pateczek Salmonella do komorek gospodarza. Wyniki tych badan przedstawiono w pracy
5.1.8.

W zwiazku ze znaczacym problemem w patologii indykéw jaki stanowia choroby
uktadu krazenia zainteresowalem si¢ rowniez ta tematyka. Efektem tego byla praca
przegladowa, opisujaca etiopatogenezg najczesciej spotykanych u drobiu choréb uktadu
sercowo-naczyniowego takich jak choroba okraglego serca (kardiomiopatia rozstrzeniowa
indykow), lateryzm (spontaniczne pgknigcia aorty) oraz syndrom krwawien okotonerkowych

(praca 5.1.9).

W obrgbie moich zainteresowan naukowych zawsze znajdowata sig¢ patologia ptakow
wolnozyjacych, golebi oraz innych ptakéw towarzyszacych cztowiekowi. Staty kontakt z
pacjentami Katedry Chorob Ptakow umozliwil zbadanie i opisanie ciekawych przypadkow
klinicznych. U ptakow wolnozyjacych prowadzitem badania dotyczace statusu serologicznego
wybranych chorob zakaznych. Badania te potwierdzily, ze ptaki dzikie maja czgsty kontakt z
paramyksowirusami (20-75% surowic dodatnich w zalezno$ci od gatunku ptaka), wirusem
syndromu spadku niesnosci (12-100% surowic dodatnich) oraz reowirusami (40-87,5%
surowic dodatnich). Wykazano, ze 25-87% badanych surowic (w zaleznosci od gatunku
ptakow) byto dodatnich pod katem przeciwciat przeciwko S. Typhimurium i S. Enteritidis.
Wyniki tych badan opisano w pracy 5.1.10.
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Ptakow dzikich dotyczy tez publikacja 5.1.11, w ktérej opisatem przypadek
sarkocystozy u dzikich kaczek krzyzowek (Anas platyrhynchos). Przypadek dotyczyt dwoch
ptakow obojga pilci, z ktérych jeden byt w dobrej kondycji i zostat uSmiercony w ramach
pozyskania towieckiego, drugi ptak (cigzko ranna samica) zostal dostarczony do Katedry
Choréb Ptakoéw. Badanie anatomopatologiczne obu osobnikéw wykazato liczne sarkocysty
utozone rownolegle do diugiej osi wiokien migsniowych. Badaniem histopatologicznym
stwierdzono zwyrodnienie tluszczowe migéni oraz pgknigcia poszczegdlnych wildkien

mig$niowych. Zmianom towarzyszyl naciek komorek zapalnych.

Efekty badan dotyczacych problematyki inwazji pasozytniczych przedstawione zostaty
rowniez w publikacji 5.1.12. Monitoring inwazji wybranych pasozytow zotadkowo-
jelitowych w populacji gotebi domowych w potnocnej Polsce przeprowadzony w latach
2005/2006 wykazat, ze u 56,4 % gotebi pocztowych i az u 90,9% gotgbi ozdobnych jest
inwazja pierwotniakow z rodzaju Eimeria sp. Znacznie mniej stwierdzono nicieni Ascaridia
columbae (5,5 % gotebi pocztowych i 15,5% golebi ozdobnych) oraz Capillaria sp. (3,6%
gotebi pocztowych 1 36,4% golgbi ozdobnych). Stosunkowo duza prewalencjg stwierdzono w
kontekscie wiciowcow Trichomonas columbae, ktory obecny byt u 61,8% gotebi pocztowych

oraz u az 100% golebi ozdobnych.

Jestem rowniez wspotautorem opisow przypadkow chordb nowotworowych i
zakaznych wystepujacych u ptakéw domowych. Naleza do nich opis pierwszego przypadku
nowotworu - Cholangiocarcinoma stwierdzonego u 9 letniej papugi nimfy (Nymphicus
hollandicus) (praca 5.1.13) oraz przypadku zakazenia poliomawirusem ptasim (Budgerigar
Fledgling Disease Virus, BFD) u 8-letniej amazonki niebieskoczelnej (Amazona aestiva).
Opis tego przypadku stanowi praca 5.1.14.
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5.2. Pozostale osiagnigcia naukowo-badawcze po uzyskaniu stopnia doktora

5.2.1. Badania nad wplywem réznych immunomodulatoréw na uklad odpornosciowy

golebi oraz przebieg zakazenia PPMV-1

Wazne miejsce w moich zainteresowaniach naukowych zajmuje zagadnienie

immunologii u pakéw, gléwnie w charakterze wptywu roznych czynnikdw na uklad
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odporno$ciowy. Badania majace na celu wykazanie potencjalnego wpltywu rdéznych
immunomodulatorow, zaréwno naturalnych, jak i syntetycznych na wybrane funkcje
odpornosciowe u gotgbi wykonalem w ramach realizacji projektu badawczego
promotorskiego nr N N308 221233. Zaplanowane w ramach tego projektu badania miaty
charakter praktyczny, poniewaz oceniano wplyw immunomodulatoréw na wybrane
mechanizmy odporno$ciowe u golebi w kontekécie szczepienia przeciwko gotebiemu
wariantowi wirusa rzekomego pomoru drobiu (pigeon paramyxovirus 1, PPMV-1). Ponadto
badania wykonywane w ramach projektu badawczego zostaly rozszerzone o oceng wpltywu
immunomodulatora o potencjalnym przeciwwirusowym dzialaniu (izoprynozyny) na przebieg

zakazenia eksperymentalnego PPMV-1.

W trakcie badan okreslono potencjalny wplyw trzech immunomodulatorow: B-
glukanéw, lewamizolu i metizoprinolu na ksztattowanie si¢ odsetka subpopulacji limfocytow
T CD3+, CD4+ i CD8+ w krwi obwodowej i $ledzionie, a takze na ksztattowanie si¢ mian
przeciwcial przeciwko PPMV-1. Badania przeprowadzono na czterech grupach golebi
pocztowych sktadajacych si¢ z 20 osobnikoéw. Ptaki poddano dwukrotnemu szczepieniu
przeciwko PPMV-1 w 6 i 9 tygodniu zycia. W okresie okoto szczepiennym ptaki w zaleznos$ci
od grupy otrzymywaly jeden z wymienionych wyzej immunomodulatorow. Substancje te
stosowane byly wedtug nastgpujacego schematu: metizoprinol w dawce 300 mg/ 1 kg m.c.
domigsniowo przez 3 dni przed szczepieniem, lewamizol w dawce 2 mg/ 1 kg m.c.
domigéniowo jeden dzien przed szczepieniem oraz B3-glukany w dawce 5 mg/ 1 kg m.c. per 0s
przez 10 kolejnych dni przed szczepieniem. Kontrolg stanowily golebie otrzymujace
domigsniowo przez 3 dni przed kazdym szczepieniem 0,9% NaCL. Okreslenie odsetka
poszczegolnych  subpopulacji  limfocytow T przeprowadzono metoda cytometrii
przeptywowej, natomiast miana przeciwcial przeciwko PPMV-1 okreslono metoda ELISA.
Uzyskane wyniki pozwolity na wyciagnigcie wniosku, ze B-glukany oraz lewamizol
stymulowaly odporno$§¢ humoralna, co manifestowalo si¢ wzrostem miana pzeciwciat
przeciwko PPMV-1 oraz wzrostem odsetka limfocytow T CD4+ w krwi obwodowej (tylko
lewamizol). Oba z wymienionych immunomodulatoréw stymulowaty roéwniez wzrost odsetka
limfocytéw T CD8+ w $ledzionie. Zadnego efektu nie stwierdzono w grupie kontrolnej ani w

grupie ptakow otrzymujacych metizoprinol, co spowodowane bylo najprawdopodobniej
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zastosowaniem zbyt wysokiej dawki tego immunostymulatora. Wyniki opisywanych badan

opublikowano w pracy 5.2.1.1.

Niesatysfakcjonujace wyniki po zastosowaniu metizoprinolu byly podstawa do
przeprowadzenia kolejnego doswiadczenia zmierzajacego do ustalenia immunostymulujacej
dawki tego immunomodulatora. Badania wykonano w analogicznym ukladzie jak w
doswiadczeniu opisanym powyzej, przy czym przez 3 kolejne dni przed kazdym
szczepieniem ptaki otrzymywaty izoprynozyng w dawkach 100 mg, 200 mg lub 600 mg/ 1 kg
m.c. Grupa kontrolna otrzymywala wod¢ do iniekcji przez 3 kolejne dni przed kazdym
szczepieniem. Uzyskane wyniki pozwolity wykaza¢, Zze dzialanie metizoprinolu byto rézne w
zalezno$ci od dawki. Najlepsze efekty uzyskano stosujac dawke 200 mg kg/ m.c., co
manifestowato si¢ statystycznie wyzszym odsetkiem limfocyow T CD4+ zarowno w krwi
obwodowej, jak i $ledzionie. Najgorsze efekty uzyskano stosujac ten immunomodulator w
dawce 600 mg/ kg mc. Nie odnotowano natomiast zadnych statystycznie istotnych réznic w
odsetku limfocytow T CD8+ w krwi obwodowej i $ledzionie, mimo ze w przypadku dawki
600 mg/ kg m.c. byt on najnizszy. Podobnie nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w
ksztaltowaniu si¢ mian przeciwciat przeciwko PPMV-1, mimo Zze w grupach otrzymujacych
izoprynozyng w dawkach 100 1 200 mg/ 1 kg m.c. byly one wyzsze niz u ptakow z
pozostatych grup. Wyniki tych badan przedstawia praca 5.2.1.2.

W  zwiazku z potencjalnym przeciwwirusowym dzialaniem izoprynozyny
przeprowadzono kolejne do§wiadczenie zmierzajace do potwierdzenia tej hipotezy. Badania
przeprowadzono na 3 grupach golebi liczacych po 15 osobnikoéw. Ptaki zakazono uzyskanym
z PIWet-PIB w Putawach krajowym szczepem PPMV-1 (APMV-1/pigeon/Poland/AR3/95) o
mianie LDsy 107 w 0,1 ml. Gotebie poddano immunomodulacji za pomoca izoprynozyny w
dawce 200mg/ 1 kg m.c. na 3 dni przed lub 3 dni po zakazeniu eksperymentalnym. Ptaki z
grupy kontrolnej otrzymywaly w tym samym czasie wode do iniekcji. W wybranych
terminach po zakazeniu eksperymentalnym u$miercano po 5 ptakéw z kazdej grupy i
pobierano od nich probki wymazéw oraz wycinki pluc, nerek i moézgu do badan
molekularnych. Obserwowano rowniez stan kliniczny ptakéw. Wyniki wskazywaty, ze
najwigce] probek, w ktéorych potwierdzono obecno$¢ materiatu genetycznego PPMV-1

pochodzito od golebi z grupy kontrolnej oraz otrzymujacej metizoprinol przed zakazeniem
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eksperymentalnym. Rdznice te byly widoczne w 4 dniu po zakazeniu. W kolejnych dniach po
zakazeniu odsetek probek dodatnich pod katem materialu genetycznego PPMV-1 wzrdst
prawie do 100 u ptakow ze wszystkich grup za wyjatkiem probek nerek 1 pluc gotebi
otrzymujacych metizoprinol po zakazeniu. Najnizsza $miertelnos¢ pakéw wykazano roéwniez
w tej grupie. Badania pozwolity wykaza¢, ze metizoprinol w dawce 200 mg/ 1 kg m.c. podany
po zakazeniu eksperymantalnym wykazuje aktywnos$¢ przeciwwirusowa, co manifestowato
si¢ wolniejszym rozwojem i tagodniejszym przebiegiem zakazenia ekperymentalnego PPMV-
1. Glowny wniosek z przeprowadzonych badan sugeruje, ze metizoprinol moze by¢

stosowany jako alternatywny lek w terapii choréb wirusowych gotebi (praca 5.2.1.3.).

Wyniki oméwionych wyzej badan przedstawitem w rozprawie doktorskiej pt. ,,Wpltyw
ré6znych immunomodulatorow na wybrane parametry odpornosci nieswoistej i swoistej u
golebi (Columba Livia domestica) oraz przebieg zakazenia paramyksowirusem golebim
(PPMV-1).” (promotor: prof. dr hab. Andrzej Koncicki), ktora obronitem 19.11.2010 roku na
Wydziale Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie.
Whyniki zaprezentowane w dysertacji zostaty opublikowane w pdzniejszym okresie w trzech

artykutach:

5.2.1.1.Stenzel T.*, Tykatowski B., Smiatek M., Kwiatkowska-Stenzel A., Koncicki A.: The
effect of different immunomodulators on the percentage of CD4+ and CD8+ T
lymphocytes and the antibody titres in pigeons immunised against PPMV-1.
Medycyna Weterynaryjna, 2011, 67, 254-257. (MNiSW 9 pkt; IF-)

5.2.1.2.Stenzel T.*, Tykatowski B., Smiatek M., Kwiatkowska-Stenzel A., Koncicki A.: The
effect of different doses of methisoprinol on the percentage of CD4+ and CD8+ T
lymphocytes subpopulations and the antibody titres in pigeons immunised against
PPMV-1. Polish Journal of Veterinary Sciences, 2011, 14, 367-371.
(MNiSW 20 pkt; IF 0,565)

5.2.1.3.Stenzel T.*, Tykatowski B., Smialek M., Pestka D., Koncicki A.: Influence of
methisoprinol on the course of an experimental infection with PPMV-1 in pigeons.
Medycyna Weterynaryjna, 2014, 70, 219-223. (MNiSW 15 pkt; IF 0,218)
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5.2.2. Badania nad wplywem réznych czynnikéw zywieniowych, wybranych

antybiotykow oraz zakazen na procesy odpornosciowe u drobiu

W trakcie pracy na stanowisku adiunkta uczestniczytlem w badaniach prowadzonych w
Katedrze Chorob Ptakow, ktorych tematyka dotyczyta wpltywu czynnikow zywieniowych i

zakaznych na wybrane mechanizmy odpornosciowe u drobiu.

Duza uwage badaczy zwracaja dodatki zywieniowe wykorzystywane w odchowie
drobiu. Gléwnym zadaniem dodatkow zywieniowych jest zoptymalizowanie produkcji,
glownie migsnej. Niektore ze stosowanych dodatkow zywieniowych moga mieé¢ réwniez
wptyw na funkcjonowanie ukladu odpornosciowego ptakow. W jednym z doswiadczen
zbadano wplyw dodatku do paszy dla kurczat brojlerow rdéznych pozioméw sodu na
ksztattowanie si¢ odsetka subpopulacji limfocytow T CD4+, CD8+ oraz CD4+CD8+ w krwi
obwodowej, a takze na poziom makroelementéw w surowicy tych ptakow. Ptaki
doswiadczalne karmiono przez 5 tygodni pasza zawierajaca rozne poziomy chlorku sodu (od
0 do 0,636). W wieku 35 dni z kazdej grupy doswiadczalnej wyselekcjonowano po 8 ptakow,
od ktorych pobrano krew do badan cytometrycznych oraz biochemicznych. Badania
wykazaty, ze zastosowanie roznego stezenia chlorku sodu w paszy dla kurczat brojleréw nie
ma zadnego wpltywu na ksztaltowanie si¢ odsetka badanych subpopulacji limfocytow T w
krwi obwodowej ptakow. Wykazano natomiast, ze pasza nie zawierajaca dodatku chlorku
sodu spowodowala obnizenie w surowicy badanych ptakéw poziomu sodu i chlorkéw oraz
wzrost poziomu potasu, wapnia i magnezu. Wyniki tych badan opublikowano w pracy
5.2.2.1.

Uczestniczylem rowniez w badaniach nad wptywem selenu w formie nieorganicznej
oraz organicznej na uktad odpornosciowy pisklat indyczych. Celem badan byto okreslenie czy
suplementacja w paszy dla indykow stad rodzicielskich selenu o rdznej przyswajalnosci ma
wplyw na procesy odpornosciowe oraz wzrost ich potomstwa. Stada rodzicielskie, z ktorych
uzyskiwano jaja wylggowe do dalszych badan otrzymywaty w paszy dodatek selenu
nieorganicznego (selenin sodu 0,3 mg/ 1 kg) lub organicznego
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(komercyjny preparat Sel-Plex). Badania metoda cytometrii przeptywowej nie wykazaty
roznic w ksztattowaniu si¢ odsetka limfocytow T (CD4+, CD8+, CD4+CD8+) oraz B (IgM+),
co sugeruje ze forma podawanego z pasza selenu nie wptywa na procesy odpornosciowe
zwigzane z aktywnoscia tych komodrek. Wykazano natomiast, ze w surowicy pisklat
wyklutych z jaj indyczek otrzymujacych w paszy dodatek selenu w formie organiczne;j,
aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej 1 dysmutazy nadtlenkowej byta wyzsza niz u pisklat
uzyskanych z jaj indyczek karmionych seleninem sodu. Dodatek organicznej formy selenu
wplywal rowniez na zwigkszenie koncentracji tego pierwiastka w mig$niach piersiowych
oraz zmniejszenie poziomu substancji reaktywnych kwasu tiobarbiturowego (TBARS) w
zottku jaj oraz migéniach pisklat. Wyniki uzyskanych badan sugeruja, ze dodatek selenu w
formie organicznej do paszy dla indykéw reprodukcyjnych wptywa korzystnie na redukcje
procesow oksydacyjnych w jaju oraz u $wiezo wyklutych pisklat i nie ma negatywnego

wptywu na ich uktad odpornosciowy (praca 5.2.2.2.).

Bratem takze udziat w badaniach nad wptywem dodatku do paszy indykéw rzeznych
calego ziarna pszenicy na wybrane procesy odpornosci humoralnej i komorkowej oraz
przyrosty masy ciata. W celu zweryfikowania hipotezy badawczej indyki podzielone na 3
grupy otrzymywaly pasze z rdézna zawartoscia pelnego ziarna pszenicy w przeliczeniu na
ogblna zawarto$¢ tego zboza w paszy: WO (0%), W50 (50%) oraz W100 (100%). Ptaki
zaszczepiopno przeciwko ND (20 doba) oraz TRT (30 doba). Badania wykazatly, ze dodatek
pelnego ziarna pszenicy do paszy dla indykéw rzeznych stymulowal mechanizmy nieswoistej
odporno$ci komérkowej w przewodzie pokarmowym ptakow, co manifestowalo si¢ wyzszym
odsetkiem subpopulacji limfocytow T CD4+ oraz CD4+CD8+ w blonie $luzowej jelita
biodrowego. Wyzszy odsetek subpopulacji limfocytow T CD4+ stwierdzono réwniez w krwi
obwodowej. Pobudzenie nieswoistej odpornosci komdrkowej mogto mie¢ réwniez posredni
wpltyw na odporno$¢ poszczepienna, poniewaz zaobserwowano takze wyzsze miana
przeciwcial przeciwko ND oraz TRT u pisklat otrzymujacych dodatek 50 i 100% petnego
ziarna pszenicy. Uzyskane wyniki badan sugeruja, ze skarmianie drobiu paszami zblizonymi
do naturalnych moze mie¢ pozytywny efekt na funkcjonowanie ich uktadu odpornosciowego.
Z drugiej strony tego rodzaju zywienie moze znalez¢ ograniczone zastosowanie w

komercyjnym chowie drobiu, poniewaz u indykéw z wszystkich grup otrzymujacych dodatek
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pelnego ziarna pszenicy do paszy stwierdzono nizsze przyrosty oraz gorsze wykorzystanie

paszy w stosunku do grupy kontrolnej. Wyniki tych badan opublikowano w pracy nr 5.2.2.3.

Uczestniczylem réwniez w badaniach nad wptywem fitoncydéw na wybrane funkcje
uktadu odpornosciowego brojleréw kurzych i indykow rzeznych. Badania przeprowadzono z
wykorzystaniem komercyjnego preparatu adiSalmo™ PF zawierajacego m.in. ekstrakty
ziotowe oraz olejki eteryczne. Wykazano, ze kurczeta otrzymujace badany preparat z woda do
picia przez 3 kolejne dni posiadaty wyzszy, w poréwnaniu z grupa kontrolna, odsetek
limfocytow T CD4+ w §ledzionie, migdatkach jelit Slepych oraz torbie Fabrycjusza, a takze
wyzszy odsetek subpopulacji limfocytow T CD8+ w grasicy i $ledzionie. Stwierdzono u nich
rowniez wyzszy odsetek limfocytow podwojnie pozytywnych (CD4+/CD8+) w blonie
sluzowej jelita biodrowego oraz torbie Fabrycjusza. Immunomodulujace dziatanie tego
preparatu stwierdzono takze u indykow, u ktérych wykazano wyzszy, w poroOwnaniu z grupa
kontrolna, odsetek limfocytow T CD4+ w $ledzionie i grasicy, wyzszy odsetek limfocytow T
CD8+ w krwi obwodowej oraz migdatkach jelit slepych, a takze wyzszy odsetek komorek
CD4+/CD8+ w grasicy oraz btonie §luzowej jelit Slepych. Nie stwierdzono natomiast zadnych
roznic w odsetku limfocytow B (IgM+) u zadnych z badanych grup drobiu, ani w poziomach
mian przeciwcial poszczepiennych przeciwko IB u kurczat. Uzyskane wyniki wykazaty
immunostymulujace dziatanie badanego preparatu, co moze znalez¢ zastosowanie praktyczne
(praca 5.2.2.4).

Prowadzane w Katedrze Choroéb Ptakow badania nad funkcjonowaniem uktadu
immunologicznego drobiu dotyczyly takze wplywu substancji leczniczych na wybrane
zjawiska odpornosciowe. Jedno z doswiadczen, w ktorym uczestniczytem dotyczyto wplywu
oxytetracykliny podanej indykom na wybrane parametry odpornosci komorkowe;j.
Oksytetracyklina jest antybiotykiem powszechnie stosowanym w leczeniu drobiu ze wzgledu
na szerokie spektrum dziatania. Efektem ubocznym stosowania tetracyklin jest
immunosupresja, co u drobiu bylo potwierdzone tylko metodami in vitro. Wobec tego
przeprowadzono badania na indykach rzeznych w wieku 5 tygodni zmierzajace do okreslenia
wplywu tego antybiotyku na odpornos¢ komorkowa i humoralna z zastosowaniem metod
cytometrii przeptywowej. Indyki z grupy kontrolnej otrzymywaty per oS przez 5 dni

oksytetracykling w dawce 500 mg substancji aktywnej na 1 litr wody. Badania wykazaty, ze
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podanie tego antybiotyku spowodowato obnizenie odsetka subpopulacji limfocytow T CD8+
W krwi obwodowej oraz §ledzionie. Spadek odsetka limfocytéw T CD4+ widoczny byt tylko
w $ledzionie, a limfocytow B (IGM+) tylko we krwi. Wyniki pozwolily potwierdzi¢, ze
stosowanie oksytetracykliny w dawce leczniczej ma istotny wpltyw na odsetek badanych
limfocytow T 1 B IgM+, co jednoznacznie wskazuje na jej immunosupresyjne dziatanie na
komorkowe mechanizmy uktadu odpornosciowego, ktorego konsekwencja moze byc
wystapienie choréb na tle zakazen drobnoustrojami oportunistycznymi i gorsza odpornos¢

poszczepienna (praca 5.2.2.5).

Szeroko badanym w Katedrze Chor6b Ptakéw Wydz. Med. Wet. UWM w Olsztynie
drobnoustrojem jest rowniez krajowy izolat adenowirusa wywotujacego krwotoczne zapalenie
jelit u indykéw (HEV). Od chwili uruchomienia w w/w jednostce pracowni cytometrii
przeptywowej badania nad tym wirusem rozszerzono o0 aspekt immunologiczny
wywotywanych przez niego infekcji. Prace badawcze, w ktorych bratem udzial dotyczyty
wplywu zakazenia tym wirusem na wybrane parametry odpornosci komérkowej oraz przebieg
kolibakteriozy (praca 5.2.2.6). Badania te wykazaly, ze 5 dni po zakazeniu HEV odsetek
limfocytow T CD8+ oraz B IgM+ w $ledzionie byl znacznie nizszy niz u ptakdéw nie
zakazonych tym wirusem. Stwierdzono jedynie wzrost odsetka limfocytow T CD4+ w krwi
obwodowej. Wykazano rowniez, ze przebieg eksperymentalnie wywotanej kolibakteriozy byt
znacznie cigzszy (stwierdzono padnigcia) u ptakow wcezesniej zakazonych krajowym izolatem
HEV, ptaki z tej grupy charakteryzowaly sig tez nizsza masa ciala i gorszym wykorzystaniem

paszy, co wyraznie potwierdza jego immunosupresyjne wiasciwosci.
Wyniki opisywanych wyzej badan przedstawiono w nastepujacych publikacjach:

5.2.2.1.Tykatowski B., Stenzel T., Mikulski D., Jankowski J., Zdunczyk Z., Juskiewicz J.,
Koncicki A.: Level of electrolytes and percentage of T-lymphocyte subpopulations in
blood of broiler chickens fed mixtures with different contents of sodium chloride.
Bulletin  of  Veterinary Institute in  Pulawy, 2011, 55, 333-337.
(MNiSW 13 pkt; IF 0,414)
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5.2.2.2. Jankowski J., Zdunczyk Z., Sartowska K., Tykatowski B., Stenzel T., Wroblewska
M., Koncicki A.: The metabolic and immune response of young turkeys originating
from parent flocks fed diets with mineral or organic selenium. Polish Journal of
Veterinary Sciences, 2011, 353-358. (MNiSW 20 pkt; IF 0,565)

5.2.2.3.Tykatowski B., Smiatek M., Pestka D., Stenzel T., Jankowski J., Mikulski D.,
Koncicki A.. Effect of whole wheat feeding on selected immune parameters in
growing male turkeys. Polish Journal of Veterinary Sciences, 2014, 17, 255-262.
(MNISW 20 pkt; IF 0,604)

5.2.2.4.Koncicki A., Smiatek M., Tykatowski B., Pestka D., Stenzel T.: The influence of
phytoncides on the immune system of broiler chickens and turkeys. Central European
Journal of Immunology, 2015, 40, 287-291. (MNiSW 15 pkt; IF 0,28)

5.2.2.5.Tykatowski B., Stenzel T., Smiatek M., Pestka D., Choszcz D., Koncicki A.:
Influence of the oral administration of oxytetracycline on selected parameters of
cellular immunity in turkeys. Medycyna Weterynaryjna, 2013, 69, 432-435.
(MNiSW 15 pkt; IF 0,196)

5.2.2.6.Koncicki A., Tykatowski B., Stenzel T., Smiatek M., Pestka D.: Effect of infection of
turkeys with haemorrhagic enteritis adenovirus isolate on the selected parameters of
cellular immunity and the course of colibacillosis. Polish Journal of Veterinary
Sciences, 2012, 15, 215-220. (MNiSW 20 pkt; IF 0,57)

5.2.3. Badania nad patologia i immunologia ukladu oddechowego u drobiu

Choroby uktadu oddechowego stanowia bardzo wazny problem w patologii drobiu.
Specyficzna budowa anatomiczna tego uktadu sprzyja wielu chorobom o podtozu zakaznym.
Nie bez znaczenia jest tez inna niz u ssakow charakterystyka lokalnej odpornosci bton
Sluzowych. Przed rozpoczgciem badan zapoznatem si¢ szczegdtowo z pismiennictwem z tego
zakresu, efektem czego byt wspotudziat w publikacjach przegladowych poswigconych
zagadnieniom lokalnej odpornosci bton $luzowych u drobiu (praca 5.2.3.1), a takze
immunologii, patogenezy i profilaktyki zakazen TRT (Turkey rhinotracheitis) (praca 5.2.3.2)

oraz ILT (Infectious laryngotracheitis) (praca 5.2.3.3).
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Bralem takze udzial w badaniach dotyczacych ksztaltowania si¢ odpornosci
poszczepiennej skierowanej przeciwko TRT u indykéw. TRT jest choroba wirusowa
stanowiaca powszechny problem w patologii indykow na calym $wiecie, a jedna z metod jej
zapobiegania sa szczepienia ochronne. Wiadomym jest, ze szczepienie stad rodzicielskich
indykoéw nie chroni uzyskanych z nich pisklat przed zakazeniem tym wirusem, natomiast
niewiele wiadomo na temat wplywu odpornosci matczynej na rozwdj odpornosci
poszczepiennej. W celu zweryfikowania hipotezy badawczej sugerujacej mozliwos$¢ istnienia
takich zaleznosci przeprowadzono do$wiadczenia, w ktorych okreslano lokalna odpowiedz
komorkowa i humoralna u pisklat posiadajacych przeciwciata matczyne (maternally derrived
antibodies, MDA+) lub nie (MDA-) w kontek$cie szczepienia przeciwko TRT. Badania te
wykazaly réznice w rozwoju odpornosci poszczepiennej u pisklat indyczych wynikajace z
réznych mian przeciwcial matczynych. U indyczat uzyskanych od rodzicow nie
immunizowanych przeciwko TRT (MDA-) lub posiadajacych bardzo niskie miana
przeciwcial matczynych stwierdzano stymulacje¢ (wzrost odsetka) limfocytow T CD8+ w
gruczole Hardera i blonie §luzowej tchawicy oraz wzrost swoistych przeciwcial IgY w
surowicy. Z kolei piskleta posiadajace wysokie miana przeciwcial matczynych posiadaty
wyzszy odsetek limfocytow T CD4+ w gruczole Hardera oraz btonie sluzowej tchawicy, ale
nie stwierdzano u nich wzrostu mian przeciwciat IgY . U ptakow z tej grupy stwierdzono
takze, ze wirus szczepionkowy byt wykrywany w btonach sluzowych w krotszym czasie niz u
ptakow MDA-. W opisywanych badaniach wykazano rowniez, ze u pisklat indyczych
posiadajacych w dniu szczepienia przeciwciala matczyne dochodzi do zaburzen w rozwoju
swoistej odpornosci humoralnej w btonach $luzowych goérnych drég oddechowych, co
manifestowato si¢ zaréwno spadkiem liczby swoiscie uczulonych limfocytow B IgA+, jak i
zmniejszeniem produkcji 1 sekrecji IgA przez te komorki. Powyzsze wskazuje, ze rozne
poziomy przeciwciat matczynych przeciwko TRT moga mie¢ zwigzek z brakiem skutecznos$ci
szczepien przeciwko tej chorobie oraz powstawaniem zakazen TRTV w terenie. Wyniki tych
badan opublikowano w pracach 5.2.3.4.15.2.3.5.

Uczestniczylem réwniez w badaniach epidemiologicznych dotyczacych wystgpowania
bordetelozy u indykoéw oraz ptakéw dzikich. Badania przeprowadzono metoda ELISA na

surowicach uzyskanych od indykoéw pochodzacych z 87 stad w réznym wieku i rdznej
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uzytkowo$ci. W badaniach tych wykazano, ze wystgpowanie przeciwcial przeciwko
Bordetella avium oraz wysoko$¢ ich miana wzrastata wraz z wiekiem badanych ptakow.
Surowice dodatnie stwierdzano u ptakéw wszystkich typéw uzytkowych oraz o ré6znym
statusie klinicznym (chore i1 zdrowe). Obecno$¢ przeciwcial u pisklat jednodniowych nalezy
wiagza¢ raczej z ich pionowym przekazywaniem przez zakazonych wczesniej rodzicow.
Uzyskane wyniki potwierdzaja obserwacje terenowe sugerujace duze znaczenie epizootyczne
zakazen Bordetella avium u indykéw (praca 5.2.3.6). Z kolei badania nad wystgpowaniem
tego drobnoustroju u ptakéw wolnozyjacych przeprowadzone metodami biologii
molekularnej wykazaty obecnos¢ materiatu genetycznego Bordetella avium jedynie u 25 na
650 przebadanych osobnikow. Bakteria ta najbardziej prewalentna byta u bazantow townych
(54,54%) 1 tysek (9,09%), a w mniejszym stopniu u kaczek krzyzowek (2,77%) i mew
smieszek (3,22%). Powyzsze wskazuje na role ptakow dzikich jako rezerwuaru bakterii

groznych dla drobiu (praca 5.2.3.7).

Efektem udzialu w tych pracach badawczych jest wspotautorstwo w nastgpujacych

publikacjach:

5.2.3.1. Smiatek M., Tykatowski B., Stenzel T., Koncicki A.: Local immunity of the
respiratory mucosal system in birds. Polish Journal of Veterinary Sciences, 2011, 14,
291-297. (MNISW 20 pkt; IF 0,565)

5.2.3.2.Smiatek M., Tykatowski B., Stenzel T., Koncicki A.. The perspective of
immunoprophylaxis and selected immunological issues in the course of the turkey
rhinotracheitis. Polish Journal of Veterinary Sciences, 2012, 15, 175-180.
(MNiSW 20 pkt; IF 0,57)

5.2.3.3.Smiatek M., Tykatowski B., Stenzel T., Pestka D., Koncicki A.: Infectious
Laryngotracheitis: pathogenesis and perspectives of immunoprophylaxis. Medycyna
Weterynaryjna, 2012, 68, 656-661. (MNiSW 10 pkt; IF 0,203)

5.2.3.4.Smiatek M., Pestka D., Tykalowski B., Stenzel T., Koncicki A.: Development of

vaccine-induced immunity against TRT in turkeys depends remarkably on the level of
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maternal antibodies and the age of birds on the day of vaccination. BMC Veterinary
Research. 2015, 11, 28. (MNiSW 35 pkt; IF 1,777)

5.2.3.5.Smiatek M., Tykatowski B., Welenc J., Stenzel T., Koncicki A.: Three-step anti-
aMPV IgA expression profile evaluation in Turkey of different immunological status
after TRT vaccination. Polish Journal of Veterinary Sciences. 2016, 19, 509-518.
(MNiSW 20 pkt, IF 0,719)

5.2.3.6.Smiatek M., Tykatowski B., Pestka D., Stenzel T., Koncicki A.: Epidemiological
situation of Turkey coryza (bordetellosis) in Poland. Polish Journal of Veterinary
Sciences, 2015, 18, 659-661. (MNiSW 20 pkt; IF 0,719)

5.2.3.7.Stenzel T.*, Pestka D., Tykatowski B., Smiatek M., Koncicki A., Bancerz-Kisiel A.:
Detection of Bordetella avium by TagMan real-time PCR in tracheal swabs from
wildlife birds. Polish Journal of Veterinary Sciences, 2017, 20, 31-36.

(MNiSW 20 pkt; IF 0,719)

* Autor korespondencyjny

5.2.4. Pozostale prace oryginalne i przegladowe

W ostatnim czasie przeprowadzilem rowniez badania dotyczace lekoopornosci bakterii
wystepujacych u gotebi domowych. Specyfika chowu tych ptakow sprawia, ze opieka
lekarsko-weterynaryjna nad ich stadami jest stosunkowo trudna, a hodowcy gotebi bardzo
czesto podejmuja proby leczenia ich na wlasng reke. Nieumiejetne leczenie moze nie$¢ za
soba wiele konsekwencji, z ktoérych jedna jest lekooporno$¢ szczepdéw bakterii. W
przeprowadzonych badaniach witasnych wykazano, ze brak wrazliwosci na antybiotyki jest
powszechnym zjawiskiem ws$rod bakterii izolowanych od gotgbi domowych. Najmniejsza
skutecznoscia wobec Escherichia (E.) coli charakteryzowaty si¢ tetracykliny oraz
amoksycylina, z kolei w przypadku gronkowcow - chinolony oraz oksytetracyklina.

Dodatkowo, okoto 5% gronkowcow byto opornych na metycyling, co stanowi pewne
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zagrozenie zdrowia publicznego, poniewaz istnieje ryzyko obustronnej transmisji (gotab-
cztowiek/ cztowiek-gotab) tych bakterii. Najmniejsza lekoopornoscia charakteryzowaly sie
izolaty Salmonella Typhimurium, z ktérych tylko nieliczne byly niewrazliwe na kolistyng

oraz neomycyng (praca 5.2.4.1.).

Uczestniczylem takze w badaniach poswigconych wykrywaniu Yersinia (Y.)
enterocolitica u ptakow wolno zyjacych (praca 5.2.4.2). Ponadto bratem aktywny udziat w
rozpoznaniu i opisaniu przypadku nowotworu u mtodego gotgbia pocztowego (praca 5.2.4.3),
a takze zglebitem wiedze literaturowa dotyczaca PPMV-1 oraz probleméw kostnienia u

drobiu, co zaowocowato wspotautorstwem w dwoch pracach przegladowych (prace 5.2.4.3 i

5.2.4.4).
Efektem tej aktywnosci sa nastgpujace publikacje:

5.2.4.1.Stenzel T.*, Bancerz-Kisiel A., Tykalowski B., Smiatek M., Pestka D., Koncicki A.:
Antimicrobial resistance in bacteria isolated from pigeons in Poland. Polish Journal of
Veterinary Sciences, 2014, 17, 169-171. (MNiSW 20 pkt; IF 0,604)

5.2.4.2.Bancerz-Kisiel A., Szczerba Turek A., Lipczynska K. Stenzel T. Szweda W.:
Bioserotypes and virulence markers of Yersinia enterocolitica strains isolated from
mallards (Anas platyrhynchos) and pheasants (Phasianus colchicus). Journal of Food
Protection, 2012, 75, 2219-2222. (MNiSW 30 pkt; IF 1,832)

5.2.4.3.Szweda M., Stenzel T., Pazdzior K., Kotodziejska A., Mgcik-Kronenberg T.:
Hepatocellular adenocarcinoma in racing pigeon. Medycyna Weterynaryjna, 2011, 67,
422-425. (MNiSW 9 pkt; IF -)

5.2.4.4.Pestka D., Stenzel T., Koncicki A.: Occurrence, characteristics and control of pigeon
paramyxovirus type 1 in pigeons. Polish Journal of Veterinary Sciences, 2014, 17, 2,
379-384. (MNIiSW 20 pkt; IF 0,604)

5.2.4.5.Tykatowski B., Stenzel T., Koncicki A: Selected problems related to ossification
processes and their disorders in birds. Medycyna Weterynaryjna, 2010, 66, 469-475.
(MNiSW 13 pkt; IF -)
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* Autor korespondencyjny

6. Zestawienie liczbowe dorobku naukowego (dotyczy tylko publikacji pelnotekstowych)

6.1. Zestawienie liczbowe dorobku naukowego uwzgledniajace rodzaj publikacji, liste

MNISW oraz wspolczynnik wplywu (IF)

. L Liczba Punktacja
Rodzaj publikacji T _ ] IF
publikacji MNiSW
Prace oryginalne w czasopismach z listy JCR (lista ,,A” MNiSW) 27 578 22,524
(w tym wykorzystane w postgpowaniu habilitacyjnym) 5) (160) (8,989)
Prace oryginalne w czasopismach z listy ,,B” MNiSW
6 68 -
(tj. czasopisma bez naliczonego IF)
Prace przegladowe w czasopismach z listy JCR (lista ,,A” MNiSW) 4 70 2,204
Prace przegladowe w czasopismach z listy ,,B” MNiSW
3 38 -
(tj. czasopisma bez naliczonego IF)
Lacznie 40 754 24,728
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6.2. Zestawienie liczbowe i procentowe dorobku naukowego w kontek$cie pierwszego

(wylacznego) autorstwa oraz wspolautorstwa

Liczba publikacji Punktacja MNiSW
Suma Odsetek Suma | Odsetek | Suma | Odsetek
Publikacje oryginalne*
Publikacje, ktérych
jestem pierwszym lub 15 45,45% 309 47,83% 12,23 54,29%
wylacznym autorem
Pozostale publikacje 18 54,55% 337 52,17% 10,294 45,71%
Publikacje przegladowe**
Publikacje, ktorych
jestem pierwszym lub 1 14,28% 10 9,25% 0,465 21,09%
wylacznym autorem
Pozostale publikacje 6 85,72% 98 90,75% 1,739 78,91%
Lacznie***
Publikacje, ktérych
jestem pierwszym lub 16 40,00% 319 42,30% 12,695 51,33%
wylacznym autorem
Pozostale publikacje 24 60,00% 435 57,70% 12,033 48,67%

e Punktacj¢ MNiSW podano wedhug komunikatu MNiSW obowiazujacego dla roku publikacji.

e Wspotczynnik wpltywu (IF) podano dla roku, w ktérym opublikowano pracg. Dla artykutow
opublikowanych w latach 2016 i 2017 podano ostatni ustalony IF, tj. dla roku 2015.
e Wartos¢ procentowa odnosi si¢ do catkowitej wartoSci poszczegdlnych parametrow dotyczacych albo

artykutéw oryginalnych*, albo przegladowych**, badz tez wszystkich publikacji***.
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7. Pozostale dane bibliograficzne

Liczba cytowan wedtug bazy Web of Science: 91
Liczba cytowan wedlug bazy Scopus: 125
Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Science: 5
Indeks Hirscha wedtug bazy Scopus: 7

W moim dorobku naukowym znajduje sie rowniez 57 doniesien konferencyjnych, z
czego w 21 przypadkach jestem pierwszym autorem. Doniesienia te byly prezentowane na
konferencjach krajowych i miedzynarodowych, w formie prezentacji ustnych lub plakatu.
Szczegbotowe dane na ich temat znajdujg sie¢ w Zatgczniku nr 3 dolaczonym do wniosku o
przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego. W powyzszym zalaczniku znajduje sie
réwniez wyszczegdlnienie 91 sekwencji nukleotydowych bedacych wzorami uzytkowymi
chronionymi prawem, umieszczonymi w bazie GenBank National Center for Biotechnology
Information (NCBI), ktérych jestem autorem. Parametry dorobku naukowego, udzial w
projektach krajowych i miedzynarodowych, otrzymane nagrody oraz pozostale osiggnigcia
naukowe opisano szczegotowo w Zataczniku nr 3 dotgczonym do wniosku o przeprowadzenie
postepowania habilitacyjnego. Informacje o osiagnigeciach dydaktycznych, wspdtpracy
naukowej i popularyzacji nauki zamieszczono w Zataczniku nr 4 dotaczonym do wniosku o

przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego.
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