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Streszczenie

Epidemiologia zakazen wirusem zapalenia watroby typu E ptakow (aHEV) w stadach

kur w Polsce w latach 2010 — 2019

Zapalenie watroby typu E u kur, znane rowniez jako choroba duzej watroby
i Sledziony (Big Liver and Spleen Disease — BLS) wywotuje wirus zapalenia watroby typu
E ptakoéw (avian Hepatitis E Virus — aHEV), wirus RNA z rodzaju Avihepevirus (gatunek:
Avihepevirus magniiecur). Chorobg¢ rozpoznano po raz pierwszy W Australii w 1980 roku.
W Europie pierwsze przypadki odnotowano w 2004, a w Polsce w 2011 roku, chociaz
obserwacje terenowe wskazywaly, ze choroba wystepowata w naszym kraju wczesnie;.

Celem pracy byto okreslenie wystepowania zakazenia aHEV w wybranych stadach
drobiu gatunku kura (Gallus gallus domesticus) w Polsce w latach 2010 — 2019 za pomoca
badan serologicznych i molekularnych, okreslenie zaleznosci migedzy wystepowaniem
zakazenia a wiekiem ptakow oraz wptywu zakazenia na warto$¢ europejskiego wskaznika
wydajnosci (EWW) w stadach brojleréw kurzych. Zbadano rowniez przydatnos¢ roznych
tkanek do diagnostyki BLS a takze obecno$¢ dwoch réznych genéw aHEV w badanych
probkach oraz przeprowadzono ich szczegoétowa analizg.

Badaniu metodg ELISA poddano 5 272 surowic od wybranych stad reprodukcyjnych
kur linii migsnych, linii nie$nych kur jak réwniez od niosek jaj konsumpcyjnych oraz 2 112
surowic kurczat brojlerow. Okreslono seroprewalencje aHEV wréznych typach
produkcyjnych zarowno pod wzgledem liczby dodatnich stad, jak i dodatnich osobnikow w
stadach. Badaniom za pomocg technik molekularnych (RT-PCR oraz Real Time RT-PCR)
poddano RNA izolowane z wymazoéw, tkanek (watroba, $ledziona, $ciana pegcherzyka
zotciowego) 1 z6kci pochodzacych z 48 stad reprodukcyjnych kur linii migsnych i niosek jaj
konsumpcyjnych.

Badania serologiczne 1 molekularne wykazaty powszechne wystgpowanie zakazenia
aHEV w badanych stadach reprodukcyjnych kur linii migsnych, linii nie$nych kur jak
rowniez u niosek jaj konsumpcyjnych w Polsce w latach 2010 — 2019. Wyniki badan
serologicznych byly dodatnie w 96,96% stad, natomiast w 60,42% stad, stwierdzono
obecno$¢ materialu genetycznego wirusa. Dodatnie wyniki badania serologicznego
stwierdzono takze w 54,35% stad jednodniowych pisklat brojleréw. Material genetyczny
aHEV stwierdzano czesciej w stadach reprodukcyjnych kur linii migsnych (62,22%) niz
w stadach niosek jaj konsumpcyjnych (33,33%). Wirusa aHEV cze$ciej wykrywano

W pecherzyku zolciowym niz w watrobie, $ledzionie i zotci, co wskazuje na wysoka
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przydatnos¢ tej probki do diagnostyki molekularnej. Obecno$¢ materiatu genetycznego
wirusa takze w wymazach z tchawicy wskazuje na mozliwg transmisje¢ zakazenia droga
oddechowa. Stwierdzono bardzo dobrg zgodno$¢ migdzy RT-PCR oraz Real-Time RT-PCR
dla genu kodujacego biatko kapsydu aHEV. Analiza filogenetyczna potwierdzita
roznorodnos¢ w obrebie wykrywanych genotypow aHEV w Polsce w latach 2011 — 2019.
Analiza genu kodujacego helikaze wykazata przynaleznos¢ szczepow aHEV do czterech
genotypow (genotyp 1, 2, 3 oraz tzw. domniemany nowy genotyp), za$ genu kodujacego
kapsyd do dwoch genotypow (genotyp 2 i 3).

Stowa kluczowe: choroba duzej watroby i §ledziony (BLS), aHEV, helikaza, kapsyd,
ELISA
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Abstract

Epidemiology of avian hepatitis E virus (aHEV) infection in chicken flocks in Poland
in 2010 — 2019

Hepatitis E in chickens, also known as Big Liver and Spleen Disease (BLS), is caused
by avian Hepatitis E Virus (aHEV), an RNA virus of the Avihepevirus genus (species:
Avihepevirus magniiecur). The disease was first recognized in Australia in 1980. The first
cases were reported in Europe in 2004 and in Poland in 2011, although field observations
indicated that the disease had occurred in Poland earlier.

The aim of this study was to determine the prevalence of aHEV infection in selected
chicken (Gallus gallus domesticus) flocks in Poland between 2010 and 2019 using
serological and molecular tests, to determine the relationship between infection prevalence
and bird age, and to determine the impact of infection on the European Efficiency Index in
broiler chicken flocks. The usefulness of various tissues for BLS diagnosis was also
examined, as well as the presence of two different aHEV genes in the tested samples.

ELISA testing was performed on 5,272 sera from selected broiler breeder, layer
breeder and commercial layer flocks and 2,112 sera from broiler chickens flocks. The
seroprevalence of aHEV in various production types was determined, both in terms of the
number of positive flocks and positive individuals within flocks. RN A extracted from swabs,
tissue samples (liver, spleen, gallbladder wall), and bile from 48 broiler breeder and
commercial layer flocks was tested using molecular techniques (RT-PCR and Real Time
RT-PCR).

Serological and molecular studies demonstrated the widespread occurrence of aHEV
infection in studied broiler breeder, layer breeder and commercial layer flocks in Poland
between 2010 and 2019. Serological test results were positive in 96.96% of flocks, while the
presence of virus genetic material was detected in 60.42% of flocks. Positive serological test
results were also found in 54.35% of flocks of day-old commercial broilers. The genetic
material of the aHEV was detected more frequently in broiler breeder flocks (62.22%) than
in commercial layers flocks (33.33%). aHEV was detected more frequently in the
gallbladder than in the liver, spleen, and bile, indicating the high usefulness of this sample
for molecular diagnostics. The presence of virus genetic material in tracheal swabs also
indicates possible respiratory transmission. A very good agreement was found between
RT-PCR and real-time RT-PCR for the gene encoding the aHEV capsid protein.
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Phylogenetic analysis confirmed the diversity of aHEV genotypes detected in Poland
between 2011 and 2019. Analysis of the helicase gene showed that the aHEV strains
belonged to four genotypes (genotypes 1, 2, 3, and the so-called putative new genotype),

while the capsid gene belonged to two genotypes (genotypes 2 and 3).

Key words: big liver and spleen diseases (BLS), aHEV, helicase, capsid, ELISA
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Wykaz stosowanych skrotéw i ich znaczenie

Skrot Nazwa angielska Nazwa polska
AaHEV Australia avian Hepatitis E Virus | wirus zapalenia watroby typu E
ptakow izolaty z Australii
aavUSAaHEV | 'apparently avirulent’ USA avian wirus zapalenia watroby typu E
Hepatitis E Virus ptakow izolaty "najwyrazniej
niezjadliwe" z USA
AGID Agar Gel Immunodiffusion immunodyfuzja w zelu
agarozowym
aHEV avian Hepatitis E Virus wirus zapalenia watroby typu E
ptakow
AL Avian Leucosis biataczka ptakow
ANOVA analysis of variance analiza wariancji
BB Broiler Breeders stado rodzicielskie brojlerow
kurzych, stado hodowlane
(reprodukcyjne) brojleréw
kurzych, stada reprodukcji
migsnej
BLS Big Liver and Spleen disease choroba duzej watroby i sledziony
BLSV Big Liver and Spleen disease wirus wywotujacy chorobe duze;j
Virus watroby i Sledziony
bp (pz) Base pair para zasad
CB Commercial Broilers stado brojleréw kurzych
Cl Confidence Interval przedziat ufnosci
CL Commercial Layers nioski jaj konsumpcyjnych, stada
niosek towarowych
Ct Cycle treshold cykl progowy zdefiniowany jako
cykl, przy ktérym sygnat
fluorescencji osigga pewng
warto$¢ progowa
CV (%CV) Coefficient of Variation wspotczynnik zmienno$ci
DNA Deoxyribonucleic acid kwas dezoksyrybonukleinowy
di days of incubation dzien inkubacji
dpi days post-infection dni po zakazeniu
EaHEV European avian Hepatitis E Virus | wirus zapalenia watroby typu E
ptakow izolaty z Europy
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent test immunoenzymatyczny
Assay
EWW European Efficiency Index Europejski Wspotczynnik
Wydajnosci
FDS primary feather drop syndrome zespotem utraty lotek pierwszego

rzedu
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FHF fulminant hepatic failure niewydolno$¢ watroby o
przebiegu piorunujagcym
FLHS Fatty Liver Haemorrhagic zespOt krwotocznego stluszczenia
Syndrome watroby
FTA Flinders Technology Associates karta FTA
filter paper
Gmean Geometric Mean Titer $rednie miano geometryczne
(GMT)
HEV Hepatitis E Virus wirus zapalenia watroby typu E
hHEV human Hepatitis E Virus wirus zapalenia watroby typu E
ludzi
HRHS Hepatic Rupture Hemorrhage zespot krwotoczny z peknieciem
Syndrome watroby
HSD Honestly Significant Difference metoda HSD Tukeya
HSS Hepatitis-Splenomegaly syndrom zapalenia watroby i
Syndrome powickszenia §ledziony
HUaHEV Hungary avian Hepatitis E Virus | wirus zapalenia watroby typu E
ptakow izolaty z Wegrzech
ICTV International Committee of Miedzynarodowy Komitet
Taxonomy of Viruses Taksonomii Wiruséw
lgY Immunoglobulin Y Immunoglobulina klasy Y
kb (kpz) Kilo base pair kilo (tysigc) par zasad
LB Layer Breeders stada rodzicielskie niosek, stada
reprodukcji nie$nej
Max (Tmax) Maximum Titer miano maksymalne
Min (Tmin) Minimal Titer miano minimalne
N Numer of samples liczba probek

NEG (%NEG)

Numer of negative sera
(percengate od negative sera)

liczba surowic negatywnych (%
surowic negatywnych)

NTC

No Template Control

kontrola reakcji bez matrycy

ORF

Open Reading Frame

otwarta ramka odczytu

p, wartos¢ p

p-value, probability value

prawdopodobienstwo testowe

PCR

Polymerase Chain Reaction

reakcja fancuchowa polimerazy

POS (%POS)

Numer of positive sera
(percengate od positive sera)

liczba surowic pozytywnych (%
surowic pozytywnych)

pUSAaHEV ‘prototype’ USA avian Hepatitis E | wirus zapalenia watroby typu E
Virus ptakow izolaty "prototypowe" z

USA

Real-Time Real Time Polymerase Chain lancuchowa reakcja polimerazy

PCR Reaction DNA z analizg ilo$ci produktu w
czasie rzeczywistym

Real-Time Real Time Reverse Transcription | fancuchowa reakcja polimerazy z

RT-PCR Polymerase Chain Reaction odwrotng transkrypcja w czasie

rzeczywistym
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RNA Ribonucleic acid kwas rybonukleinowy
RT-PCR Reverse Transcription Polymerase | tancuchowa reakcja polimerazy z
Chain Reaction odwrotng transkrypcja

SD Standard Deviation odchylenie standardowe

SE Standard Error btad standardowy

SHEV swine Hepatitis E Virus wirus zapalenia watroby typu E
Swin

SPF Specific Pathogen-Free zwierzeta wolne od specyficznych
patogenow wystepujacych u
danego gatunku

SR Seroconversion Rate wspotczynnik serokonwersji

SSRNA Single stranded RNA wirusy RNA z pojedyncza nicig

m melting temperature temperatura topnienia

TWaHEV Taiwan avian Hepatitis E Virus wirus zapalenia watroby typu E
ptakow izolaty z Taiwanu

USAaHEV USA avian Hepatitis E Virus wirus zapalenia watroby typu E
ptakow izolaty z USA

WHO World Health Organization Swiatowa Organizacja Zdrowia

WS (SI) Seroconversion Index wspotczynnik serokonwersji
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Wstep

I. WSTEP

Odkad ponad 40 lat temu po raz pierwszy zaobserwowano wirusowy zespot duzej
watroby i $ledziony (Big Liver and Spleen Syndrome — BLS) w stadach rodzicielskich
brojlerow kurzych [23] jest on wcigz mato poznany i rzadko rozpoznawany w praktyce, gdyz
nie charakteryzuje si¢ jednolitym i specyficznym obrazem klinicznym. Ponadto, brak
dostepnych szczepionek oraz nierzadko lekcewazenie znaczenia problemu, powoduja, ze nie

jest on skutecznie rozwigzywany.
1. Rys historyczny zakazen aHEV

Zesp6t duzej watroby i §ledziony rozpoznano w Australii w 1980 roku i od tego czasu
uwazano go za przyczyne najwigkszych strat ekonomicznych w stadach rodzicielskich
brojleréw 1 niosek jaj konsumpcyjnych. Charakteryzuje si¢ on spadkiem produkcji niesnej,
niewielkim wzrostem $miertelnosci, a takze powigkszeniem watroby i $ledziony [23,57].
Zakazenie potwierdzono w tescie serologicznym AGID, stosujgc jako antygen
homogenizaty watroby i $ledziony chorych ptakow. Nastepne doniesienia pochodza
z Wielkiej Brytanii 1 Standw Zjednoczonych, gdzie rowniez kontakt kur z wirusem
potwierdzono metodami serologicznymi, w tym po raz pierwszy testem ELISA w roku 1993
[6,23,58,87]. Dodatkowo w USA zakazenie wirusem BLS bylo wigzane z zespotem utraty
lotek pierwszego rzedu (FDS — primary feather drop syndrome). Poza spadkiem produkcji
niesnej i utratg lotek stwierdzano opdznione dojrzewanie piciowe ptakow [6,42]. Pierwsze
informacje o diagnostyce molekularnej tej choroby pochodza z Australii z 1999 roku, gdzie
opracowano RT-PCR z zastosowaniem zdegenerowanych starterow dla genu kodujacego
specyficzng helikaze [57].

0d 1991 pojawiaty si¢ w piSmiennictwie naukowym doniesienia na temat zblizonego
do BLS syndromu zapalenia watroby i powigkszenia $ledziony (HSS — hepatitis-
splenomegaly syndrome), ktory rozpoznano w zachodniej Kanadzie. W 1997 potwierdzono,
ze zespot ten wystepuje tez w USA i we wschodniej Kanadzie [25,27]. Od samego poczatku
podejrzewano, iz BLS 1 HSS sa ze soba w jaki$ sposob powigzane. HSS charakteryzowat si¢
zwigkszong $miertelnoscig w stadach rodzicielskich w wieku od 30 do 72 tygodni,
dochodzito do regresji jajnika, powiekszenia watroby i $ledziony, a takze pojawiat si¢
krwisty ptyn w brzusznej czeéci jamy ciata. Chorobe diagnozowano zarowno w stadach
rodzicielskich brojleréw, jak i u niosek towarowych. Wedlug niektérych doniesien nie

notowano przypadkéw HSS po 1994 roku, dlatego tez etiologia tego syndromu jest mato
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poznana, chociaz z powodu =zapalenia naczyn 1 odkladania si¢ zlogdbw amyloidu
podejrzewano mechanizm immunologiczny [85]. U drobiu z zespotem HSS wykrywano
wirus zapalenia watroby typu E ptakéow (aHEV), ale rownie czesto wirus byt wykrywany
w stadach gdzie nie stwierdzano HSS [2,85].

W 2004 roku w USA udowodniono, ze HSS wyst¢puje enzootycznie takze w formie
subklinicznej [80]. Nastepne przypadki zakazen aHEV miaty miejsce w Ontario, w Kanadzie
jesienig 2003 roku [2].

W 2004 roku odnotowano pierwsze przypadki BLS w Europie, po raz pierwszy
we Wioszech [42]. Rok pdzniej w 2005 wystapil kolejny przypadek na Wegrzech [54].
Nastepnie w 2008 roku w Hiszpanii potwierdzono obecnos¢ przeciwcial przeciwko aHEV
w surowicach ptakoéw pochodzacych ze stad rodzicielskich brojlerow kurzych oraz niosek
towarowych [59]. W 2009 roku po raz pierwszy wykryto materiat genetyczny wirusa w Rosji
[30]. Pierwszy przypadek aHEV w Finlandii zdiagnozowano w styczniu 2013 roku [60],
W Azji po raz pierwszy aHEV wykryto w 2009 roku w Chinach, gdzie sekwencja genomu
wirusa byta w 98,3% identyczna z sekwencjg genotypu 3 aHEV - EaHEV
[110],[110],natomiast w 2013 roku badania w Taiwanie wykazaty, ze 95% z 61 badanych
stad rodzicielskich brojleréw kurzych oraz niosek towarowych miato przeciwciala
przeciwko BLS w ELISA [26]. W 2019 roku opisano nowe szczepy aHEV pochodzace
z Pakistanu, ktorych nie mozna bylo przyporzadkowac¢ do wczesniej opisanych genotypow
tego wirusa [29].

W Polsce pierwszy opis przypadku klinicznego w przebiegu BLS przedstawit
Szeleszczuk w 2011 roku w doniesieniu ustnym na I-wszym Kongresie PraktykKi
Weterynaryjnej w Lodzi [84], ale w terenie syndrom ten byl obserwowany juz kilka lat
wczesniej, przynajmniej od 2007 roku przez praktykujacych lekarzy weterynarii [7,8,89,90].
W doniesieniu Szeleszczuka choroba wystapita na jednym z czterech stad rodzicielskich
brojlerow kurzych na fermie w wojewodztwie mazowieckim w 2010 roku. W stadzie
odnotowano spadek nie$nosci oraz wzrost $miertelnosci wraz z charakterystycznymi dla
aHEV zmianami sekcyjnymi. Za pomoca ELISA potwierdzono wystepowania przeciwcial
przeciwko BLS (w wieku 48 tygodni — 43,48% surowic pozytywnych oraz CV 109% i po
7 tygodniach — 60,87% surowic pozytywnych i CV 99%) [84].

W 2013 roku Bartczak przedstawit w doniesieniu ustnym przypadek zapalenia
watroby typu E w Polsce z 2007 roku, ktory nastepnie opisano w 2014. Chorobe

zdiagnozowano w dwoch z szeséciu stad rodzicielskich brojlerow kurzych na jednej fermie
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w wojewodztwie wielkopolskim [7,8]. U 44 tygodniowych ptakéw odnotowano wzmozone
upadki (0,5% tygodniowo, maksymalnie osiagajac 2%) oraz spadek niesnosci (ok. 2,5%).
Klinicznie zaobserwowano jedynie osowiato$¢, blados$¢ grzebienia i dzwonkoéw. W obrazie
sekcyjnym stwierdzono dobrag kondycje, blados¢ skory i powlok brzusznych, obecnosé
W jamie ciata ptynu podbarwionego krwig (czgsto przeswitujacego przez powtoki brzuszne).
Watroba byta powigkszona, krucha, z ogniskami martwicy, wybroczynami, czasem ze
skrzepami krwi pod torebka jako konsekwencja pgknigcia narzadu. U czesci ptakow
zaobserwowano takze znaczne powiekszenie $ledziony z widocznymi ogniskami martwicy
oraz zmianami w strukturze narzadu. Wykonano badanie histopatologiczne ktore
wykluczylo chorob¢ Mareka oraz biataczke, a takze wyslano material na kartach FTA
(odcisk migzszu watroby, S$ledziony oraz z61¢) do laboratorium na Uniwersytecie
w Wiedniu, gdzie za pomocg badan RT-PCR potwierdzono zakazenie aHEV. Ferma byta
pod stalg kontrolg weterynaryjng i w kolejnych latach (2008 — 2012) upadki byty w normie,
sporadycznie stwierdzano pojedyncze sztuki ze zmianami sekcyjnymi charakterystycznymi
dla zakazenia aHEV (wyniki RT-PCR byly ujemne). W roku 2012 doszto do kolejnego
epizodu z klinicznym zakazeniem aHEV na tej fermie, wowczas u ptakow w wieku ok. 50
tygodni odnotowano wzrost upadkow (0,3 — 0,5% tygodniowo), spadek niesnosci, a obraz
sekeyjny padtych kur byt charakterystyczny dla BLS. W tym czasie na tej fermie, ale
winnym obiekcie byly rowniez utrzymywane ptaki 30 tygodniowe, u ktorych
zaobserwowano jedynie nieznaczny wzrost upadkow. W badaniach RT-PCR wykonanych
na Uniwersytecie w Wiedniu potwierdzono w obu przypadkach zakazenia aHEV.
Wykonano roéwniez badania biatka jaj w ktorych rowniez stwierdzono obecnos¢ przeciwciat
anty-aHEV (stada w wieku 57 tygodni — 55% probek pozytywnych i CV 80%; stada w wieku
33 tygodni — 83% probek pozytywnych i CV 95%). Nastepnie infekcja przybrata ponownie
forme¢ podkliniczng, co mozna bylo potwierdzi¢ zmniejszonym odsetkiem wynikow
pozytywnych w ELISA (badano surowice jeszcze dwukrotnie po 8 i 11 miesigcach od
wystgpienia objawow klinicznych w 2012 roku) [7,8].

Kolejne przypadki, od 2015 roku w Polsce, opisali Matczuk i wsp., ktorzy
potwierdzili powszechne wystepowanie zakazen aHEV w kraju (56,14% stad rodzicielskich
kurczat rzeznych i stadach niosek towarowych seropozytywnych w latach 2015 —2017) [43].

W zalezno$ci od kraju, w ktorym opisywano chorobe wywolywang przez ptasi wirus
zapalenia watroby typu E, byta ona bardzo roznie nazywana na przestrzeni lat. Najczesciej
stosowane nazwy to: choroba duzej watroby i §ledziony, zespot martwicowo-krwotocznego

zapalenia watroby i powigkszenia §ledziony [2], martwicowo-krwotoczne rozrostowe
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zapalenie watroby, zespot krwotocznego zapalenia watroby oraz zespdt krwotoczny

z peknieciem watroby (Ryc. 1) [2,12,27,57,67,74].

Choroba duzej watroby i $ledziony
(BLS - big liver and spleen disease)

Zesp6t martwicowo-krwotocznego zapalenia watroby i
— powiekszenia $ledziony
(HSS - hepatitis - splenomegaly syndrome)

Martwicowo - krwotoczne rozrostowe zapalenie watroby

— Zespol krwotocznego zapalenia watroby

Wirus zapalenia watroby typu E u drobiu
(@aHEV - avian hepatitis E virus)

Zespot krwotoczny z peknieciem watroby
(HRHS - hepatic rupture hemorrhage syndrome)

Ryc. 1. Synonimy uzywane na okreslenie infekcji wirusem aHEV (rycina wlasna) na
podstawie pismiennictwa [2,12,27,57,67].

2. Taksonomia wirusa zapalenia watroby typu E u ptakow

Czynnikiem etiologicznym BLS jest wirus zapalenia watroby typu E (aHEV)
nalezacy do rodziny Hepeviridae, podrodziny Orthohepevirinae, rodzaju Avihepevirus
(dawniej Orthohepevirus), gatunku Avihepevirus magniiecur (dawniej Orthohepevirus B).

Poczatkowo wirus zapalenia watroby typu E (HEV — hepatitis E virus) zostat
zakwalifikowany do rodziny Caliciviridae, lecz gdy okazalo si¢, ze brak jest wielu
wspoélnych cech pomigdzy HEV, a caliciwirusami taksonomi¢ zmieniono [9].

Nastepnie pojawila si¢ propozycja by stworzy¢ nowa jednostke taksonomiczng
0 nazwie: Hearviridae (hepatitis E and related viruses), w ktorej sktad wchodzit wirus
zapalenia watroby typu E oraz wirusy podobne do HEV (HEV-like) [25]. Ostatecznie od
roku 2004 roku HEV jest zaliczany do rodziny: Hepeviridae [28,62].
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Pojawiajace si¢ w miar¢ uptywu czasu nowe dane powodowatly, ze taksonomia
rodziny Hepeviridae byta kilkakrotnie zmieniana. Poczatkowo zaproponowano
zlikwidowanie rodzaju Hepevirus i na jego miejsce stworzenie dwoch oddzielnych
rodzajow: Orthohepevirus i Avihepevirus [45,50]. lzolowane nowe szczepy wirusa
spowodowatly konieczno$¢ kolejnej zmiany w nazewnictwie, stad w 2014 roku
wprowadzono nowa klasyfikacje, wedtug ktorej rodzing Hepeviridae podzielono na dwa
rodzaje: Orthohepevirus i Piscihepevirus. Wirus zapalenia watroby typu E ptakow
umieszczono w rodzaju Orthohepevirus i gatunku Orthohepevirus B [70]. Na biezaco
pojawiajace si¢ nowe dane wskazywaty, ze podziat taksonomiczny tych zarazkow bedzie
nadal ulegat zmianom. Migdzy innymi w roku 2015 1 2016 odkryto nowe jeszcze
nieprzypisane do zadnej grupy szczepy wirusa wystgpujace u dzikich ptakow. Szczep wirusa
wystepujacy u czapli nadobnej (Egretta garzetta) byt najbardziej zblizony budowg do
szczepoOw ptasich wystepujacych glownie u drobiu, za$ szczepy wystepujace u ptakow
drapieznych takich, jak pustulka zwyczajna (Falco tinnunculus) czy kobczyk zwyczajny
(Falco vespertinus) byly bardziej zblizone budowg do gatunku Orthohepevirus C
(wystepujacych u szczura 1 fretki), co moze mie¢ zwigzek z dietg tych ptakow (zywig sie
réznego rodzaju nornicami, ryjéwkami oraz myszami) oraz do Orthohepevirus A genotypu
4 (wystepujacego u cztowieka i $wini) [65,66]. Szczep wykryty u sepéw himalajskich (Gyps
himalayensis) zamieszkujacych ogrod zoologiczny w Pekinie byl natomiast najbardziej
zblizony do Orthohepevirus A genotypu 3, ktory wystepuje u czlowieka, $wini, ale takze
takich gatunkéw jak krolik, jelen czy mangusta, w tym przypadku byto podejrzenie
zakazenia miedzygatunkowego, ale nie potwierdzono namnazania si¢ wirusa w organizmie
ptakow [35].

Pod koniec 2022 roku z powodu wielu nowych doniesien oraz coraz wigkszej bazy
pelnych genomoéw, a takze fragmentéw wirusOw pochodzacych z roznych rejonéw $wiata
oraz od réznych gatunkow zwierzat, ICTV zmienilo taksonomie¢ po raz kolejny (Tab. 1).
Nadal pozostawiono rodzing Hepeviridae, ktora dzieli si¢ na dwie podrodziny:
Orthohepevirinae oraz Parahepevirinae. Aktualnie wirus zapalenia watroby typu E ptakow
nalezy do podrodziny Orthohepevirinae, rodzaju Avihepevirus. Obecna klasyfikacja
W obrgbie rodzaju Avihepevirus wyrdoznia dwa gatunki wirusa Avihepevirus egretti
wystepujacy u czapli nadobnej oraz Avihepevirus magniiecur wystepujacy u kur. Wykryto
wiele szczepow ptasich pochodzacych od roznych gatunkéw, ktére nie zostaty dotychczas
zakwalifikowane do konkretnego gatunku wirusa [62,63]. Jednym z takich przyktadow jest

izolat zarazka wystepujacy u wrobli (Passer domesticus), ktorego caty genom zostat
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okreslony w 2018, z analizy jego struktury wynikalo, ze patogen ten powinien stanowic
oddzielny szczep. Izolat wykazywal jednak wigksze podobienstwo do szczepoéw kurzych
(ORF1 71-78%, ORF2 80%), niz do szczepu pochodzacego od czapli nadobnej (ORF1 55%,
ORF2 68 %) [101].

Tab. 1. Taksonomia rodziny Hepeviridae (wedlug Smith i wsp., (2014)[70],
z uwzglednieniem genotypow aHEV zaproponowanych przez Billic i wsp., (2009)[10]
i zmodyfikowanych w najnowszym ICTV[63] przez Purdy i wsp. (2022)[62] oraz nowo
odkrytych jeszcze nieprzypisanych gatunkow przez Lin i wsp. (2014)[37], Li i wsp.
(2015)[35], Reuter i wsp. (2016)[65,66], Zhang i wsp. (2017)[104], Yang i wsp.

(2018)[101], a takze Wang i wsp. (2021)[94]).

« Gatunek Dominujacy Genotyp Gatunek
< é - (aktualny) gatunek gospodarza (poprzedni)
o o o
¥ | o | x
Avihepevirus Czapla nadobna Nieklasyfikowane Nieprzypisany
egretti (Egretta garzetta)
(LEHEV)
Avihepevirus Kura 1 genotyp Orthohepevirus B
magniiecur (wykryty takze u: (Australijski —
(aHEV) drozd $piewak AaHEV)
(Turdus philomelos), | 2 genotyp
pbjdzka zwyczajna (USA — USAaHEV)
(Athene noctua), e pUSAaHEV
gofab miejski e aavUSAaHEV
o (C0|umba IiVia 3 genotyp
= domestica f. urbana), | (Europejski — EaHEV /
3 myszotow zwyczajny | Wegierski — HUaHEV)
IS (Buteo buteo)) 4 genotyp
o | = (Tajwanski —
s | £ T TWaHEV)
2 |5 5 genotyp @
3 & Wrobel Nieklasyfikowane
S| S (Passer domesticus)
T | £ Dzikie ptaki Nieklasyfikowane
© Sep himalajski Nieklasyfikowane
(Gyps himalayensis)
Pustutka zwyczajna Nieklasyfikowane
(Falco tinnunculus)
Kobczyk zwyczajny Nieklasyfikowane
(Falco vespertinus)
Chirohepevirus | Wampir (nietoperz) Nieklasyfikowane Nieprzypisany
. desmodi
2 (DBaHEV)
é Chirohepevirus | Mroczek, nocek Nieklasyfikowane Orthohepevirus D
2 eptesici (nietoperze)
2 (BaHEV)
5 Chirohepgvirus Po_dkowcowate Nieklasyfikowane Nieprzypisany
rhinolophi (nietoperze)
(HBaHEV)
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Paslahepevirus | Lo$ euroazjatycki Nieklasyfikowane Nieprzypisany
alci
(MHEV)
Paslahepevirus | Cztowiek HEV -1 Orthohepevirus A
" balayani Cziowiek HEV -2
> (HEV) Czlowiek, $winia, HEV -3
3 krolik, jelen,
g mangusta, dzik,
% malpa, zajac
K Cztowiek, $winia, HEV -4
dzik, matpa
Dzik HEV -5
Dzik HEV -6
Wielbtad HEV -7
Wielbtad HEV -8
Rocahepevirus | Wilk Nieklasyfikowane Nieprzypisany
eothenomi
o) (VHEV)
= Rocahepevirus Szczur, ryjowkowate | HEV —C1 Orthohepevirus C
s ratti
% (RHEV)
S Rocahepevirus | Fretka, norki HEV - C2
o ratti
(FrHEV)
Lis, dzikie gryzonie Nieklasyfikowane
® Piscihepevirus Pstrag, toso$ Piscihepevirus A
g | 3 heenan
Zg E (CTV)
s | &
S o

Przyjmuje si¢, ze pierwszy podejrzewany kliniczny przypadek zapalenia watroby
typu E u czlowicka miat miejsce juz w 1794 roku w Niemczech [31], ale dopiero w 1991
roku czynnik etiologiczny wywotujacy ta chorobg zostat okreslony, jako HEV [2]. Do czasu
zaobserwowania pierwszych przypadkéw choroby u $swin (1997) zaktadano, ze jest to
choroba przenoszona jedynie migdzy ludZzmi. U ludzi do zakazenia dochodzi droga
pokarmowg (poprzez kontakt z zanieczyszczong katem wodg), najczg¢sciej chorujg osoby
w wieku 15-30 lat, u ktoérych dochodzi do ostrego samoograniczajaceg0 si¢ zapalenia
watroby. Oddzielng grupa sa kobiety w cigzy u ktorych odnotowano $miertelno$¢ siggajaca
26,9% (najczesciej w trzecim trymestrze cigzy) [31]. U kobiet moze doj$¢ do zottaczki
I niewydolnosci watroby o przebiegu piorunujagcym (FHF — fulminant hepatic failure), co
historycznie skutkowato wieloma zgonami [86].

Od 2010 roku gtéwnie dzigki nowym metodom diagnostycznym odkryto wigcej
zarazkow podobnych do wirusa zapalenia watroby typu E u: szczurow, krolikow, fretek,

norek, lisow, nietoperzy, myszy oraz u ryb tososiowatych [31].
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Do tej pory, w zaleznos$ci od zrodia, postulowano wystepowanie czterech albo pigciu
genotypow wirusa zapalenia watroby typu E. Wedlug Huang i wsp. (2004) catg grupe HEV
podzielono na pieé genotypdw, z czego grupa genotypu 5 obejmuje izolaty wirusa zapalenia
watroby typu E ptakéw (aHEV) [28]. Inni autorzy stwierdzali wystgpowanie tylko czterech
glownych genotypow wliczajac genotypy cztowieka i swini [2]. Genotyp 1 i 2 byly Scisle
przyporzadkowane do wiruséw cztowieka, zas 3 i 4 to genotypy wiruséw patogennych dla
ludzi, ale takze dla $win i innych zwierzat [45,46,59]. Meng w 2010 wyodrebnit oddzielnie
szczepy pochodzace od kur wirusa zapalenia watroby typu E, lecz nie przyporzadkowat ich
konkretnie do genotypu 5 [45] (Ryc. 2). Stosunkowo tatwa mozliwos$¢ transmisji
miedzygatunkowych HEV sklonita Meng’a (2013) do postulowania o0 niewyrdznianie
genotypow gatunkowo specyficznych, zwlaszcza w odniesieniu do wiruséw izolowanych od
ptakow, przy klasyfikowaniu tych zarazkow [47]. Obecnie w obrgbie rodzaju
Paslahepevirus (wczesniej rodzaj Orthohepevirus, gatunek Orthohepevirus A) wyroznia si¢
8 genotypow, poza pierwszymi czterema, ktoére opisano wczesniej, w kolejnych latach
wyizolowano nowe cztery genotypy 5 i 6 od dzikow oraz 7 i 8 od wielbtagdoéw [94,97], za$
genotypy wirusow izolowanych od ptakow zostaly zgrupowane w odrebnym rodzaju

Avihepevirus (wczesniej rodzaj Orthohepevirus, gatunek Orthohepevirus B) [70].

JKN-Sap JMY-Haw

Prototype
swine HEV

swJ570

JJT-Kan Genotype 3

JRA1

Genotype 2

G 4
swJ13-1 AP

Sar-55 Xinjiang
K52-87
Hebli
HEVO037

HEV Japai™a

HEh\lJ;NqESL
agras

H.
aryangﬂmmc dvderabad

JAK-Sai

Genotype 1

— 100 changes

Ryc. 2. Drzewo filogenetyczne hepewirusow. Zrodlo: Meng, 2010 [46].
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W 2009 roku zostat przedstawiony podzial aHEV (aktualnie w wykazie wybranych
gatunkéw Hepeviridae ICTV uzyty jest akronim: AHEV [63]) na trzy rozne grupy
genotypowe: genotyp 1 (australijski — AaHEV); genotyp 2 (USA — USAaHEV) oraz genotyp
3 (europejski — EaHEV lub wegierski — HUaHEV) i genotyp 4 (tajwanski — TWaHEV) [53].
Dodatkowo genotyp 2 podzielony jest jeszcze na dwie podgrupy: pUSAaHEV
i aavUSAaHEV. Stwierdzono, ze genotyp 2 — USAaHEV jest najbardziej zblizony budowa
do HEV, a doktadniej do grup wczesniej okreslanych jako: hHEV (ludzki wirus zapalenia
watroby typu E) i sHEV ($winski wirus zapalenia watroby typu E) [10,73]. Kolejne
publikacje wskazywaly, ze grupa aHEV, moze by¢ jednak bardziej rozbudowana —
sugerowane jest istnienie genotypu 5.

Aktualnie do genotypu 1 australijskiego zaliczane sa takze izolaty pochodzace
Z Poludniowej Korei [33], do genotypu 2 USA zaliczane sg rowniez izolaty pochodzace
z Poludniowej Korei, Hiszpanii [53] oraz z Polski [43,69,96], do genotypu 3 europejskiego
(wykryto 1 izolat z Polski [69]) zaliczane sg takze izolaty pochodzgce z Chin, do genotypu
4 zaliczane sg izolaty pochodzace z Wegier, Taiwanu, Chin i Polski [4,5,18,26,44,69].
Sugerowany genotyp 5 miatyby utworzy¢ izolaty z Wielkiej Brytanii [41] (Ryc. 3).

Taksonomie aHEV dodatkowo komplikuja obserwacje wskazujgce na rdznice
w budowie izolatow pochodzacych z Rosji 1 Kazachstanu, ktore ze wzgledow
geograficznych podejrzewano o przynaleznos$¢ do genotypu 3 — europejskiego. Okazalo sie,
ze nie pasuja one budowa do zadnego z genotypdéw opisanych w tamtym czasie (genotypy
1-3), jeden (aHEV16211; GenBank: JQ814690) z czterech pozyskanych izolatow byt
zblizony budows do czg¢sci izolatdéw pochodzacych z Chin (China-09-B3, China-09-Z56,
China-09-G57; GenBank: GQ398040 — GQ398042) oraz Ameryki (NY449, CAG97A,;
GenBank: AY870828, AY870822, AF531907), za§ pozostate trzy izolaty (aHEV18196,
aHEV16050, aHEV16279; GenBank: JQ814688, JQ814691, JQ814692) stworzyly
oddzielng grupe [30,73]. Kolejng oddzielng grupe tworzg dwa izolaty pochodzace z Chin.
Jeden pochodzacy od kury jedwabistej z potnocnej cze¢éci Chin (GenBank: MN562265)[38],
drugi za$ od kurczat z wschodniej cze$ci Chin (GenBank: OM037109)[44].

Od 2016 roku na fermach w Chinach zaobserwowano zespot krwotoczny
z peknieciem watroby (HRHS — hepatic rupture hemorrhage syndrome), ktory zostat
wywolany przez nowy izolat aHEV (VaHEV-MG976720; GenBank: MG976720)[76],
wykazujacy duza odmienno$¢ od 11 szczepdw reprezentujacych genotypy 1-4, co

sugerowato, ze moze naleze¢ do odrgbnego genotypu [74,76].
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Coraz czeSciej podaje sie¢ w watpliwos¢ sensowno$¢ dzielenia genotypow
Avihepevirus magniiecur ze wzgledu na polozenie geograficzne, chociazby izolaty
pochodzace z Korei, Chin oraz Taiwanu badane w 2016 roku przez Moon i wsp. [53]
catkowicie si¢ od siebie r6znig, mimo bliskosci geograficznej. Z drugiej zas strony niektore
doniesienia podaja w watpliwo$¢ stosownos¢ podziatu wewnatrz rodzaju Avihepevirus, gdyz
wyroznione genotypy nie sg az tak znacznie od siebie oddalone pod wzgledem struktury
genomu. Zdaniem Smith i wsp. [70] zasadno$¢ podziatu zostanie potwierdzona w przypadku
dysponowania wigksza liczba petnych genomow aHEV. Aktualnie podziat zostal dokonany
na dwa gatunki: Avihepevirus magniiecur, ktory zawiera wszystkie genotypy wyzej opisane
oraz Avihepevirus egretti, wykryty u czapli nadobnej. Mozna przypuszczaé, ze izolat

pochodzacy od wrobli rowniez bedzie przynalezat do oddzielnego gatunku [44,62,63,94].

Gatunek:
Avihepevirus egretti

Rodzaj:

Paslahepevirus

pUSAaHEV

aavUSAaHEV

Rodzaj:

Rocahepevirus

Genotyp 2

Rodzaj:

Chirohepevirus Genotyp 1

Avihepevirus magniiecur

Rodzaj:
Avihepevirus

Ryc. 3. Podzial izolatow aHEV (rycina wlasna) na podstawie danych piSmiennictwa
[5,10,26,29,41,44,62,63,66].

EaHEV- europejski wirus zapalenia watroby typu E ptakéw, HUaHEV — wegierski wirus
zapalenia watroby typu E ptakow, TWaHEV — tajwanski wirus zapalenia watroby typu E
ptakéw, pUSAaHEV — prototypowy wirus zapalenia watroby typu E ptakow z USA,
aavUSAaHEV — niezjadliwy wirus zapalenia watroby typu E ptakéw z USA, AaHEV —
australijski wirus zapalenia watroby typu E ptakow.
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W $wietle aktualnie dostgpnych danych nie ulega watpliwos$ci, ze wirus zapalenia
watroby typu takow 1 wirus wywotujacy choro uzej watroby 1 sledzion S
atroby typu E ptakow i wirus wywolujacy chorobe duzej watroby i sledziony (BLSV) s3

réznymi szczepami tego samego zarazka [59].
3. Budowa wirusa zapalenia watroby typu E

Wirus zapalenia watroby typu E jest jednoniciowym RNA wirusem wielkosci 27/28
— 34/35 nm [3,31] o dodatniej polarnosci (+)ssRNA, genom zbudowany jest z 6,4 do 7,3
tysigca par zasad [10,44,62]. Wedlug danych pismiennictwa najwickszy genom wirusa
zapalenia watroby typu E zostat wykryty u $§wini — 7,3 kpz (GenBank: EF570133), natomiast
najmniejszy u nietoperzy — 6,6 kpz (GenBank: KJ562187)[44]. Ptasie szczepy zbudowane
sa z okolo 6,6 kpz, zarowno Avihepevirus egretti wystepujacy u czapli nadobnej (GenBank:
KX589065)[66], jaki i Avihepevirus magniiecur wystepujacy u kur.

Genom wirusa zapalenia watroby typu E zawiera krétki niekodujacy koniec 5° (27
— 35 nukleotydow), nastepnie znajdujg si¢ trzy czesciowo naktadajace si¢ na siebie otwarte
ramki odczytu (ORF — Open Reading Frame) — ORF1, ORF3 i ORF2. Niekodujacy koniec
3’ (65 — 74 nukleotydow) zakonczony jest koncem poli(A) o dlugosci 150 — 200
nukleotydoéw (Ryc. 4) [91].

HEY RNA

e e

CAP poli(A) tail
v
MT PCP PPR Hel fosfoproteina
metylotransferaza | proteaza region (NTP)
cystemowa | poliproliny helikaza
v v v v v
domenaY  HUD Macro (X) RdRp CP
unikalna domena  makro polimeraza RNA kapsyd
hepewirusa domena zalezna od RNA

(region Z) (domena X)

Ryc. 4. Schemat budowy genomu wirusa zapalenia watroby typu E — HEV (hepatitis E virus)
[32,62,63].
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Struktura genomu HEV jest porownywalna zard6wno u zwierzat jak i u ludzi. Analiza
sekwencji genomu aHEV ujawnita 50 — 60% podobienstwa sekwencji nukleotydow
z ludzkimi i §winskimi HEV [14].

Brak otoczki biatkowej (podobnie, jak w przypadku wirusa zapalenia watroby typu

A) umozliwia transmisje zakazenia droga pokarmowa.

3.1. Otwarta ramka odczytu 1 (ORF 1)

ORF1 rozpoczyna si¢ na koncu 5’ zaraz za krotkim niekodujacym regionem
sktadajacym si¢ z 27 do 35 nukleotydéw. Ten fragment genu zawiera okoto 4600
nukleotydéw [od 4592 w genomie EF206691 [14] — do 4598 w genomie AM943646 [10]
oraz GU954430 [110]] i koduje niestrukturalne biatko (poliproteine) o dlugosci okoto 1693
aminokwasow. Poliproteina ORF1 bierze udziat w replikacji czastek wirusowych i zmianach
strukturalnych biatek. Od konca N do C wystgpuja nastepujace proteiny: metylotransferaza
(MT lub MeT), domena Y o nieznanej roli (podobna do wirusa roézyczki oraz wirusa
nekrotycznego zotknigcia nerwow buraka), proteaza cysteinowa podobna do papainy (PCP
— znaleziona w alphawirusach i wirusie rézyczki), region Z (HUD — unikalna domena dla
Paslahepevirus balayani — HEV, kiedy$ Orthohepevirus A), region bogaty w poliproling
(PPR, nazywany takze regionem hyperzmiennym — HVR), makro domena X o nieznanej roli
(podobna do wirusa rozyczki, wirusa nekrotycznego zoltknigcia nerwoOw buraka,
alphawiruséw oraz niektérych koronawirusow), NTP — wigzaca sekwencja zwigzana
z aktywnoscia helikazy (wspomaga rozwijanie RNA wymagane do replikacji i transkrypcji)
i polimeraza RNA zalezna od RNA (RdRp). Potwierdzono, ze Avihepvirus magniiecur nie
posiada w swojej budowie zarowno proteazy cysteinowej, jak i regionu Z, podobnie, jak

inne gatunki w obrebie Hepeviridae, poza Paslahepevirus balayani [3,32,62,63,91].

3.2. Otwarta ramka odczytu 2 (ORF 2)

Fragment ORF2 wedtlug sekwencji dostepnych w GenBank (AY535004, EF206691,
AM943646, AM943647 oraz GU954430) sktada si¢ z 1820 nukleotydéw poprzedzajacych
koncowa sekwencje poli(A) — okoto 65 nukleotydéw, tancucha rybonukleinowego na koncu
3’. Ten gen koduje glownie, jesli nie jedynie, bialko kapsydu. Jest to glikoproteina
0 wielkosci okoto 71 — 88 kDa (660 aminokwasow, komponenta sacharydowa lezy na
N koncu) z potencjalnym regionem sygnatowym (z duza koncentracjg argininy 1 lizyny) dla
retikulum endoplazmatycznego. Biatko to jest syntetyzowane, jako prekursor, ktory

nastgpnie poprzez sekwencj¢ sygnalowa przeksztalcany jest w bialko dojrzale i ulega
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glikozylacji z trzech mozliwych stron. Potwierdzono, ze obecnos$¢ dodatkowych sacharydow
jest czestsza W biatkach powierzchniowych kapsydu wiruséw otoczkowych niz U Wiruséw
bezotoczkowych [91]. Wiedza na temat immunogennosci bialek ORF2 jest bardzo istotna
ze wzgledu na produkcje¢ szczepionek, poniewaz pierwsza szczepionke dla ludzi opracowano
wykorzystujac przeciwciata neutralizujace HEV skierowane przeciwko biatkom kapsydu
[32,62,63,98].

3.3. Otwarta ramka odczytu 3 (ORF 3)

Ostatnia i najmniejsza otwarta ramka odczytu, ORF3 jest tworzona przez 263
nukleotydy (GenBank: AY535004, EF2091, AM943646, AM943647 oraz GU954430),
znajduje si¢ za ORF1 i pokrywa si¢ 210 nukleotydami (GenBank: AY535004, EF206691,
AM943646, AM943647 oraz GU954430) z ORF2. Doktadnie nie wiadomo czy biatko
kodowane przez ORF3 jest czescig wirionu, czy jest biatkiem niestrukturalnym. Biatko to
nie ulega glikozylacji, tylko fosforylacji [91]. Aktywacja kinazy regulowanej sygnatem
zewnatrzkomérkowym (Erk — extracellular signal-regulated kinase) sprzyja przezywalno$ci
oraz proliferacji zainfekowanych komorek, poza tym ORF3 tlumi takze niespecyficzng
odpowiedz gospodarza poprzez ostabienie odpowiedzi ostrej fazy oraz wzrost sekrecji
immunosupresyjnych czynnikow takich, jak alfa-1-mikroglobulina [3,32,62,63,100].

Wielkos¢ poszezegdlnych otwartych ramek odczytu (ORF) oraz ich polozenie nieco
roéznig si¢ w zaleznos$ci od gatunku gospodarza od ktorego izolat pochodzi. Rycina 4
przedstawia ogodlny schemat genomu podrodziny Orthohepewirinae z uwzglednieniem
znanych wielko$ci dla rodzaju Avihepewirus. Jest interesujace, ze¢ w genomie wirusOw
wyosobnionych od niektérych gatunkéw ssakow wystepuje dodatkowa ramka odczytu
ORF4. Aktualnie mozna potwierdzi¢ jej istnienie u patogenow pochodzacych od szczurow
i fretek, a izolaty te nalezg do rodzaju Rocahepevirus [31,63]. Wykryto rowniez dodatkowa

(domniemang) ramke¢ odczytu w genotypie 1 HEV wystepujacym u ludzi [94].
4. Epidemiologia zakazen aHEV

W stadzie do naturalnego zakazenia wirusem zapalenia watroby typu E ptakow
dochodzi drogg per 0s przez spozycie zanieczyszczonej odchodami paszy lub $cidtki. Droga
eksperymentalng udalo si¢ wywola¢ zakazenie u drobiu droga dozylng oraz dziobowo-
nosowg [11]. Najczesciej do zakazenia dochodzi droga pozioma, chociaz w piSmiennictwie
mozna znalez¢ prace wskazujace takze na droga pionowa. Jak do tej pory stwierdzono

wystepowanie wirusa w biatku jaj od kur eksperymentalnie zakazonych lecz zwykle
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u pisklat pochodzacych od takich kur nie stwierdzono wystepowania wirusa [22]. Udato si¢
jednak uzyska¢ wyniki pozytywne (RT-PCR) u kurczat, pochodzacych od mtodych niosek
stada rodzicielskiego (w wieku okoto 25 tygodni), ktore nie wytworzyly jeszcze przeciwcial,
co moze wskazywac¢, ze o ile droga pionowa nie jest standardowa, to jednakze przy
zachowaniu odpowiednich warunkow moze doj$¢ do takiej transmisji [90].

Stwierdzono takze, ze moze dochodzi¢ do transmisji migdzygatunkowej wirusa
aHEV. Udowodniono, ze szczepy genotypu HEV — 3 i HEV — 4 pochodzace od $win moga
zakaza¢ ludzi, a takze szczepy genotypu HEV — 3 i HEV — 4 izolowane od ludzi mogag
zakaza¢ $winie. W przypadku aHEV, do tej pory nie stwierdzono ryzyka transmisji wirusa
z drobiu na czlowieka, ale istniejg juz zakazenia miedzygatunkowe, gdyz od kur moga
zakazi¢ si¢ indyki [81,94]. Rozszerzony zasi¢g gospodarzy HEV i jego zdolnos¢ do infekcji
mig¢dzygatunkowych (Tab. 2) wzmaga niepokdj, jesli chodzi o ryzyko zoonotycznych
infekcji. Kolejnym niepokojacym aspektem jest staly brak dostepnych szczepionek
przeciwko aHEV, cho¢ wielkim postgpem jest pierwsza szczepionka dla ludzi przeciwko

HEV (genotypowi HEV — 4), zarejestrowana w Chinach od 2011 roku [45,46,48,98].

Tab. 2. Zasigeg gospodarzy i infekcje migdzygatunkowe wirusem zapalenia watroby typu E
(HEV) w warunkach naturalnych i eksperymentalnych na podstawie pi$miennictwa
[31,34,39,46,68].

Genotypy Naturalny Skuteczna transmisja Niepewne | Brak
HEV gospodarz infekcji u gospodarza wyniki powodzenia
eksperymentalnego infekcji
HEV -1 Ludzie, konie Malpy, szczury”, owce Szczury” Swinie
HEV -2 Ludzie Matpy - Swinie,
szczury
HEV -3 Ludzie, §winie, | Malpy, $winie, kréliki Szczury -
kroliki, jelenie,
mangusty
HEV -4 Ludzie, $winie Malpy, $winie, Kroliki, -
myszoskoczki, myszy szczury
HEV -7 Wielbtady Ludzie - -
HEV - C1 Szczury - - Matpy, $winie
aHEV Kury Indyki, kury, kaczki, gesi, - Malpy, $winie
kroliki

“Szczury — wg Meng’a (2010) [46] powodzenie infekcji u gospodarza eksperymentalnego, za§ wg.
zespohu badawczego Johne’a (2014) [31] wyniki byly niepewne.

Ponadto w Chinach wykryto przeciwciata przeciwko aHEV u ptakow z rzedu
wréoblowych (Passeriformes) takich jak: czyzyk zwyczajny (Carduelis spinus), skowronek
orientalny (Alauda gulgula), grubodziéb chinski (Coccothraustes migratorius) oraz

u papugowych (Psittaciformes): papuzek falistych (Melopsittacus undulatus), nieroztaczek
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(Agapornis sp.), aleksandrett wickszych (Psittacula eupatria) oraz nimf (Nymphicus
hollandicus) [16,106]. W 2017 roku w potnocnych Chinach wykryto rowniez specyficzne
przeciwciala przeciwko aHEV w populacji wspdlnie utrzymywanych kur, kaczek, gesi
i krolikow. Nastepnie w probkach pobranych od tych zwierzgt wykonano badania
molekularne majace na celu wykrycie ORF1 i ORF2, ktore potwierdzilo zakazenie
Avihepevirus magniiecur [39].

Wykryto takze izolaty wirusa HEV (wystepujacego u ssakow) u koronnika szarego
(zuraw koroniasty) (Balearica regulorum) oraz kis¢ca srebrzystego (bazanta srebrzystego)
(Lophura nycthemera) w osrodku rehabilitacyjnym dzikich zwierzat we wschodnich
Chinach, co moze sugerowac, ze takze inne gatunki ptakow, nawet dziko zyjace mogg by¢

zagrozone 1 moga sta¢ si¢ potencjalnym rezerwuarem wirusa [103].
5. Patogeneza aHEV

Replikacja wirusa zapalenia watroby typu E u drobiu rozpoczyna si¢ w przewodzie
pokarmowym i rozprzestrzenia si¢ do watroby. Podstawowymi komorkami docelowymi dla
HEV sa hepatocyty. Pozytywna ni¢ RNA wirusa w cytoplazmie komorek watrobowych
ulega translacji w niestrukturalne biatko wymagane do replikacji zarazka [11,91].

Mechanizm patogenezy =zakazenia aHEV u drobiu jest stabo poznany.
W pismiennictwie przyjmuje si¢, ze pierwszym miejscem w ktorym wirus ulega replikacji
po zakazeniu per 0S jest przewod pokarmowy (wykrywany od 5 dpi), skad nastepnie droga
krwi (wiremia) dociera do narzadu docelowego — watroby (wykrywany od 16 dpi). Ponadto
wtornym miejscem replikacji wirusa sg migdatki jelit $lepych (wykrywany od 35 dpi)
[13,52]. Po replikacji wirusa w watrobie nastepuje jego uwolnienie z hepatocytow do
pecherzyka zolciowego, a nastgpnie do katu [51,52]. Billam i wsp. [13] wykazali, ze
replikacja aHEV zachodzi zarowno w watrobie jak i1 tkankach pozawatrobowych. Obecnos¢
wirusa wykryto bowiem w: watrobie, dwunastnicy, jelicie czczym, biodrowym, §lepym oraz
prostnicy (opisanej w pracy jako ,,colorectum”), w migdatkach jelit $lepych, grasicy,
sledzionie, a takze w plucach, sercu, nerkach i trzustce.

Szczepy aHEV nie replikujg si¢ w hodowlach komorkowych. Ogdlnie brak jest
aktualnie efektywnej hodowli komorkowej dla HEV izolowanych od zwierzat. Ze wzgledu
na trudnosci w namnazaniu wirusa W hodowlach do tej pory nie opracowano komercyjnie

dostepnych szczepionek przeciwko zakazeniom aHEV [91,99,100].
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6. Diagnostyka molekularna zakazen aHEV

Do wykrywania materialu genetycznego wirusa stosuje si¢ techniki biologii
molekularnej, np. RT-PCR. RNA aHEV byto wykrywane w probkach zotci i fragmentach
watroby, co potwierdzato, iz wirus namnaza si¢ w tym narzadzie [11].

RT-PCR jest najlepsza metoda rozpoznawania zakazen szczepem aHEV, ale nie
wiadomo, jak bardzo specyficzny jest to test w wykrywaniu zakazen kur w réznych strefach
geograficznych [27,80]. Chociaz Marek i wsp. w swojej pracy przedstawili parg starterow,
ktoéra pozwolita na amplifikacje aHEV zaréwno w przypadkach zakazeh pochodzacych
z Europy jak i z Australii [41].

W publikacjach dostgpna jest duza rdéznorodnos¢ sekwencji nukleotydowych
starterow wykorzystywanych do diagnostyki molekularnej zakazen wirusem zapalenia
watroby typu E ptakow, co wynika z duzej roznorodnosci genotypow, jak i zmiennosci tego
wirusa. Do wykrycia infekcji aHEV obok klasycznej metody RT-PCR, stosuje si¢ nested
RT-PCR oraz Real-Time RT-PCR. W Tab. 3 zestawiono startery wykorzystywane
w diagnostyce aHEV utozone w porzadku chronologicznym. Startery numer 1, 2, 3 1 8
wykorzystywane sg w diagnostyce molekularnej za pomocg metody RT-PCR, startery 4,5,6
i 7 za pomocg nested RT-PCR za$ 9 i1 10 za pomocg Real-Time RT-PCR, z tym, ze startery
zaprojektowane przez Troxler i wsp. [88] wykorzystujg sonde molekularng, za$ startery
zespotu Zhao (2015) [109] wykorzystuja barwnik SYBR Green. Startery te mozna takze
zroznicowaé ze wzgledu na to jaki fragment genomu wykrywaja: startery numer 2, 3 i 4
wykrywaja helikaze, ktora znajduje si¢ w obrgbie ORF1, startery numer 6 i 7 wykrywaja
inny fragment genomu, takze w obrebie ORF1, startery numer 5 i 8 wykrywaja geny
kapsydu, czyli ORF2, za$ 9 i 10 wykrywaja ORF3. Od wielu lat byty projektowane startery
W oparciu 0 rozne genotypy, ktore wystepowaly na danym obszarze. Startery, ktore
pozwalaly na wykrycie szczepoéw z Australii to para numer 1, za$§ startery 8 i 9 byly
opracowane do wykrycia wirusow pochodzacych zaréwno z Australii, jak i Europy.
W Stanach Zjednoczonych stosowano startery numer: 2,3,4,5,6 i 7, natomiast startery 10

znalazly zastosowanie do diagnostyki zakazen szczepami chinskimi.

Tab. 3. Zestawienie wybranych sekwencji starterow stosowanych w celu wykrycia
materiatu genetycznego wirusa zapalenia watroby typu E ptakow.

Nr | Nazwa Sekwencja nukleotydowa (5’ — 3°) Zrédlo

1. BHE-fwd GCGGCGATGTGGTTATGCTA Payne i wsp.,
BHE-rev CGG CGA GCT GCATCT CAATA 1999 [57]

2. Bl GCT AGG CGA CCC GCA CCA GAT
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B2 GGT TAG CGC AAC AAT AGC ATG Huang i wsp.,
2002 [27]

3. Helicase F TGG CGC ACC(T) GTT(A) TCC(T) CAC CG Huang i wsp.,
Helicase R CCT CA(G)T GGA CCG TA(T)A TCG ACC C 2002 [27]

4. | AHEV F-1/SD TGT TAT T(C)AC ACC CAC CAA G(A)AC GT(C)T G | Suniwsp.,
Helic R CCT CA(G)T GGA CCG TA(T)ATCG ACC C 2004 [80]
AHEV F-2/SD GCC ACG GCT G(A)TT ACA CCC(T) CAC(T) GT
Helic R-2 GAC CCA(G) GGA(G) TTC GAC TGC TT

5. | AHEV ORF2/F-1/SD | TCG CCT(C) GGT AAT(C) ACA(T) AAT GC Sun i wsp.,
AHEV ORF2/R-1/SD | GCG TTC(G) CCG(C) ACA GGT(C) CGG CC 2004 [80]
AHEV ORF2/F-2/SD | ACA(T) AAT GCT(C) AGG GTC ACC CG
AHEV ORF2/R-2/SD | ATG TAC TGA(G) CCA(G) CTG(C) GCC GC

6. | N1 TTACCATTG ACT TTG AAC GGC G Billam i wsp.,
N2 CCG GGC TGA TGG TCT CGATTA G 2005 [11]

N3 GCT TGT GCATTG ACG ATTTCC C
N4 CAA TAG GTT ACC CAC GAT GAC G

7. |P1 ACA ACA TCC ACC CCT ACA AG Billam i wsp.,
P2 ACA GTT TCA CCT CAG GCT CG 2005 [11]

P3 AGA ACA ATG GTT GGC GGT CC
P4 GAG GGC AAG CCA CCT AAA AC

8. | Forwl C-BLSV GGT ATG GTT GAT TTT GCC ATA AAG Bilic i wsp.,
Revl C-BLSV GCT GCN CGN ARC AGT GTC GA 2009 [10]

9. | BLSV-HEVf AAT GTG CTG CGG GGT GTC AA Troxler i
BLSV-HEVr CAT CTG GTA CCG TGC GAG TA wsp., 2011
Probe ORF3-HEV FAM-CTC CCA AAC GCT CCC AGC CGG A-BHQ1 | [88]

Probe HEV-3 FAM-CTC CCA AAC GCY CYC AGC CGG A-BHQ1

10. | F1 CGT GAC AAC TCA GCC CAG TG Zhao i wsp.,
R1 GCG GTG ACA ACG TCG GTA 2015 [109]
F2 ATG TAT CTT AGT TGC CAG TTC TGG
R2 CTA CAT CTG GTA CCG TG

7. Objawy kliniczne w przebiegu zapalenia watroby typu E u kur

Choroba w postaci klinicznej pojawia si¢ u kur powyzej 24 tygodnia zycia, chociaz

wrazliwe sg ptaki w kazdym wieku [20]. Okres inkubacji, od zakazenia do siewstwa wirusa

z katem wynosi od 1 do 3 tygodni po zakazeniu per 0s [11]. Zachorowalno$¢ i upadki

spowodowane przez aHEV sa relatywnie niskie, lecz zakazenia subkliniczne sa dos$¢

powszechne w terenie [52]. Objawy zaleza takze od wieku, intensywnos$ci zakazenia oraz

prawdopodobnie od genotypu wirusa [18].

U ptakow z HSS czgsto nie obserwuje si¢ zadnych specyficznych objawow

poprzedzajacych upadki. W niektérych ogniskach choroby mozna odnotowac spadek

produkcji niesnej do 20% [67,95]. Zespot HSS charakteryzuje si¢ zwigkszong $miertelno$cig

w okresie od 30 do 72 tygodnia zycia, ze szczytem upadkéw w okresie migdzy 40 a 50

tygodniem zycia. W potowie okresu niesnosci upadki wzrastaja o 0,3%, czasem o 1,0%
tygodniowo [52,95].
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W przebiegu BLS zdarza si¢ takze spadek niesnosci do 20% w stadach rodzicielskich
broileréw kurzych (przyktad z wlasnego opisu przypadku w Polsce — Ryc. 5), a w niektorych
stadach niosek jaj konsumpcyjnych nawet do 45% [18], spowodowanym regresjg jajnika
oraz wzrost $miertelnosci do 1% tygodniowo przez okres 3 — 4 tygodni. Ponadto mozna
zaobserwowac¢ blado$¢ grzebienia, dzwonkoéw, depresje, anoreksje i zabrudzong okolice
kloaki [20,23,95]. Jaja s3 matle z cienkg i stabo pigmentowang skorupa, chociaz ich budowa

wewngtrzna i wylegowos¢ pozostaja w normie [52,96,100].
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Ryc. 5. Uksztattowanie si¢ niesnosci w stadach zdrowych oraz zakazonych wirusem aHEV

zrodto: Nerc i wsp. 2013 [55].

U drobiu z HRHS obserwuje si¢ blados¢ grzebienia i dzwonkow, pobrudzong okolice
kloaki z ubytkami pidr oraz wzrost Smiertelnosci (skumulowana $miertelnos¢ 15%), a takze
opoznienie 1 spadek produkcji niesnej o 20%. Odnotowano rdéwniez zmniejszong

wylegowos¢ jaj (nawet o 18%) pochodzacych z zakazonych stad [74,76].
8. Zmiany anatomopatologiczne w przebiegu zapalenia watroby typu E u kur

Podczas sekcji ptakow najczesciej stwierdza si¢ powigkszenie watroby i $ledziony
(nawet u 20% ptakow), poza tym zanik jajnika 1 krwisty ptyn w jamie ciata. Padaja ptaki
w dobrej kondycji, widoczna jest blados¢ grzebienia i dzwonkéw [31,52,95]. Watroba
zwykle jest znacznie powickszona (hepatomegalia), czesto krucha, marmurkowata

Z drobnymi czerwonymi, zottymi lub brazowymi pasmami. Moga by¢ takze widoczne
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wybroczyny. Moze dochodzi¢ do pgknigcia watroby, woéwczas widoczne sg skrzepy krwi
pod jej torebkg [11,18,52,74,95,96]. Obecnos¢ skrzepow krwi w zotadku, jak i wybroczyn
w watrobie moze $wiadczy¢ o krwotocznym stluszczeniu watroby (HFLS — Hemorrhagic
Fatty Liver Syndrome), co si¢ stwierdza najczgsciej u kur typu niesnego. W przypadku HSS
nie zawsze stwierdza sie zwyrodnienie thuszczowe watroby [52]. Sledziona u zakazonych
ptakow moze by¢ powigkszona (splenomegalia), czasami z biatymi ogniskami martwicy
[52,95]. Zazwyczaj dochodzi takze do zaniku jajnika, co skutkuje spadkiem produkcji
niesnej, lecz nie jest to zmiana zawsze wystepujaca [31,52,95]. Czasami podczas sekcji
mozna stwierdzi¢ blado$¢ migéni piersiowych [18].

Tab. 4. Zestawienie najczestszych objawow klinicznych i zmian anatomopatologicznych
W réznych zespotach chorobowych wywotywanych przez aHEV [23,27,49,74,75,78,85,95].

Nazwa zespolu
chorobowego

Objawy kliniczne

Zmiany anatomopatologiczne

BLS (big liver and
spleen disaese)

Choroba duzej
watroby i Sledziony

e blados¢ grzebienia,

e anoreksja,

e sennosc,

o pastowate” odchody, ktore
powoduja zabrudzenie pior wokot
kloaki,

e zwigkszona $miertelno$¢
(tygodniowe upadki wynoszg od
0,1 do 1%),

e nagly i duzy spadek produkcji
nie$nej trwajacy przez 3-4
tygodnie z pdzniejszym powrotem
do normy. Niesnos¢ spada o 5-
20%,

e objawy pojawiaja si¢ wczesnie
(juz w 24 tygodniu zycia) lub
pozno (powyzej 58 tygodnia
zycia)

® powickszenie watroby i
$ledziony,

e watroba plamista,

e w watrobie 1 §ledzionie
dochodzi do wylewow krwi oraz
martwicy,

e nacieki zapalne w
przestrzeniach okotozylnych

W watrobie,

e zanik jajnika,

e zapalenie otrzewnej

Z obecnoscig kul zottkowych

W jamie ciala,

e wybroczyny w blonie §luzowej
dwunastnicy,

e obrzek nerek,

¢ rzadko wystepujacy obrzgk
ptuc

HSS (hepatitis —
splenomegaly
syndrome)

Zespot martwicowo-
krwotocznego
zapalenia watroby i
powiekszenia §ledziony

e zaczerwienienie brzucha,

¢ w stadach rodzicielskich
brojleréw kurzych w wieku od 30
do 72 tygodnia zycia obserwuje
si¢ zwickszony wspotczynnik
$miertelnosci o 1% (przy czym
upadki trwaja kilka tygodni,
najczesciej W srodkowym okresie
produkcji),

e czesciej wystgpuje u kur miedzy
40 a 50 tygodniem zycia

e zanik jajnika,

e krwisty plyn w jamie ciata,

e powigkszenie watroby

i $§ledziony,

e zwyrodnienie amyloidowe lub
thuszczowe watroby oraz
podtorebkowe wylewy krwi
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e osowialo$¢,
HRHS (hepatic e blados¢ grzebienia,

o zwiekszona $miertelnos¢ ok.

rupture hemorrhage 15% w catym cyklu o krwisty ptyn w jamie ciala,
syndrome) produkcyjnym z pikami upadkéw | e krew w jamie ciata,

i w pierwszych 5 tygodniach oraz e wybroczyny w watrobie,
Zesp(.)l lfrwotoczny % | miedzy 17-20 i 27-40 tygodniem, | powigkszenie Sledziony
peknieciem watroby | zmniejszona produkcja nie$na
0 20% wraz z opdznionym
szczytem nie$nosci

9. Zmiany histopatologiczne w przebiegu zapalenia watroby typu E u kur

W badaniu histopatologicznym mozna zaobserwowac zlogi amyloidu w watrobie,
zapalenie naczyn oraz martwiceg, poza tym krwotoczne zapalenie watroby [18,31]. Badanie
to jest bardzo istotne w diagnozie roznicowej gdyz moze wykluczy¢ zespot krwotocznego
sttuszczenia watroby (FLHS — fatty liver haemorrhagic syndrome), przy ktérym w obrazie
mikroskopowym nie stwierdza si¢ masywnej martwicy hepatocytow, ale wystepuje
zwyrodnienie thuszczowe tych komorek [18]. Badanie histopatologiczne jest takze pomocne
w diagnostyce roznicowej aHEV z bialaczkg ptakow (AL — avian leucosis) ze wzgledu na
widoczne na sekcji powickszenie watroby i Sledziony [52].

Do tej pory nie odnotowano mikroskopowych zmian swoistych, jak na przyktad
cialek wtrgtowych przy zakazeniu wirusem aHEV. Wedlug Billam i wsp. najbardziej
charakterystyczng zmiang histopatologiczng w watrobie jest limfocytarne zapalenie
odgatezien zyly wrotnej w przestrzeni wrotno-zéiciowej (lymphocytic portal phlebitis) oraz

limfocytarne zapalenie okotozylne (lymphocytic periphlebitis) [12].
10. Diagnostyka serologiczna zapalenia watroby typu E u kur

W celu stwierdzenia obecno$ci przeciwciat skierowanych przeciwko wirusowi
zapalenia watroby typu E stosuje si¢ test immunodyfuzji w zelu agarozowym (AGID — Agar
Gel Immunodiffusion Assay). Powszechniej stosowang i bardziej czuta metoda jest ELISA
[20,87].

Zakazenie miodych lub niedojrzatych plciowo kur nie prowadzi do czynnego
wytworzenia wykrywalnych przeciwciat w surowicy, gdyz powstaja one dopiero po
osiggnieciu przez ptaki dojrzatosci piciowej [20]. U miodych ptakéw mozna wykryé
przeciwciata matczyne, poniewaz te powinny utrzymywaé si¢ do okolo 3 tygodnia zycia

[27].
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Do naturalnego zakazenia stada kur wirusem zapalenia watroby typu E ptakéw moze
dochodzi¢ w wieku okoto 12 tygodni [80], dlatego tez wiremia i siewstwo wirusa stwierdza
si¢ najczesciej u ptakoéw starszych niz 20 tygodniowe [41,59]. Zastosowanie tylko
diagnostyki serologicznej nie jest wiarygodne w wykrywaniu ostrych zakazen aHEV, gdyz
wiremia i siewstwo wirusa z kalem nastepuje znacznie wczesniej niz pojawienie si¢ IgY. To
wlasnie ttumaczy dlaczego seronegatywne ptaki moga by¢ jednak zakazone. Pojawienie si¢
przeciwciat IgY ma miejsce od 1 do 4 tygodni po zakazeniu [52].

Wedtug Billam i wsp. (2005) wiremia ma miejsce 3 — 10 dni po zakazeniu dozylnym,
za$ do siewstwa dochodzi 1 — 20 dni po zakazeniu. Natomiast w przypadku zakazenia droga
per 0s i donosowa wirus stwierdzany jest w surowicy najwczesniej 20 dnia p.i., a w kale od
10 dnia po zakazeniu [11].

Trzeba takze pamigtac, ze za pomoca badan serologicznych (ELISA i Western Blot)
nie mozna zréznicowaé HEV pochodzacych od ptakow, ludzi i $win, gdyz dochodzi do
reakcji krzyzowych pomigdzy biatkami ich kapsydow kodowanymi przez ORF2 [21,24].

W Chinach w 2022 przeprowadzono badania z wykorzystaniem kompetencyjnego
testu ELISA, w ktorym zastosowano przeciwciala przeciwko biatku Ca268 znakowane
nanoczasteczkami peroksydazy chrzanowej. Wykazano, ze taki test jest szybszy i bardziej

specyficzny niz tradycyjne posrednie testy ELISA oraz Western Blot [15].
11. Leczenie zapalenia watroby typu E u kur

Obecnie nie ma opracowanego skutecznego leczenia BLS w stadach kur [52].
W Chinach w 2023 roku udowodniono, ze podanie interferonu (IFN) znaczaco obniza
replikacj¢ wirusa u zakazonych eksperymentalnie zarodkow kurzych. Co wigcej,
wykorzystujac lokalnie krazacy szczep wirusa wyprodukowano surowice zawierajaca
przeciwciala skierowane przeciwko ORF2 i ORF3. Podanie surowicy anty-ORF3
zahamowalo siewstwo wirusa z katlem, natomiast surowica anty-ORF2 zahamowata

replikacje wirusa w $ledzionie i watrobie [100].
12. Profilaktyka zapalenia watroby typu E u kur

W zapobieganiu BLS zaleca si¢ przestrzeganie zasad bioasekuracji i zapobieganie
immunosupresji. Potwierdzono, ze wirus moze szerzy¢ si¢ droga pionows, przez co dlugo
utrzymuje si¢ w kurnikach [20,96]. Stosowanie odkazania wody pitnej teoretycznie moze

zmniejszy¢ poziom transmisji [1].

38



Wstep

Jak wspomniano wczesniej, ze wzgledu na trudno$ci w namnazaniu wirusa,
dotychczas nie opracowano szczepionek przeciwko BLS [20]. Szczepy ptasie HEV nie
replikujg si¢ bowiem w hodowlach komorkowych [52].

W ostatnich latach w Chinach coraz czesciej podejmowane s proby zaprojektowania
szczepionki. Yan i wsp. w 2022 opracowali podjednostkowa szczepionke w oparciu o biatko

ORF3 wirusa i wykazali, ze skutecznie redukuje siewstwo zarazka z katem [99].
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Il. ZALOZENIA I CELE PRACY

Mimo uptywu kilkudziesigciu lat od odkrycia czynnika etiologicznego BLS, choroba
nadal powszechnie wystepuje i stanowi przyczyne znaczacych strat ekonomicznych
w stadach kur na $wiecie. Zwalczanie choroby jest trudne ze wzglgdu na brak szczepien oraz
mozliwosci terapii. Pojawienie si¢ pierwszych ognisk BLS w stadach kur w Polsce
spowodowato, ze pojawila si¢ potrzeba dokladniejszego rozpoznania problemu, przede
wszystkim opracowania schematow diagnostycznych i oceny zagrozen epidemiologicznych.
W czasie rozpoczynania prezentowanych badan nie byto zadnych danych na temat zakazen
aHEV w naszym Kkraju i mimo, ze w kilku osrodkach, zwtaszcza w Zespole Chorob Ptakow
UP we Wroctawiu kilka lat pdznej, podjeto bardzo wartosciowe molekularne przeglady

epidemiologiczne, wcigz brakuje szczegdétowych i szerokich badan na temat tej choroby.
W zwigzku z tym podje¢to niniejsze badania, ktorych celem byto:

1. Ocena seroprewalencji zakazen wirusem zapalenia watroby typu E ptakow (aHEV)
w wybranych krajowych stadach reprodukcyjnych kur linii migsnej, nie$nej, niosek jaj
konsumpcyjnych (w latach 2010 — 2018) i jednodniowych brojlerow kurzych (w latach
2010, 2014 oraz 2019) oraz analiza zalezno$ci migdzy seroprewalencja a efektywnoscig
produkcji (EWW) w badanych stadach brojlerow kurzych z uwzglednieniem podziatu
na regiony w Polsce.

2. Epidemiologia molekularna zakazenia wirusem zapalenia watroby typu E ptakow
(aHEV) w wybranych stadach rodzicielskich kurczat rzeznych oraz stadach niosek
towarowych w Polsce w latach 2011 — 2019.

3. Poréwnawcza ocena przydatnosci réznych rodzajow probek oraz roéznych technik
w diagnostyce molekularnej BLS.

4. Charakterystyka zmiennos$ci genetycznej krajowych izolatow wirusa zapalenia watroby
typu E ptakow (aHEV) uzyskanych w latach 2011 — 2019.
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I1l. MATERIAL I METODY
1. Material
1.1. Material do badan serologicznych

W latach 2010 — 2019 przeprowadzono badania serologiczne (testem ELISA
wykrywajacym przeciwciala skierowane przeciwko aHEV) w celu oceny czestosci
wystepowania zakaznego zapalenia watroby typu E ptakow w wybranych stadach kur
w Polsce. Materiat do badan pobierano zgodnie z zasadami monitoringu serologicznego
choréb wirusowych [82]. Standardowo pobierano probki krwi od 23 losowo wybranych
ptakow z kazdego ze stad. Krew pobierano w obj¢tosci okoto 1 ml do probowek typu
Eppendorf 0 pojemnosci 1,5 ml. Od ptakow jednodniowych krew pobierano z zyly szyjnej
zewnetrznej (vena jugularis externa), zas od ptakow starszych z zyly tokciowej
powierzchownej (vena ulnaris superficialis). Po dostarczeniu do laboratorium, probki Krwi
wirowano przy 450xg (1700 obr./min.) przez 15 minut przy uzyciu wiréwki MPW-65R
(MPW Med. Instruments,

Warszawa, Polska) celem uzyskania surowicy, ktorg

przechowywano w temperaturze —20°C do czasu wykonania analiz.

1.1.1. Material do badan serologicznych ze stad rodzicielskich kur linii mi¢snej,

niesnej oraz stad niosek towarowych w Polsce z lat 2010 — 2018

W latach 2010 — 2018 przeprowadzono badania serologiczne majace na celu oceng
czestosci wystgpowania zapalenia watroby typu E ptakow z wybranych stad rodzicielskich
kurczat brojlerow (BB), ale takze stad rodzicielskich kur niosek (LB) oraz stad niosek
towarowych (CL).

Do badan pobrano probki krwi od tacznie 230 stad kur w r6znym wieku, w tym od
222 stad BB (96,52%)), 2 stad LB (0,87%) oraz 6 stad CL (2,61%), co dato w sumie 5 272
surowic z réznych obszarow Polski. Szczegotowy wykaz przebadanych stad przedstawiono

w Tab. 5.

Tab. 5. Zestawienie zbiorcze z liczby stad BB, LB i CL, wieku ptakow oraz liczby
zbadanych surowic metodg ELISA w latach 2010 — 2018.

Lp. | Rok Typ Wiek ptakow Liczba stad Liczba surowic
produkcyjny (tyg.) n (%) n (%)

1 2010 BB 48 - 95 15 (6,52%) 344 (6,53%)
LB 50-76 2 (0,87%) 46 (0,87%)
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CL 6066 3 (1,30%) 68 (1,29%)
2 | 2011 BB 2299 33 (14,35%) 778 (14,76%)
3 | 2012 BB 2354 20 (8,70%) 458 (8,69%)
4 | 2013 BB 2559 20 (8,70%) 460 (8,73%)
5 | 2014 BB 2250 18 (7,83%) 413 (7,83%)
6 | 2015 BB 2876 15 (6,52%) 346 (6,56%)
CL 3537 2 (0,87%) 46 (0,87%)
2016 BB 2377 29 (12,61%) 636 (12,06%)
2017 BB 2261 38 (16,52%) 874 (16,58%)
CL 41 1 (0,43%) 23 (0,44%)
9 |2018 BB 1056 34 (14,78%) 780 (14,80%)
Suma: BB 10-99 222 (96,52%) 5 089 (96,53%)
LB 50— 76 2 (0,87%) 46 (0,87%)
CL 35— 66 6 (2,61%) 137 (2,60%)
BB, LB, CL 10-99 230 5272

1.1.2. Material do oceny specyficznej serokonwersji w ognisku BLS

W roku 2011 w zdiagnozowanym (na podstawie obrazu klinicznego i historii fermy)
ognisku BLS w dwoch kurnikach (K1 i K2) na jednej fermie pobierano probki krwi od
ptakow pieciokrotnie w odstepach od 5 do 7 tygodni, tj. w terminach: 29, 36, 41, 47 i 54
tydzien zycia. Badanie mialo na celu ocen¢ dynamiki specyficznej odpowiedzi

serologicznej.

1.1.3. Material do monitoringowych badan serologicznych stad kurczat rzeznych

w Polsce w latach 2010, 2014 oraz 2019

W latach 2010, 2014 oraz 2019 prowadzono seroepidemiologiczne badania majace
na celu oceng czestoSci wystgpowania przeciwcial matczynych przeciwko zapaleniu
watroby typu E ptakéw w wybranych stadach u jednodniowych pisklat brojleréw kurzych
(CB) pochodzacych po réznych stadach rodzicielskich kur linii migsnej w Polsce.

Do badan pobrano probki krwi tacznie od 92 stad (2 112 surowic) z 12 wojewodztw
(Tab. 6 i Tab. 7). Analizowano rowniez zalezno$¢ pomiedzy seroprewalencja a wynikami

produkcyjnymi uzyskanymi w tych stadach (EWW — Europejski Wskaznik Wydajnosci).
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Tab. 6. Zestawienie zbiorcze z liczby zbadanych stad CB i surowic metodg ELISA w latach
2010, 2014 oraz 2019.

Lp. | Rok Liczba stad | Liczba surowic
n (%o) n (%)

1 2010 20 (21,59%) | 458 (21,74%)

2 2014 36 (39,20%) | 828 (39,13%)

3 2019 36 (39,20%) | 828 (39,13%)
Suma: 92 2112

Tab. 7. Zestawienie zbiorcze lokalizacji i liczby zbadanych stad CB w latach 2010, 2014,
2019 z podziatem wedlug wojewddztw.

Lp. | Wojewodztwo: 2010 | 2014 | 2019 | Liczba stad
n (%)

1 kujawsko-pomorskie 3 1 3 7 (7,61%)

2 lubelskie 2 2 0 4 (4,35%)

3 malopolskie 0 2 0 2 (2,17%)

4 mazowieckie 7 10 12 29 (31,52%)
5 opolskie 0 6 2 8 (8,70%0)

6 podkarpackie 0 1 0 1 (1,09%)

7 podlaskie 2 2 9 13 (14,13%)
8 pomorskie 2 7 5 14 (15,22%)
9 $laskie 1 0 0 1 (1,09%)
10 warminsko-mazurskie 0 1 0 1 (1,09%)
11 wielkopolskie 3 2 2 7 (7,61%)
12 zachodniopomorskie 0 2 3 5 (5,43%)
Suma: 20 36 36 92

1.2. Material do badan metodami RT-PCR oraz Real-Time RT-PCR

W latach 2011 — 2019 przeprowadzono badania molekularne w celu wykrycia
materialu genetycznego wirusa zapalenia watroby typu E ptakéw w wybranych stadach kur
(BB i CL) w Polsce. Probki do badan pobierano ze $wiezych zwlok padlych ptakow lub
przyzyciowo (wymazy). Narzady (watroba, $ledziona 1 $ciana pecherzyka zdlciowego)
pobierano do jalowych pojemnikéw. Z6té pobierano do strzykawki, a nastepnie przelewano
do proboéwek typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml. Za pomocg jalowych wymazdéwek
pobierano wymazy z kloaki i tchawicy. Po dostarczeniu do laboratorium, probki

przechowywano w zamrozeniu do czasu wykonania analiz.
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1.2.1. Material do badan molekularnych — tkanki i z61¢

W latach 2011 — 2019 przeprowadzono badania metodami biologii molekularnej
majace na celu wykrycie materialu genetycznego wirusa zapalenia watroby typ E
w tkankach pobranych glownie w stadach rodzicielskich brojleréw kurzych, ale roéwniez
w stadach niosek towarowych, pochodzacych z ré6znych rejondw Polski. Przebadano tacznie
48 stad (45 stad BB oraz 3 stada CL) w ré6znym wieku od 20 do 61 tygodnia zycia. Od
ptakow pobierano probki watroby (n=172), $ledziony (n=166), z6tci (n=159) oraz $ciany
pecherzyka zolciowego (n=22) (Tab. 8).

Tab. 8. Zestawienie zbiorcze ilosci probek (narzady wewnetrzne i z61¢) pobranych od

ptakéw ze stad BB i CL w latach 2011 — 2019 do badan metoda RT-PCR oraz Real-Time
RT-PCR.

Typ Ilo$¢ probek
Lp. | Rok pr.od'u,kcyj ny P.(;'c h.erzyk 7ok Sledziona Watroba
(ilos¢ stad) z0lciowy
BB (2) 6 6 0 3
1| 200 CL (1) 0 0 0 1
2 | 2012 BB (3) 5 5 5 5
3 | 2013 BB (3) 9 13 10 10
4 | 2014 BB (3) 0 13 15 15
BB (10) 0 31 39 39
i R BN 0 5 5 5
6 | 2016 BB (1) 0 2 2 2
BB (10) 2 40 44 42
720 0 4 4 4
8 | 2018 BB (12) 0 36 38 42
9 | 2019 BB (1) 0 4 4 4
Suma: 519 (100%b) 22 (4,24%) | 159 (30,64%) | 166 (31,98%) | 172 (33,14%)

Do przeprowadzanych badan probki pulowano (od 1 do 9) w obrebie typu tkanki.
Z kazdego stada wykonywano analizy na jednej probce zbiorczej z danego typu dostepne;j
tkanki. Szczegotowy wykaz pojedynczych probek ktore pulowano zawarty jest w Tab. 53
oraz Tab. 54.

1.2.2. Material do badan molekularnych — zarodki

W roku 2013 przeprowadzono zakazenie zarodkoéw kurzych celem izolacji aHEV
I okreslenia jego zjadliwos$ci. Do badan uzyto zarodki kurze SPF (specific pathogen — free)
(VALO BioMedia, Niemcy), ktore inokulowano w 5-tym dniu inkubacji do pgcherzyka
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zottkowego. Material przeznaczony do zakazenia zarodkow stanowily zawieszone
w roztworze soli fizjologicznej probki tkanek pobranych w trakcie badania sekcyjnego
ptakow ze stada BB w wieku 46 tygodni w 2012 r., w ktérym wczesniej potwierdzono
obecnos¢ materialu genetycznego wirusa BLS — stado nr 034 (Tab. 9). Po homogenizacji
zawiesing wirowano (5 000 rpm x 15 min. w temp. 4°C). Otrzymany supernatant
wprowadzono za pomoca sterylnej igly iniekcyjnej (23G) do pecherzyka zottkowego
W objetosci 0,1 ml/zarodek. Inokulowane zarodki inkubowano w inkubatorze HEKA
(Przewo6z, Polska) przez 13 dni (tj. do 18 dnia inkubacji) w 37°C i1 55% wilgotnosci,

codziennie przeswietlano i odnotowywano $miertelnos¢.

Tab. 9. Zawiesina uzyta do inokulacji zarodkéw (pochodzaca od zakazonych kur BB).

Nazwa probki | Material uzyty do inokulacji (zawieszony w roztworze fizjologicznym)
Z1,72 76k

Z3,74 Pecherzyk zotciowy

Z5, 76 Sledziona

27,78 Watroba

Z9 Roztwor soli fizjologicznej — proba negatywna (kontrola zdrowa)

Od kazdego zakazonego zarodka (zamarle, niezamarle) oraz zarodka z grupy
kontrolnej pobrano probki watroby oraz pgcherzyka zotciowego do jatowych pojemnikow

ktore nastgpnie przechowywano zamrozone do czasu wykonania analiz.
1.2.3. Material do badan molekularnych — wymazy

W roku 2012 w zdiagnozowanym (na podstawie obrazu Klinicznego, historii fermy
oraz wynikow serologicznych) ognisku BLS w stadzie BB (0znaczonym jako 036) pobrano
od 7 ptakow wymazy z kloaki (W18) oraz tchawicy (W19) za pomoca jatowych

wymazowek, ktore nastepnie przechowywano zamrozone do czasu wykonania analiz.
2. Metody
2.1. Badania serologiczne

Badania serologiczne wykonano przy pomocy komercyjnego zestawu Big Liver and
Spleen Disease Antibody Test Kit (BLS ELISA CKI131, BioChek, Holandia), wedtug
procedury podanej przez producenta. Do odczytu gestosci optycznej (OD — optical density)
probek uzyto czytnika ELISA (BioTek, ELx800, USA) oraz programu Biochek Software
(wersja uzywana do 2017: BioChek 2008, wersja uzywana od 2018: BioChek II Software
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2020). Uwzgledniano nastepujace parametry: srednig geometryczng warto$¢ mian (Gmean),
wspotczynnik zmiennosci (%CV), liczbe surowic pozytywnych (POS), liczbg surowic
negatywnych (NEG), procent surowic pozytywnych (%POS), procent surowic negatywnych
(%NEG), miana minimalne (Min) oraz miana maksymalne (Max).
W celu okreslenia zaleznosci migdzy roéznymi parametrami serologicznymi

a wiekiem ptakéw wyodrebniono 4 grupy wiekowe (badania w wybranych stadach BB, LB
i CL w Polsce w latach 2010 — 2018):

1. Odchow — ptaki w wieku do 24 tygodnia zycia

2. Wczesny okres niesnosci — od 25 do 34 tygodnia zycia
3. Srodkowy okres niesnosci — od 35 do 49 tygodnia zycia
4

. Koncowy okres niesnosci — powyzej 50 tygodnia zycia

Dla badan probek (pobieranych pigciokrotnie w odstepach od 5 do 7 tygodni)
pobranych na fermie z potwierdzong historig zakazenia BLS (kurniki K1 i K2) wyliczono
rowniez wspolczynnik serokonwersji — WS [83].

Wspotczynnik serokonwersji (WS) wyliczano wedtug nastgpujacego wzoru:

Gmean B
WS = —
Gmean A

Gdzie: A oznacza termin badania pierwszego (najczesciej pobiera si¢ w okresie pojawienia

si¢ objawow klinicznych lub/i zmian sekcyjnych), za§ B oznacza termin drugiego badania.

Tab. 10. Wspotezynnik serokonwersji w przebiegu wirusowych chordb kur ustalony dla par
surowic. Zrodto: Szeleszczuk, 2023 [83]

Warto$¢ wspélczynnika serokonwersji Interpretacja
<2 Brak serokonwersji
>2<5 Staba serokonwersja
>5 Serokonwersja
> 10 Silna serokonwersja

Przy interpretacji wynikow brano tez pod uwage: wiek stad, typ produkcyjny, lata
w ktorych byly pobierane surowice oraz w przypadku jednodniowych pisklat brojlerow
kurzych lokalizacje stad, a takze wyniki produkcyjne przedstawione za pomoca
Europejskiego Wskaznika Wydajnosci (EWW). Wyniki produkcyjne wyliczano na koniec
cyklu produkcyjnego, w przypadku badan wlasnych dlugosé¢ odchowu trwata od 35 do 47
dni.

EWW obliczono wedtug nastgpujacego wzoru:
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masa ciata (kg) x przezywalno$¢ (%)

EWW = k
wiek (dni) x zuzycie paszy (m_gc)

Ze wzgledu na duze zroéznicowanie liczby probek pobranych w poszczegodlnych

wojewodztwach od stad CB do celéow analizy statystycznej calg Polsk¢ podzielono na

5 regionow (Ryc. 6):

region
pélnocno-zachodni

)/\

Woj.
lubuskie

Woj.
f/ dolnoslaskie

sy

PN-Z — region pdinocno-zachodni (wojewodztwo zachodnio-pomorskie, pomorskie,
kujawsko-pomorskie oraz wielkopolskie)

PN-W — region poéocno-wschodni (wojewddztwo warminsko-mazurskie oraz
podlaskie)

C —region centralny (wojewddztwo mazowieckie)

PD-Z — region potudniowo-zachodni (wojewodztwo opolskie oraz $laskie)

PD-W — region potudniowo-wschodni (wojewo6dztwo matopolskie, podkarpackie
oraz lubelskie)

region
poélnocno-wschodni

woj. zachodnio-
pomorskie

woj. kujawsko-
pomorskie

Woj.
mazowieckie

WOj.

~ region centralny
wielkopolskie = 2

WOj.
lubelskie

Woj.
$wietokrzyskie

WOj.
. malopolskie
region
poludniowo-zachodni

region
poludniowo-wschodni
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Ryc. 6. Podziat Polski na regiony w celu analizy wynikéw ELISA dla anty-aHEV
w wybranych stadach CB w latach 2010, 2014 oraz 2019.

2.2.PCR

W celu stwierdzenia obecno$ci materiatu genetycznego wirusa zapalenia watroby
typu E ptakow przeprowadzano badanie RT-PCR oraz Real-Time RT-PCR. Przygotowanie

probek do obu typow badan odbywato si¢ w ten sam, opisany ponizej sposob.
Ekstrakcja RNA z zélci i tkanek pobranych od ptakow

Do ekstrakcji RNA wykorzystano komercyjnie dostgpny zestaw Total RNA Mini
Plus — zestaw do ekstrakcji RNA bez uzycia chloroformu (A&A Biotechnology, Gdansk,
Polska). W procedurze podanej przez producenta wprowadzono wtasng mody fikacje, ktora
polegata na homogenizacji z6tci (100 ul) lub tkanek (20-50 mg uprzednio roztartych
W mozdzierzu z cieklym azotem) po dodaniu 400 pl (lub 500 pl w przypadku wymazéw —
modyfikacja wlasna) fenozolu. Homogenizacj¢ przeprowadzano w aparacie Standard
GeneReady (Life Real, Chiny) przez 4 cykle w kazdym 1 minuta homogenizacji przy
predkosci 6,50 m/s, a nastepnie 1 minuta wstrzymania. Potem probki poddawano 5
minutowej inkubacji w temperaturze 50°C przy predkosci mieszania 800 rpm w aparacie
Thermomixer comfort (Eppendorf, Niemcy). Kolejne etapy przeprowadzano wedlug
procedury podanej przez producenta zestawu: do lizatu dodawano 150 pl wody destylowane;j
wolnej od RNaz, nastepnie intensywnie worteksowano przez 15 s. przy uzyciu aparatu
vortex mixer (Labnet, Labnet International, Inc., Edison, New Jersey, USA). Nastepnie
probki pozostawiano na 5 min. w temperaturze pokojowej, po czym wirowano przez 15 min.
z predkoscig 12 000xg (8800 obr./min.) przy uzyciu wirowki MPW-65R (MPW Med.
Instruments, Warszawa, Polska). Nastepnie przenoszono 400 pl supernatantu do nowej
probowki (1,5 ml typu Eppendorf wolnej od RNAz i DNAz) i dodawano 400 pnl
izopropanolu. Catos¢ doktadnie mieszano przez pipetowanie 1 nanoszono na minikolumne
dotaczong do zestawu. Minikolumng¢ wirowano przez 1 min. przy predkosci 12 000xg (8800
obr./min.) przy uzyciu wirowki MPW-65R. Nastepnie minikolumng umieszczano na nowej
2 ml proboéwce odbierajacej (dotaczonej do zestawu), po czym dodawano do minikolumny
700 pl roztworu ptuczacego Al i poddawano wirowaniu przez 1 min. z predkoscig 12 000xg
(8800 obr./min.) przy uzyciu wirowki MPW-65R. Ponownie usuwano minikolumne

z probowki i umieszczano w nowej probowce 2 ml. Nastepnie dodano do minikolumny 700
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ul roztworu pluczacego Al i wirowano przez 1 min. przy predkosci 12 000xg (8800
obr./min.) przy uzyciu tej samej wirowki. Po czym zdejmowano kolumng z probowki 2 ml,
wylewano przesacz i wkladano kolumne z powrotem do tej samej probowki. Nastepnie
dodawano do minikolumny 300 pl roztworu ptuczacego Al i wirowano przez 2 min. przy
predkosci 12 000xg (8800 obr./min.). Minikolumne¢ umieszczano w nowej jatowej, wolne;j
od RNAz i DNAz probowce 1,5 ml i do ztoza znajdujacego si¢ na dnie minikolumny
dodawano 50 pl jatowej, wolnej od RNAz wody destylowanej i pozostawiano na 2 min.
W temperaturze pokojowej, po czym wirowano przez 1 min. przy predkosci 12 000xg (8800
obr./min.). W kolejnym etapie minikolumne usuwano, a wyizolowane RNA poporcjowano
do kilku probowek (wolnych od RNAz i DNAZ) i przechowywano w zamrozeniu do czasu

dalszych analiz.

Odwrotna transkrypcja

W celu przepisania RNA na ¢cDNA zastosowano komercyjnie dostgpny zestaw
Thermo Scientific RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific,
Litwa), zgodnie z wytycznymi producenta wedlug protokotu I — First Strand cDNA
Synthesis. Odczynniki oraz RNA rozmrazano w temperaturze 4°C, reakcj¢ przeprowadzano
w statywach chtodzacych. Do probowek o pojemnosci 0,5 ml wolnych od DNAz i RNAz
dodawano po 2 pl RNA, 1 ul oligo(dT)1s primer oraz 9 pl wody wolnej od DNAz i RNAz.
W kolejnym etapie podgrzewano mieszaning w 65°C przez 5 min, a nast¢pnie schtadzano
do 4°C, przy pomocy urzadzenia: Mastercycler personal (Eppendorf, Niemcy). Potem
probki wirowano przy pomocy urzadzenia: MiniSpin (Eppendorf, Niemcy) lub miniwiréwki
(HTL Lab Solutions, Warszawa, Polska). Nastgpnie do proboéwek dodawano: 4 pul
S5xReakction Buffer, 1 pul RiboLock RNase Inhibitor (20u/ul), 2 pl 10mM dNTP Mix oraz
1 ul RevertAid M-MuLV Reverse Transciptase (200u/ul). Mieszaning mieszano przez
pipetowanie i poddawano inkubacji przez 60 min. w 42°C, potem 5 min. w 70°C, a nast¢pnie
schfadzano do 4°C przy pomocy urzadzenia: Mastercycler personal. Uzyskane cDNA

przechowywano w temp. —20°C do czasu wykonania kolejnych analiz.

2.3. RT-PCR dla genu kodujacego helikaze (fragment ORF1) oraz genu
kodujacego bialko kapsydu (ORF2)

Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej

49



Materiat i metody

Sktad mieszaniny reakcyjne;j:

e 125 ul Dream Taq PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Litwa)
e 8 ul woda wolna od DNAz i RNAz (Fermentas, Litwa)

e 1 ul (10 pmol/pl) starter Forward (IBB PAN, Polska)

e 1 ul (10 pmol/ul) starter Reverse (IBB PAN, Polska)

e 25ulcDNA

Koncowa objeto$¢ mieszaniny wynosita 25 ul. Sekwencje wszystkich testowanych
starterow przedstawione zostaty w Tab. 56 (zalacznik, rozdzial VII), natomiast sekwencje

starterow uzytych w badaniach zostaly przedstawione w Tab. 11.

Tab. 11. Zestawienie par starterOw zastosowanych w celu wykrycia materialu genetycznego
wirusa zapalenia watroby typu E ptakow.

Kierunek | Nazwa Sekwencja nukleotydowa (5° —3’) | Wielko§¢ | Zrédlo
badania produktu
(gen)
helikaza | Helicase F TGG CGC ACY GTWTCY CAC | 186 pz Huang i
CG wsp., 2002
Helicase R CCT CRT GGACCG TWATCG [27]
ACCC
kapsyd Forwl C-BLSV | GGT ATG GTT GAY TTT GCC 280 pz Bilic i wsp.,
ATA AAG 2009 [10]*
Revl C-BLSV | GCY GCN CGN ARC AGT GTC
GA

“Czerwonym kolorem zaznaczona modyfikacja wtasna.
Amplifikacja

Proces amplifikacji w celu wykrycia genu kodujacego helikazg obejmowat kolejno:
wstepng denaturacje 95°C 5 min., a nast¢gpnie 40 cykli: denaturacja 95°C 30 sek.,
przylaczanie starterow 56°C 30 sek. i wydluzanie tancucha 72°C 60 sek. Koncowe
wydtuzanie przebiegato w temp. 72°C przez 10 minut. Protokét powstal w oparciu
0 instrukcje producenta zestawu do PCR (Dream Taq PCR Master Mix), artykul Huang
I wsp. [27] wraz z wprowadzonymi modyfikacjami wiasnymi.

Proces amplifikacji w celu wykrycia genu kodujacego biatko kapsydu obejmowat
kolejno: wstepng denaturacje¢ 95°C przez 5 min., a nastgpnie 40 cykli: denaturacja 95°C

przez 30 sek., przytaczanie starterow 61°C przez 30 sek. 1 wydtuzanie tanicucha 72°C przez
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60 sek. Koncowe wydtuzanie przebiegalo w temp. 72°C przez 10 minut. Protokoét
opracowano na podstawie instrukcji producenta Dream Taq PCR Master Mix, artykutu Bilic

i wsp. [10] oraz modyfikacji whasnych.
Elektroforeza

Produkty amplifikacji rozdzielano elektroforetycznie w 2% zelu agarozowym
z dodatkiem bromku etydyny, w buforze TAE, przy statym napigciu 65 V. Do studzienek
W zelu nanoszono po 10 ul mieszaniny poreakcyjnej. Zel fotografowano w $wietle UV przy
uzyciu aparatu UVP GelDoc-1t™310 Imaging System (Thermo Fisher Scientific, Litwa)
oraz programu VisionWorksLS. Poszukiwano fragmentu genu kodujacego helikaze
0 dtugosci 186 par zasad [27] lub fragmentu genu kodujacego biatko kapsydu o dtugosci 280
par zasad (pz) [10]. Jako wzorzec wielkosci fragmentow DNA stosowano marker GeneRuler
100bp i 50bp DNA Ladder Plus (MBI Fermentas, Litwa) nakladany do studzienek
W objetosci 3 pl.

Sekwencjonowanie

Produkty reakcji RT-PCR, ktore uzyskaty wyniki pozytywne dla fragmentu genu
kodujacego helikazg lub biatko kapsydu poddawano sekwencjonowaniu (Genomed S.A.,
Warszawa, Polska). Wszystkie probki sekwencjonowano w obu kierunkach, tj. ze starterami
forward i reverse odpowiednim dla danej reakcji. Jedynie probki ktore uzyskaty wynik

pozytywny z wymazow nie zostaty poddane sekwencjonowaniu.
2.4. Real-Time RT-PCR (jakosciowe) dla genu kodujacego biatko kapsydu (ORF2)
Przygotowanie liniowych standardéw do reakcji Real-Time RT-PCR

Bezposrednio po uzyskaniu oczyszczonego DNA z probki  pozytywnej
przygotowano rozcienczenia 10-krotne standardow w wodzie wolnej od DNAz 1 RNAz
(Fermentas, Litwa). Kolejne liniowe standardy wygladaty w nastgpujacy sposob: 1:1, 1:10,
1:100, 1:1000, 1:10000, 1:100000, 1:1000000. Nastgpnie rozcienczone standardy

przechowywano zamrozone do czasu wykonania kolejnych analiz.
Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej

Sktad mieszaniny reakcyjnej:

51



Materiat i metody

e 10 ul SensiFAST SYBR Lo-ROX (Bioline, Wielka Brytania)
e 59 ul woda demineralizowana (Fermentas, Litwa)

e 0,8 ul (25 pmol/ul) starter Forward (IBB PAN, Polska)

e 0,8 ul (25 pmol/pul) starter Reverse (IBB PAN, Polska)

e 25 ulcDNA

Koncowa objetos¢ mieszaniny wynosita 20 pl. Sekwencje starterow zastosowane

W badaniach zostaly przedstawione w Tab.11.
Amplifikacja

Proces amplifikacji w celu wykrycia genu kodujacego biatko kapsydu obejmowat
kolejno: wstepng denaturacje 95°C 2 min., a nastgpnie 40 cykli: denaturacja 95°C przez 5
sek., przylaczanie starterow 61°C przez 10 sek. i wydluzanie tancucha 72°C przez 10 sek.
Krzywa topnienia: denaturacja 95°C przez 5 sek., podgrzanie do 55°C przez 30 sek.,
a nastgpnie stopniowe podwyzszanie temperatury badanej mieszaniny do 95°C (Ryc. 7).
Protokot powstal w oparciu o instrukcje producenta SensiFAST SYBR Lo-ROX oraz artykut

Bilic i wsp. [10] wraz z modyfikacjami wlasnymi.

Thermal Profil

(Estimated Run Time:

Temperature

Segment 1 Segment 2 Segment 3
1 Cycle 40 Cycles 1 Cycle

Ryc. 7. Etapy amplifikacji Real-Time RT-PCR przy uzyciu starterow majacych na celu
wykrycie materialu genetycznego kapsydu wirusa zapalenia watroby typu E ptakow.
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Badania Real-Time RT-PCR byly przeprowadzane przy uzyciu aparatu Stratagene
Mx3005P (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA) oraz programu MxPro QPCR
Software.

Wyniki pozytywne

Ze wzgledu na powstawanie dwoch pikéw na krzywej topnienia (jeden
odpowiadajacy krzywej dysocjacji dimerow starteréw i drugi odpowiadajacy za specyficzng
szukang sekwencj¢) [61] do okre$lenia wyniku pozytywnego nie mozna byto wykorzysta¢

Ct i nie mozna bylo wykorzysta¢ tej metody jako metody ilosciowe;.

Fluorescence (-R'(T))

Ryc. 8. Przykltadowy wykres krzywej topnienia w badaniach Real-Time RT-PCR
w kierunku wykrycia genu kodujgcego biatko kapsydu — kontrola negatywna i dwie kontrole
pozytywne (rozcienczenie 1:1 1 1:10).

Za wyniki pozytywne reakcji Real-Time RT-PCR uznano wyniki ktore wykazywaty
warto$¢ piku Tm wynoszaca 88,49°C £+ 0,46 (x + SD), w zakresie od 87,58 do 89,25°C.
Temperatura ta byta specyficzna dla szukanej sekwencji fragmentu genu kodujacego biatko

kapsydu.
Sekwencjonowanie

Produkty reakcji Real-Time RT-PCR, ktore uzyskaly wyniki pozytywne dla
fragmentu genu kodujacego biatko kapsydu zostaly nastepnie wykonane ponownie bez

krzywej topnienia i poddane sekwencjonowaniu (Genomed S.A., Warszawa, Polska).

53



Materiat i metody

Wszystkie probki zostaly sekwencjonowano ze starterem Forward oraz Reverse

odpowiednim dla danej reakcji.

2.5. Kontrola pozytywna w reakcji RT-PCR i Real-Time RT-PCR

Kontrola dodatnia zostala pozyskana z antygenu Big Liver & Spleen disease
uzyskanego z dostgpnego testu AGID (Animal Health and Veterinary Laboratories Agency,
nowa nazwa: Animal and Plant Health Agency, Wielka Brytania). Antygen rozcieficzano
w proporcji 1:10 z PBS (Biomed, Lublin, Polska), a nastepnie przeprowadzano ekstrakcje
RNA w taki sam sposob jak w przypadku materialu badanego.

3. Analiza statystyczna

W przeprowadzonych badaniach analizowano r6znego typu zmienne, w tym zmienne
ciggte ilosciowe 1 zmienne skategoryzowane zero-jedynkowe. W celu poréwnania srednich
badanych zmiennych cigglych migdzy latami lub regionami przeprowadzono
z wykorzystaniem jednoczynnikowej analizy wariancji i porownan wielokrotnych $rednich
z wykorzystaniem metody Tukeya (HSD) [71]. Jednoczynnikowa analiza wariancji
(ANOVA) to metoda statystyczna stosowana do testowania istotnych roznic mig¢dzy
srednimi grup danych. Jest ona powszechnie stosowana w badaniach eksperymentalnych
wcelu pordwnania wpltywu rdéznych pozioméw czynnikow. W  przypadku
jednoczynnikowej analizy wariancji, badany jest wplyw jednego czynnika na zmienng
zalezng. Jesli wynik testu F w analizie wariancji wskazuje na statystycznie istotny wptyw
czynnika, mozna przeprowadzi¢ dalsze analizy, takie jak na przyktad test Tukeya HSD, aby
poréwnac poszczegolne grupy ze soba. Metoda Tukeya HSD pozwala na identyfikacje¢ grup
jednorodnych, w celu okreslenia, ktore poziomy czynnika r6znig si¢ od siebie pod wzgledem
srednich wartosci. W przeprowadzonych analizach przyjeto poziom istotnosci rowny 0,05.

W celu okreslenia zwiazkow miedzy wybranymi parami zmiennych obliczono
wspotczynniki korelacji Pearsona. Wspotczynnik korelacji Pearsona, jest miarg liniowego
powigzania mi¢edzy dwiema zmiennymi ilosciowymi. Jego warto$¢ miesci si¢ w zakresie od
—1 do 1. Warto$¢ wspotczynnika korelacji informuje nas o sile i kierunku zaleznosci miedzy
zmiennymi. Im blizej wartosci —1 lub 1, tym silniejsza jest ta zalezno$¢. Warto$¢ 0 oznacza
brak liniowej zalezno$ci migdzy zmiennym. Poza samym obliczeniem wspodlczynnika

korelacji okresla si¢ jego istotno$¢ statystyczna, czyli testuje si¢ czy jego wartosc jest istotnie
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rozna od zera. W przeprowadzonych badaniach przyjeto przy testowaniu istotnosci
statystycznej o = 0,05.

Ponadto dla oceny trendu zmian w latach wykorzystano wspdtczynnik korelacji rang
Spearmana. Wspotczynnik korelacji rang Spearmana jest jedng z nieparametrycznych miar
monotonicznej zalezno$ci statystycznej miedzy zmiennymi losowymi. Interpretacja
zard6wno wspotczynnika korelacji Pearsona, jak i wspodlczynnika korelacji Speramana jest

podobna. Wartosci bezwzgledne tych wspotczynnikéw korelacji oznaczaja:

e 0-0,3: Staba korelacja,
e 0,3-0,5: Korelacja umiarkowana,
e 0,5-0,7: Silna korelacja,

e 0,7 —1: Bardzo silna korelacja.

W celu okreslania zgodnosci migdzy wynikami pozytywnymi réznych testow
wykorzystano wspdlczynnik kappa Cohena [93]. Wspotczynnik Kappa Cohena jest
uzywany w statystyce do oceny zgodno$ci miedzy parami pomiardw zmiennych
skategoryzowanych. Wartos¢ Kappy Cohena miesci si¢ w zakresie od —1 do 1. Im blizej 1,
tym oceny s3 bardziej zgodne, a wartos¢ 0 oznacza brak zgodnosci miedzy ocenami.

Interpretacja przedzialow wartos$ci:

e 0,0-0,2: Brak zgodno$ci (staba),

e 0,21 - 0,4: Staba zgodnos¢,

e 0,41 -0,6: Umiarkowana zgodno$¢,
e 0,61-0,8: Dobra zgodno$¢,

e 0,81 - 1,0: Bardzo dobra zgodnos¢.

W  celu poréownania frakcji procentowych zmiennych zero-jedynkowych
wykorzystano test chi-kwadrat Pearsona. Test chi-kwadrat jest uzywany do badania
wspotzaleznosci migdzy dwiema zmiennymi w tabelach kontyngencji, co moze by¢
wykorzystywane migdzy innymi do okre$lenia zwigzku migdzy dwiema zmiennymi
zero-jedynkowymi, co z kolei jest tozsame z poréwnaniem frakcji dwoch grup dla
zmiennych zero-jedynkowych. Tabela kontyngencji to krzyzowa tabela, w ktorej obserwuje
si¢ wystepowanie dwoch zmiennych jakosciowych, w przypadku dwoéch zmiennych
zero-jedynkowych jest to tabela 2x2. Test chi-kwadrat pozwala sprawdzi¢, czy rdéznice

miedzy frakcjami dwoch grup dla zmiennych zero-jedynkowych sg istotne statystycznie.
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Analizy statystyczne przeprowadzono w programie Statistica 13 (TIBCO Software

Inc. 2017). We wszystkich analizach przyjeto poziom istotnosci rowny 0,05.
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V. WYNIKI

1. Wyniki monitoringu serologicznego przeprowadzanego w latach 2010 — 2019

1.1. Wyniki badan serologicznych w kierunku zapalenia watroby typu E ptakéw
w wybranych stadach rodzicielskich kur linii miesnej, niesnej oraz stad niosek

towarowych w Polsce w latach 2010 — 2018

Sposrod zbadanych 230 stad BB, LB i CL w Polsce w latach 2010 — 2018 tacznie
W 96,96% uzyskano wyniki pozytywne w kierunku aHEV. Wiekszo$¢ badanych stad (222)
stanowily stada rodzicielskie brojlerow kurzych (BB), wérdd nich, az w 83,33% przypadkow
stwierdzono przeciwciata anty-aHEV. Wszystkie badane stada niosek towarowych (CL),
byly pozytywne zas z dwoch stad reprodukcji niesnej (LB) w jednym stwierdzono obecnos¢
przeciwcial.

Lacznie zbadano 5 272 surowic, z ktorych 1 464 (27,77%) bylo pozytywnych.
Wykazano, ze w 28,2% (1 435) z 5 089 surowic pobranych od ptakoéw ze stad rodzicielskich
kurczat brojlerow (BB) bylo dodatnich, podczas gdy w 137 surowicach pochodzacych od
niosek towarowych (CL) wyniki pozytywne stwierdzono w 26 probkach (18,98%),
natomiast w 46 surowicach pochodzacych ze stad rodzicielskich kur niosek (LB) wyniki
pozytywne stwierdzono w 3 probkach (6,52%).

W Tab. 12 podano zestawienie liczbowe z podziatem na poszczegdlne lata i typy
produkcyjne.

Wyniki poszczegélnych stad BB, LB i CL badanych w latach 2010 — 2018

umieszczono w zatgczniku (rozdziat VII) w Tab. 51.

Tab. 12. Zestawienie zbiorcze wynikow ELISA dla przeciwciat anty-aHEV (liczba i procent
stad oraz surowic pozytywnych) w stadach BB, LB, CL w latach 2010 — 2018.

T Wiek Procent Liczba Procent Liczba
Lp. | Rok YP | ptakéw (%) (n) (%) (n)
produkcyjny (tyg.) stad pozytywnych surowic pozytywnych
BB, LB,CL | 48-95 85,00% 17/20 19,00% 87/458
1 | 2010 BB 48 - 95 86,67% 13/15 19,48% 67/344
LB 50-76 50,00% 1/2 6,52% 3/46
CL 60 — 66 100,00% 3/3 25,00% 17/68
2 | 2011 BB 22-99 87,88% 29/33 32,65% 254/778
3 | 2012 BB 23-54 100,00% 20/20 41,48% 190/458
4 | 2013 BB 25-59 75,00% 15/20 44,78% 206/460
5 | 2014 BB 22 -50 77,78% 14/18 25,18% 104/413

57



Wyniki

BB,CL | 28-76 | 8824% | 1517 | 16,58% 65/392
6 | 2015 BB 2876 | 86,67% | 1315 | 17,05% 50/346
cL 35-37 | 100,00% 202 13,04% 6/46
7 | 2016 BB 23-77 | 10000% | 2929 | 4057% | 258/636
BB,CL | 28-76 | 8205% | 3239 | 2553% | 229/897
8 | 2017 BB 2261 | 8158% | 3138 | 2586% | 226/874
cL 41 100,00% 171 13,04% 3/23
9 | 2018 BB 10-56 | 6176% | 21/34 9,10% 71/780
BB 10-99 | 8333% | 185222 | 2820% | 1435/5089
_ LB 50—76 | 50,00% 12 6,52% 3/46
Suma: cL 35-66 | 100,00% 6/6 18,98% 26/137
BB, LB CL | 10-99 | 9696% | 223/230 | 27.77% | 1464/5272

W Tab. 13 zostaly przedstawione wyniki zbiorcze ELISA wykazujace obecnosé
przeciwciat anty-aHEV w badanych stadach. Srednia warto$¢ miana przeciwcial wyliczona
z poszczegdlnych $rednich mian geometrycznych (Gmean) uzyskanych ze stad (BB, LB,
CL) wyniosta 316,27 (wahata si¢ od 1 do maksymalnie 1458). Wspodlczynnik zmiennos$ci
(CV) opisujacy zréznicowanie rozktadu mian wewnatrz stada wyniost srednio 104,39% (od
31% do 424%). Srednia dla mian minimalnych (Min) wyniosta 75,34 (od 1 do 397),
natomiast dla mian maksymalnych (Max) 1 922,53 (od 45 do 6 708). Nalezy zaznaczyc¢, ze
miano 391 lub wyzsze jest uznawane za miano pozytywne (wedlug danych producenta
zestawu Big Liver and Spleen Disease Antibody Test Kit, BioChek, Holandia).

Wartos$ci dla poszczegolnych stad i opisane w tek$cie wartosci skrajne dla roznych

parametrow sg przedstawione w zatgczniku (Tab. 51).

Tab. 13. Zestawienie zbiorcze wynikow ELISA anty-aHEV (Gmean, CV, Min, Max)
w stadach BB, LB, CL w latach 2010 — 2018.

Lp. | Rok Typ p\t/X:f()kw (,3mea.n . CV. . Min. . Max.
produkcyjny (tyg.) (Srednia) | (Srednia) | (Srednia) | (Srednia)
BB, LB, CL 48 -95 157,75 134,00% 12,30 1 580,15
1 2010 BB 48 -95 172,93 135,47% 11,87 1777,33
LB 50-76 24,50 141,00% 1,00 419,00
CL 60— 66 170,67 122,00% 22,00 1 368,33
2 2011 BB 22-99 398,00 101,03% 80,12 2 252,76
3 2012 BB 23-54 468,80 95,30% 114,35 2 563,45
4 | 2013 BB 25-59 522,40 100,40% 124,60 2 217,65
5 2014 BB 22-50 294,06 123,72% 77,00 1923,89
BB, CL 2876 205,53 88,82% 59,06 1 285,35
6 2015 BB 28-76 203,40 91,00% 55,80 1321,73
CL 35-37 221,50 72,50% 83,50 1012,50
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7 2016 BB 2377 425,55 90,24% 118,72 218221
BB, CL 22-61 291,38 98,49% 77,38 209277
8 2017 BB 22-61 294,97 98,61% 78,87 2 122,79
CL 41 155,00 94,00% 21,00 952,00
9 2018 BB 10-56 121,71 114,29% 23,76 115391
BB 10-99 322,45 104,15% 76,90 1956,14
) LB 50-76 24,50 141,00% 1,00 419,00
Suma: CL 35-66 185,00 100,83% 42,33 1180,33
BB, LB, CL 10-99 316,27 104,39% 75,34 1922,53

W Tab. 14 przedstawiono $rednig wartos¢ Gmean, CV oraz odsetka surowic i stad
pozytywnych facznie dla stad BB, LB oraz CL uwzgledniajac podziat na grupy wiekowe.
Natomiast w Tab. 15 przedstawiono te same wyniki jedynie dla stad rodzicielskich kurczat
brojleréw (BB). W obu przypadkach nie stwierdzono statyStycznie istotnych réznic miedzy
grupami wiekowymi ptakow, zarowno w obrebie samych stad BB, jak rowniez w stadach
BB, LB i CL (zbiorczo), gdyz we wszystkich przypadkach warto$¢ p (na podstawie analizy
wariacji — ANOVA) byta wyzsza niz 0,05. Chociaz odnotowano pewng korelacje miedzy
wiekiem, a warto$ciami $redniego miana geometrycznego (Gmean) i procentem surowic
pozytywnych, warto$ci obu tych parametrow byty wyzsze u ptakéw powyzej 35 tygodnia

zycia co takze odzwierciedla warto$¢ p, ktora w tych dwoch przypadkach byta nizsza.

Tab. 14. Zestawienie zbiorcze wynikéw ELISA dla anty-aHEV (Gmean, CV, procent stad

I surowic pozytywnych) w stadach BB, LB, CL w réznych grupach wiekowych w latach
2010 —2018.

Procent stad Procent surowic

Grupy wiekowe Gmean Ccv
ptakéw (Srednia) (Srednia) poéﬁg:ivl\i?%m pO(Zé)l/:[e):iVI\ll?;/)Ch
(d%dzihfyg,) 249,95 79,81% 76,19% 22,85%
Woczesny okres
niesnosci 236,71 106,55% 81,63% 20,59%
(25-34 tyg.)
Srodkowy okres
niesnosci 355,60 108,89% 87,64% 31,13%
(35-49 tyq.)
Koncowy okres
niesnosci 341,51 104,52% 81,69% 30,73%
(powyzej S0 tyg.)
p-value 0,109 0,219 0,534 0,112
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Tab. 15. Zestawienie zbiorcze wynikow ELISA anty-aHEV (Gmean, CV, procent stad
I surowic pozytywnych) w stadach BB w r6znych grupach wiekowych w latach 2010 — 2018.

Grupy wiekowe Gmean cvV Procent stad Procent surowic
. . . . . pozytywnych pozytywnych
ptakéw (Srednia) (Srednia) (rednia) (rednia)
((g)dzcj't‘;fgv.) 249,95 79,81% 76,19% 22,85%
Woczesny okres
niesnosci 236,71 106,55% 81,63% 20,59%
(25 -34 tyg.)
Srodkowy okres
niesnosci 361,05 109,91% 87,21% 31,76%
(35-49 tyg.)
Koncowy okres
niesnoSci 358,88 102,62% 81,82% 31,74%
(powyzej S0 tyg.)
p-value 0,073 0,199 0,595 0,081
1.2. Zestawienie okresowych wynikow badan ELISA w kierunku oceny

specyficznej serokonwersji w ognisku BLS

Wykonane w dwoch stadach BB fermy monitorowanej w 2011 r. badania

potwierdzity obecnos¢ i rozwo6j zakazenia. W sumie zbadano 253 surowice, z ktorych 104

byly pozytywne, co stanowilo 41,11%. W obu stadach potwierdzono serokonwersjg,

w stadzie numer | (oznaczonym jako K1) migdzy 41 a 47 tygodniem zycia wskaznik

serokonwersji wyniost 3,2, natomiast w stadzie numer 2 (oznaczonym jako K2) miedzy 29,

a 36 tygodniem zycia wskaznik serokonwersji wyniost 7,25. Wyniki przedstawiono

w Tab. 16 oraz na Ryc. 9.

Tab. 16. Ksztattowanie si¢ wynikow ELISA dla anty-aHEV w dwoch stadach BB (K1 1 K2)
w czasie (2011 rok).

Wiek ptakow Ilo$¢ surowic | Procent surowic .
(t)?g.) N | Gmean | %CV pozytywnych pozytywnych Min Max
K1
29 23 99 284% 3 13,04% 1 5237
36 46 | 172 127% 10 21,74% 1 1925
41 23| 192 155% 4 17,39% 57 1995
47 23| 610 114% 12 52,17% 93 4 354
54 23| 843 88% 16 69,57% 166 | 3748
K2
29 23 64 117% 3 13,04% 1 774
36 23| 464 107% 11 47,83% 192 | 2614
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41 23| 531 104% 13 56,52% 87 3618
47 23| 889 89% 18 78,26% 85 4074
54 23| 876 95% 14 60,87% 89 4679
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Ryc. 9. Ksztattowanie si¢ $redniego miana geometrycznego (Gmean) w dwodch stadach BB
(K1 1K2) w trakcie okresu niesnosci.

W stadzie K1 byly to wyniki oznaczone, jako: E05, E09, E14, E23 oraz E29,
w stadzie oznaczonym jako K2 natomiast: E06, E10, E15, E24 i E30. Wyniki dla
poszczegdlnych stad podane sg w zalgczniku (rozdziat VII) w Tab. 51.

1.3. Wyniki badan ELISA w kierunku zapalenia watroby typu E ptakow
w wybranych stadach kurczat rzeznych w Polsce w latach 2010, 2014 oraz 2019

Sposrod zbadanych metoda ELISA 92 stad jednodniowych pisklat brojleréw kurzych
(CB) z lat 2010, 2014 oraz 2019, tacznie 50 stad (54,35%) uzyskato wyniki pozytywne
w kierunku obecnosci przeciwciat przeciwko aHEV. Sposrod zbadanych 2 112 surowic, 164
(7,77%) byto pozytywnych. W Tab. 17 podano zestawienie liczbowe dla poszczegdlnych
lat. Wyniki szczegétowe dla poszczegdlnych przebadanych stad CB umieszczono

w zalgczniku (rozdziat VII) w Tab. 52.
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Tab. 17. Zestawienie zbiorcze wynikéw ELISA dla anty-aHEV (liczba i procent stad oraz
surowic pozytywnych) w stadach CB w latach 2010, 2014 oraz 2019.

Lp Rok Liczba | Procent (%) \ Liczba (n) Liczb’?\ Procent (%) \ Liczba (n)
' stad stad pozytywnych surowic surowic pozytywnych
1 2010 20 50,00% 10 458 5,48% 25
2 2014 36 72,22% 26 828 12,44% 103
3 2019 36 38,89% 14 828 4,35% 36
Suma: 92 54,35% 50 2112 7,77% 164

W Tab. 18 przedstawiono wyniki zbiorcze pokazujace ksztaltowanie si¢ poziomu
przeciwcial anty-aHEV oraz dane produkcyjne w badanych stadach kurczat rzeznych.
Srednia z warto$ci Gmean poszczegdlnych stad wynosita w roku 2010 — 34,25, w 2014 —
97,72, aw 2019 — 20,17. Wyniki w latach 2010 i 2019 nie réznity si¢ statystycznie migdzy
soba, natomiast stwierdzono istotne roznice wzgledem roku 2014. Europejski Wskaznik
Wydajnosci ksztattowat si¢ w kolejnych latach na coraz wyzszym poziomie zaczynajac od
303,30, nastepnie 329,42, az do 363,90 i we wszystkich trzech latach wykazano istotne
statystycznie rdéznice w jego wysokosci. Procent surowic pozytywnych w roku 2014 wynidst
12,44% 1 wykazano statystyczne réznice wzgledem roku 2010 oraz 2019, w ktoérych wyniki
przedstawialy si¢ kolejno na poziomie 5,48% oraz 4,35%. Wyzszy odsetek surowic
pozytywnych w 2014 roku przetozyt si¢ tez na najwyzszy procent stad pozytywnych
(72,22%) wzgledem innych badanych lat.

Tab. 18. Zestawienie zbiorcze wynikow ELISA dla anty-aHEV (Gmean, EWW, CV,
procent surowic i stad pozytywnych) w stadach CB w latach 2010, 2014 oraz 2019.

Rok Gmean EWW Ccv % surowic % stad
(Srednia) (Srednia) (Srednia) pozytywnych | pozytywnych
2010 34,25% 303,30° 207,45%" 5,48%° 50,00%
2014 97,72 329,42° 134,89%*° 12,44%" 72,22%"
2019 20,178 363,90° 181,14%%* 4,35%° 38,89%°
p-value <0,001 <0,001 0,010 0,007 0,016

*Litery obok srednich okreslajg istotne réznice migdzy poszczegdlnymi srednimi na podstawie
procedury Tukeya. Jesli obok Srednich nie ma tej samej litery, to takie srednie r6znig si¢ istotnie od
siebie.

Na podstawie wspotczynnika korelacji Pearsona w kilku przypadkach otrzymano statystycznie
istotng zaleznos¢ (p < 0,05) (kolor czerwony).

W kolejnych dwoch tabelach zostaty przedstawione wyniki zbiorcze z odsetkiem
stad dodatnich (Tab. 19) oraz surowic dodatnich (Tab. 20) z podzialem wzglgdem czasu

badania oraz lokalizacji w poszczeg6lnych wojewddztwach.
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Tab. 19. Zestawienie zbiorcze przedstawiajgce procent (%) oraz liczbe (n) zbadanych stad
CB pozytywnych w ELISA dla anty-aHEV w latach 2010, 2014 oraz 2019 z podziatem
wedhug wojewddztw.

2010 2014 2019
Lp. Wojewédztwo: % | n % | n % | n
stad pozytywnych | stad pozytywnych | stad pozytywnych

1 kujawsko-pomorskie 66,67% 2 100,00% 1 33,33% 1

2 lubelskie 50,00% 1 50,00% 1 - -

3 matopolskie - 50,00% 1 - -

4 mazowieckie 57,14% 4 70,00% 7 50,00% 6

5 opolskie - - 100,00% 6 0,00% 0

6 podkarpackie - - 0,00% 0 - -

7 podlaskie 50,00% 1 100,00% 2 33,33% 3

8 pomorskie 50,00% 1 71,43% 5 20,00% 1

9 Slaskie 100,00% 1 - - - -

10 | warminsko-mazurskie - - 100,00% 1 - -
11 wielkopolskie 0,00% 0 50,00% 1 50,00% 1
12 | zachodniopomorskie - - 50,00% 1 66,67% 2
Suma: 50,00% 10 72,22% 26 38,89% 14

Tab. 20. Zestawienie zbiorcze przedstawiajace procent (%) oraz liczbe (n) surowic
pozytywnych w ELISA dla anty-aHEV w badanych stadach CB w latach 2010, 2014 oraz
2019 z podziatem wedtug wojewodztw.

2010 2014 2019
Lp. Wojewédztwo: %o | _ n % | _ n %o | _ n
surowic surowic surowic

pozytywnych pozytywnych pozytywnych

1 kujawsko-pomorskie 2,99% 2 13,04% 3 2,90% 2
2 lubelskie 2,17% 1 6,52% 3 - -
3 matopolskie - - 17,39% 8 - -
4 mazowieckie 8,75% 14 10,87% 25 5,07% 14
5 opolskie - - 24,64% 34 0,00% 0
6 podkarpackie - - 0,00% 0 - -
7 podlaskie 4,35% 2 10,87% 5 3,86% 8
8 pomorskie 4,35% 2 9,94% 16 6,09% 7
9 slaskie 17,39% 4 - - - -
10 | warminsko-mazurskie - - 26,09% 6 - -

11 wielkopolskie 0,00% 0 2,17% 1 4,35%

12 | zachodniopomorskie - - 4.35% 2 4.35% 3
Suma: 5,48% 25 12,44% 103 4,35% 36

W Tab. 21 zostaty przedstawione wyniki serologiczne oraz produkcyjne w badanych
stadach CB z podziatem na poszczego6lne regiony w Polsce. Jedyne istotnie statystyczne

réznice wykazano wzgledem EWW pomiedzy regionem centralnym, pétnocno-wschodnim
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oraz reszta regionow. W regionie podinocno-wschodnim, w ktérego sklad wchodzi
wojewodztwo warminsko-mazurskie oraz podlaskie EWW osiagnal najwyzsze wartos$ci —
srednia dla regionu 379,51 (od 310 do 461 w poszczegodlnych stadach). Kolejny byt region
centralny, w ktorego sktad wchodzi wojewodztwo mazowieckie, dla ktorego srednia EWW
wyniosta 346,04 (od 283 do 412 w poszczegolnych stadach). W dalszej kolejnosci
znajdowaty si¢ regiony potudniowo-zachodni (EWW - 312,00), potudniowo-wschodni
(EWW - 316,97) oraz pdinocno-zachodni (EWW — 321,80) migdzy ktorymi nie wykazano
statystycznie istotnych rdznic.

Tab. 21. Zestawienie zbiorcze wynikéw ELISA anty-aHEV (Gmean, EWW, CV, procent
surowic i stad pozytywnych) w stadach CB wzgledem wyodrgbnionych regionéw.

Region Gmean EWW Ccv % surowic % stad
(Srednia) (Srednia) (Srednia) pozytywnych | pozytywnych
PN-W
poinocno- 34,43 379,51° 179,29° 6,52%" 50,00%*
wschodni
PN-Z
poinocno- 42,612 321,802 161,64% 5,28%? 48,48%*
zachodni
PD-Z
poludniowo- 103,33% 312,00° 136,44% 18,36%° 77,78%*
zachodni
c 54,86° 346,04° 178,79% 7,96%° 58,62%*
centralny
PD-W
poludniowo- 74,29° 316,972 181,29° 7,46%° 42,86%°
wschodni
p-value 0,157 <0,001 0,813 0,054 0,506

*Litery obok $rednich okreslajg istotne réznice migdzy poszczegdlnymi $rednimi na podstawie
procedury Tukeya. Jesli obok $rednich nie ma tej samej litery, to takie $rednie rdznig si¢ istotnie od
siebie.

Na podstawie wspotczynnika korelacji Pearsona w kilku przypadkach otrzymano statystycznie
istotng zaleznos¢ (p < 0,05) (kolor czerwony).

Ponizsza tabela (Tab. 22) przedstawia wspotczynnik korelacji Persona miedzy
réznymi cechami zwigzanymi z zapaleniem watroby typu E ptakéw, a Europejskim
Wskaznikiem Wydajnos$ci. Najsilniejszg korelacje odnotowano migdzy EWW, a $rednim
mianem geometrycznym w 2014 roku 1 wyniosta ona —0,352, kolejna co do sity korelacja
byta zalezno$¢ miedzy tymi dwoma parametrami w 2010 roku i wyniosta 0,300. W obu tych
przypadkach mozemy mowi¢ o stabej lub ewentualnie umiarkowanej korelacji.
W przypadku pozostatych parametréw nie stwierdzono zadnych istotnych statystycznie

korelaciji.
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Tab. 22. Wspotczynnik korelacji Persona miedzy Gmean, procentem surowic i stad
pozytywnych oraz CV, a EWW.

EWW (Europejski Wskazniki Wydajnosci)
2010 2014 2019 lata razem
Gmean (Srednia) 0,300 -0,352 0,136 -0,166
%POS (surowic) 0,168 -0,131 0,194 -0,043
%POS (stad) -0,139 0,009 0,192 -0,035
%CYV (Srednia) 0,169 -0,131 0,194 -0,043

*Korelacja Persona przedziaty: 0-0,3 staba korelacja, 0,3-0,5 umiarkowana korelacja,
0,5-0,7 silna korelacja, 0,7-1 bardzo silna korelacja.

14. Zestawienie wynikow badan ELISA w kierunku zapalenia watroby typu
E ptakéw w wybranych stadach reprodukcyjnych Kkur linii migsnych
i pochodzacych od nich stad broilerow w 2014 roku

Przeprowadzono badania w 6 wybranych stadach rodzicielskich w ré6znym wieku
(29 — 48 tygodni) oraz w 6 stadach broilerow pochodzacych z tych stad rodzicielskich z 2014
roku. W tabeli (Tab. 23) przedstawiono wyniki dla poszczegdlnych par stad (stada
rodzicielskiego i pochodzacego od niego stada brojlerow rzeznych). We wszystkich stadach
BB otrzymano wyniki pozytywne w kierunku zapalenia watroby typu E ptakdéw, natomiast

2 stada CB z 6 byly pozytywne w 1 dnia Zycia.

Tab. 23. Zestawieniec wynikow ELISA dla anty-aHEV stad BB i pochodzgcych od nich stad
CB w 2014 roku.

Wiek ptakow N | Gmean | %cV Ilo$é surowic | Procent surowic Min Max
(tyg.) pozytywnych pozytywnych
CB (B30) woj. zachodnio-pomorskie EWW: b.d. — BB (H03)
1 dzien 23 48 69% 0 0,00% 1 217
29 23| 353 80% 9 39,13% 115 | 1396
CB (B21) woj. opolskie EWW: 339 — BB (H07)
1 dzien 23 89 113% 1 4,35% 1 776
36 23 | 156 101% 3 13,04% 10 1083
CB (B23) woj. podkarpackie EWW: 301,55 — BB (H12)
1 dzien 23| 103 57% 0 0,00% 45 308
42 23| 551 137% 11 47,83% 141 | 4822
CB (B22) woj. lubelskie EWW: 320 — BB (H13)
1 dzien 23 82 50% 0 0,00% 16 213
43 23| 787 95% 18 78,26% 203 | 4606
CB (B26) woj. pomorskie EWW: 296,65 — BB (H14)
1 dzien 23| 144 72% 2 8,70% 67 602
45 23 63 148% 3 13,04% 1 1201
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CB (B03) woj. pomorskie EWW: 313 — BB (H15)
1 dzien 23 63 55% 0 0,00% 1 174
48 23| 306 60% 9 39,13% 33 970

Szczegotowe wyniki dla poszczegdlnych stad zamieszczono w zataczniku (rozdziat
VII) w Tab. 51 — stada rodzicielskie oznaczone jako: HO3, HO7, H12, H13, H14 i H15 oraz
Tab. 52 — stada brojlerow kurzych oznaczone jako: B03, B21, B22, B23, B26 i B30.

2. Wyniki badan molekularnych przeprowadzonych w celu wykrycia obecnosci

materialu genetycznego wirusa zapalenia watroby typu E u kur

2.1.  Wyniki badan molekularnych dla genu kodujacego helikaze oraz genu
kodujacego bialko kapsydu wirusa zapalenia watroby typu E ptakow
w tkankach oraz zoélci w wybranych stadach rodzicielskich kurczat rzeznych

I stadach niosek towarowych w Polsce w latach 2011 — 2019
RT-PCR dla genu kodujacego helikaze

Sposréd zbadanych 519 probek (143 po spulowaniu) pochodzacych od 48 stad
(45stad BB i 3 CL) w 21,68% przypadkach uzyskano wyniki pozytywne dla genu
kodujacego helikaze aHEV. Najwigkszy odsetek probek pozytywnych uzyskano dla sciany
pecherzyka zoiciowego (33,33%), nastepnie zotci (29,54%), $ledziony (18,18%) oraz
watroby (15,28%).

W Tab. 24 podano zestawienie liczbowe z podziatem na poszczeg6lne lata oraz typy
produkcyjne.

Wyniki poszczegolnych przebadanych probek od stad BB 1 CL w latach 2011 — 2019

umieszczono w zalgczniku (rozdziat VII) w Tab. 53.

Tab. 24. Zestawienie zbiorcze wynikow badan RT-PCR w kierunku wystgpowania genu
kodujacego helikaze w stadach BB i CL w latach 2011 — 2019.

Typ Ilo$¢ wynikéw pozytywnych/wszystkie badane probki
Lp. | Rok p':Od,LJ,kCyJ ny P.e;’c hf:rzyk Z6ké Sledziona Watroba
(ilo$¢ stad) Zo0lciowy

BB, CL (3) 1/2 1/2 - 0/2
1 | 2011 BB (2) 1/2 1/2 - 0/1
CL (1) - - - 0/1
2 | 2012 BB (3) 1/3 2/3 0/3 1/3
3 | 2013 BB (3) 0/3 0/3 2/3 0/3
4 | 2014 BB (3) - 3/3 0/3 2/3
BB, CL (11) - 0/9 1/11 0/11

5> 2015 5 10) : 0/8 1/10 0/10
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CL (1) : 0 0 01

6 | 2016 BB (1) ; 01 01 01
BB, CL (11) 11 5/11 5/11 2111

7 | 2017 [ BB(20) 11 4710 5/10 2/10
CL(1) : 171 01 01

8 | 2018| BB (12) : 2111 0/11 1/11
9 | 2019 BB (1) ; 01 01 171
319 13/44 8/44 7146

- 0

Suma: 31/143 (21,68%) (33,33%) (29,54%) (18,18%) (15,28%)

W Tab. 25 zostaly przedstawione wyniki zbiorcze badan RT-PCR wykazujace

procent (%) pozytywnych wynikéw w kierunku genu kodujacego helikaze z podzialem na

poszczegolne lata. Na podstawie testu chi-kwadrat stwierdzono, ze wystepuje statystycznie

istotne zroznicowanie (p = 0,003) miedzy latami pod wzgledem % pozytywnych wynikéw

RT-PCR. Natomiast na podstawie wspotczynnika korelacji rang Spearmana (r = —0,086,

p = 0,306) nie stwierdzono istotnego statystycznie trendu w kolejnych latach.

Tab. 25. Zestawienie zbiorcze procenta (%) wynikéw pozytywnych badan RT-PCR w dla
genu kodujacego helikaze w stadach BB i CL w poszczeg6lnych latach.

Lp. | Rok Procent (%) wynikow Ilo$¢ wynikéw pozytywnych/wszystkie
pozytywnych badane probki
1 | 2011 33,33% 2/6
2 | 2012 33,33% 4/12
3 | 2013 16,67% 2/12
4 | 2014 55,56% 5/9
5 | 2015 3,23% 1/31
6 | 2016 0,00% 0/3
7 | 2017 38,24% 13/34
8 |2018 9,09% 3/33
9 | 2019 33,33% 1/3

W Tab. 26 zostaly przedstawione

wyniki zbiorcze badan RT-PCR w kierunku

wystepowania genu kodujacego helikaz¢ z podzialem na wiek stada. Na podstawie

wspoltczynnika korelacji rang Spearmana (r = 0,101, p = 0,234) nie stwierdza si¢ istotnego

statystycznie trendu zaleznego od wieku.

67



Wyniki

Tab. 26. Zestawienie zbiorcze wynikow pozytywnych (%) w RT-PCR dla genu kodujacego
helikaze w stadach BB i CL wedtug wieku stada.

Lp Wiek Sta}da w Procent (%) wynikéw | Ilo$¢ wynikow pozytywnych/wszystkie
' tygodniach pozytywnych badane probki
1 20 0,00% 0/3
2 22 0,00% 0/4
3 26 33,33% 1/3
4 27 33,33% 1/3
5 28 0,00% 0/3
6 30 13,33% 2/15
7 31 50,00% 2/4
8 34 13,33% 2/15
9 35 11,11% 1/9
10 36 66,67% 2/3
11 37 66,67% 2/3
12 38 0,00% 0/3
13 40 0,00% 0/8
14 41 30,00% 6/20
15 43 75,00% 3/4
16 44 11,11% 1/9
17 46 28,57% 217
18 48 66,67% 4/6
19 50 0,00% 0/3
20 55 0,00% 0/3
21 56 0,00% 0/6
22 59 66,67% 2/3
23 61 0,00% 0/3

Na Ryc. 10 przedstawiono przyktadowy wynik elektroforezy w zelu agarozowym.
Uwidocznione prazki na wysokosci 186 pz odpowiadaja wielkosci produktu poszukiwanego
genu kodujacego helikaze. Na tej wysokosci stwierdzono obecnos$¢ prazka przy K+, 3, 5,9,
10117, co odpowiada wynikom pozytywnym odpowiednio dla: kontroli pozytywnej, 034W,
0347, 035Z, 035WZ oraz 037Z. Wszystkie badane probki byly w ten sposéb uwidaczniane,

wyniki poszczegdlnych probek mozna znalez¢ w zalgczniku (rozdziat VII) w Tab. 53.
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M K+ K-1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Ryc. 10. Przyktadowy wynik elektroforezy w zelu agarozowym z uwidocznionymi prazkami
na wysokosci 186 pz, odpowiadajacymi wielkosci produktu poszukiwanego genu
kodujacego helikaze.

M — marker 100 pz; K+ — kontrola pozytywna; K- — kontrola negatywna; 1 — 032W; 2 —
033W; 3 — 034W; 4 — 034S; 5 — 034Z; 6 — 034WZ; 7 — 035W; 8 — 035S; 9 — 035Z; 10 —
035WZ; 11 —036W; 12 - 036S; 13 —036Z; 14 — 036WZ; 15 —037W; 16 — 037S; 17 - 037Z.

RT-PCR w celu wykrycia genu kodujacego bialko kapsydu

Sposrod zbadanych 519 probek (143 po spulowaniu) pochodzacych od 48 stad
(45 stad BB i 3 CL) uzyskano wyniki pozytywne w kierunku genu kodujacego biatko
kapsydu aHEV w 30,07% przypadkach przy wykorzystaniu metody RT-PCR. Najwyzszy
odsetek probek pozytywnych otrzymano dla probek ze $ciany pecherzyka zolciowego
(66,67%), nastepnie watroby (34,78%), z6ci (29,54%) oraz $ledziony (18,18%).

W Tab. 27 podano zestawienie liczbowe z podziatem na poszczegdlne lata oraz typy
produkcyjne. Wyniki poszczegolnych przebadanych probek od stad BB i CL w latach 2011
— 2019 umieszczono w zataczniku (rozdziat VII) w Tab. 54.
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Tab. 27. Zestawienie zbiorcze wynikéw badan RT-PCR dla genu kodujacego biatko
kapsydu w stadach BB i CL w latach 2011 — 2019.

Typ Ilo$¢ wynikéw pozytywnych/wszystkie badane probki
Lp. | Rok | produkcyjny Pecherzyk 76 Sledziona Watroba
(ilos¢ stad) z0lciowy
BB, CL (3) 212 172 - 172
1 | 2011 BB (2) 212 12 - 1/1
CL (1) - - - 0/1
2 | 2012 BB (3) 3/3 3/3 0/3 3/3
3 | 2013 BB (3) 0/3 0/3 0/3 0/3
4 | 2014 BB (3) - 1/3 23 33
BB, CL (11) - 2/9 1/11 3/11
5 | 2015 BB (10) - 2/8 1/10 3/10
CL (1) - 01 01 01
6 | 2016 BB (1) - 1/1 0/1 0/1
BB, CL (11) 1/1 3/11 3/11 3/11
7 | 2017 BB (10) 1/1 3/10 3/10 3/10
CL (1) - 0/1 0/1 0/1
8 |2018| BB (12) - 2/11 2111 3/11
9 | 2019 BB (1) - 0/1 0/1 0/1
6/9 13/44 8/44 16/46
Suma: 43/143 30.07%) | (g6 6706) | (2054%) | (1818%) | (34,78%)

W Tab. 28 zostaly przedstawione wyniki zbiorcze badan RT-PCR w kierunku
obecnosci genu kodujacego biatko kapsydu z podziatem na poszczegdlne lata. Na podstawie
testu chi-kwadrat wykazano istotne zrdéznicowanie (p = 0,0002) migdzy latami pod
wzgledem odsetka wynikow pozytywnych w RT-PCR. Dodatkowo na podstawie
wspoélczynnika korelacji rang Spearmana (r = —0,220, p = 0,008) stwierdzono istotny trend
w kolejnych latach. Trend jest ujemny, czyli wystepuje tendencja spadkowa udziatu prob
pozytywnych.

Tab. 28. Zestawienie zbiorcze wynikow pozytywnych (%) w RT-PCR dla genu kodujacego
biatko kapsydu w stadach BB i CL w poszczegolnych latach.

Lp. | Rok Procent (%) wynikow Ilo$¢ wynikéw pozytywnych/wszystkie
pozytywnych badane probki
1 | 2011 66,67% 4/6
2 | 2012 75,00% 9/12
3 | 2013 0,00% 0/12
4 | 2014 66,67% 6/9
5 | 2015 19,35% 6/31
6 | 2016 33,33% 173
7 | 2017 29,41% 10/34
8 | 2018 21,21% 7/33
9 | 2019 0,00% 0/3
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W Tab. 29 zostaly przedstawione wyniki zbiorcze RT-PCR w kierunku genu
kodujgcego biatko kapsydu z podzialem na wiek stada. Na podstawie wspotczynnika
korelacji rang Spearmana (r = 0,095, p = 0,264) nie stwierdza si¢ istotnego statystycznie

trendu zaleznego od wieku.

Tab. 29. Zestawienie zbiorcze wynikow pozytywnych (%) w RT-PCR dla genu kodujacego
biatko kapsydu w stadach BB i CL z podziatem wedtug wieku stad.

Lp. Wiek sta}da w Procent (%) wynikéw | Tlos¢ wynikow pozytywnych/wszystkie
tygodniach pozytywnych badane probki
1 20 0,00% 0/3
2 22 0,00% 0/4
3 26 0,00% 0/3
4 27 66,67% 2/3
5 28 66,67% 2/3
6 30 0,00% 0/15
7 31 75,00% 3/4
8 34 6,67% 1/15
9 35 11,11% 1/9
10 36 100,00% 3/3
11 37 100,00% 3/3
12 38 66,67% 2/3
13 40 12,50% 1/8
14 41 60,00% 12/20
15 43 100,00% 4/4
16 44 33,33% 3/9
17 46 42,86% 317
18 48 50,00% 3/6
19 50 0,00% 0/3
20 55 0,00% 0/3
21 56 0,00% 0/6
22 59 0,00% 0/3
23 61 0,00% 0/3

Na Ryc. 11 przedstawiono przyktadowy wynik elektroforezy na zelu agarozowym.
Uwidocznione prazki na wysokosci 280 pz odpowiadajg wielkosci produktu poszukiwanego
genu kodujacego biatko kapsydu. Na tej wysokosci stwierdzono obecnos¢ prazka przy K+,
5,9, 10, 11, 12, 15, 16 oraz 17 co odpowiada wynikom pozytywnym dla odpowiednio:
kontroli pozytywnej, 015Z, 018W, 018S, 018Z, 018WZ, 019Z, 020W oraz 020S. Wszystkie
badane probki byty w ten sposéb uwidaczniane, wyniki poszczegdlnych probek mozna

znalez¢ w zataczniku (rozdziat VII) w Tab. 54.

71



Wyniki

M 1 2 3 4 K+ K-5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Ryc. 11. Przyktadowy wynik elektroforezy w zelu agarozowym z uwidocznionymi prazkami
na wysokosci 280 pz, odpowiadajacymi wielkosci produktu poszukiwanego genu
kodujacego biatko kapsydu.

M — marker 100 pz; 1 —014S; 2 — 014Z; 3 — 015W; 4 — 015S; K+ — kontrola pozytywna; K-
— kontrola negatywna; 5 —015Z; 6 —017W; 7 - 017S; 8 —017Z; 9 —018W; 10 — 018S; 11 —
018Z; 12— 018WZ; 13 — 019W:; 14 — 019S; 15— 019Z; 16 — 020W: 17 — 020S.

Real-Time RT-PCR w celu wykrycia genu kodujacego bialko kapsydu

Sposréd przebadanych 519 probek (143 po spulowaniu) pochodzacych od 48 stad
(45 stad BB 1 3 CL) w 32,87% uzyskano wyniki pozytywne w kierunku genu kodujacego
biatko kapsydu aHEV przy wykorzystaniu metody Real-Time RT-PCR. Najwyzszy odsetek
probek pozytywnych otrzymano w probkach ze Sciany pecherzyka zotciowego (66,67%),
nastepnie watroby (34,78%), zotci (34,09%) oraz Sledziony (22,73%).

W Tab. 30 podano zestawienie liczbowe z podziatem na poszczegdlne lata oraz typy
produkcyjne. Wyniki poszczegdlnych zbadanych probek od stad BB i CL w latach 2011 —
2019 umieszczono w zalgczniku (rozdziat VII) w Tab. 54.
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Tab. 30. Zestawienie zbiorcze wynikow badan Real-Time RT-PCR dla genu kodujacego
biatko kapsydu w stadach BB i CL w latach 2011 — 2019.

Typ Ilo$¢ wynikéw pozytywnych/wszystkie badane probki
Lp. | Rok | produkcyjny Pecherzyk 76 Sledziona Watroba
(ilos¢ stad) z0lciowy
BB, CL (3) 212 212 - 172
1 | 2011 BBQ 212 212 : 11
CL (1) : ; ; 0/
2 |2012| BB(@3) 33 33 113 313
3 | 2013 BB (3) 0/3 0/3 0/3 0/3
4 |2014| BB(@3) : 113 213 213
BB, CL (11) 3 1/9 111 3/11
5 |2015 [ BB (10) - 18 1/10 3/10
cL (1) - 0/ 0/ 0/
6 | 2016 BB (1) - 1/1 0/1 0/1
BB, CL (11) 1/1 3/11 3/11 3/11
7 | 2017 BB (10) 1/1 3/10 3/10 3/10
CL (1) - 0/1 0/1 0/
8 |2018| BB (12) - 4/11 3/11 4/11
9 |2019| BB(I) - 0/1 0/1 0/
6/9 15/44 10/44 16/46
Suma: 47/143 32.87%) | (ge6706) | (34,09%) | (22.73%) | (34,78%)

W Tab. 31 zostaly przedstawione wyniki zbiorcze badan Real-Time RT-PCR

w kierunku genu kodujacego biatko kapsydu z podzialem na poszczegdlne lata. Na

podstawie testu chi-kwadrat stwierdzono istotne zréznicowanie (p = 0,0001) migdzy latami

pod wzgledem odsetka wynikow pozytywnych w Real-Time RT-PCR. Dodatkowo na

podstawie wspotczynnika korelacji rang Spearmana (r = —-0,166, p = 0,048) stwierdzono

istotny statystycznie trend w kolejnych latach. Trend jest ujemny, czyli wyst¢puje tendencja

spadkowa udziatu probek pozytywnych.

Tab. 31. Zestawienie zbiorcze wynikoéw pozytywnych (%) w Real-Time RT-PCR dla genu
kodujacego biatko kapsydu w stadach BB i CL w poszczego6lnych latach.

Lp. | Rok Procent (%) wynikow Ilo$¢ wynikoéw pozytywnych/wszystkie
pozytywnych badane probki
1 | 2011 83,33% 5/6
2 | 2012 83,33% 10/12
3 | 2013 0,00% 0/12
4 | 2014 55,56% 5/9
5 | 2015 16,13% 5/31
6 | 2016 33,33% 1/3
7 | 2017 29,41% 10/34
8 | 2018 33,33% 11/33
9 | 2019 0,00% 0/3
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W Tab. 32 zostaly przedstawione wyniki zbiorcze badan Real-Time RT-PCR

w kierunku wystepowania genu kodujgcego biatko kapsydu z podzialem na wiek.

Na podstawie wspolczynnika korelacji rang Spearmana (r = 0,064, p = 0,450) nie

stwierdzono istotnego statystycznie trendu zaleznego od wieku.

Tab. 32. Zestawienie zbiorcze wynikow pozytywnych (%) w Real-Time RT-PCR dla genu
kodujacego biatko kapsydu w stadach BB i CL z podziatlem wedtug wieku.

Lp Wiek sta_lda w Procent (%) wynikow | Ilos¢ wynikow pozytywnych/wszystkie
' tygodniach pozytywnych badane probki
1 20 0,00% 0/3
2 22 0,00% 0/4
3 26 0,00% 0/3
4 27 66,67% 213
5 28 66,67% 2/3
6 30 6,67% 1/15
7 31 75,00% 3/4
8 34 6,67% 1/15
9 35 11,11% 1/9
10 36 100,00% 313
11 37 100,00% 3/3
12 38 100,00% 3/3
13 40 25,00% 2/8
14 41 75,00% 15/20
15 43 100,00% 4/4
16 44 11,11% 1/9
17 46 57,14% 4[7
18 48 33,33% 2/6
19 50 0,00% 0/3
20 55 0,00% 0/3
21 56 0,00% 0/6
22 59 0,00% 0/3
23 61 0,00% 0/3

Na Ryc. 12 przedstawiono przyktadowy wynik Real-Time RT-PCR w celu wykrycia

genu kodujacego biatko kapsydu. Wszystkie badane probki byly w ten sposoéb uwidaczniane,

wyniki poszczegdlnych probek mozna znalez¢ w zalgczniku (rozdziat VII) w Tab. 54.
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Ryc. 12. Przyktadowy wykres krzywej topnienia w badaniach Real-Time RT-PCR dla genu
kodujacego biatko kapsydu.

Wyniki pozytywne dla probek: K+(1:1), K+(1:10), 043W, 0438, 044W, 044S, 0447, 045W,
0458, 0457, 046W, 046Z.

Wyniki negatywne dla prébek: I§+(1:100), K+(1:1.QOO), K+(1:10.000), K+(1:1‘00.000‘),
K+(1:1.000.000), K-, 037W, 037S, 037, 038W, 038S, 038Z, 039W, 039S, 0397, 040Z,
041W, 0418, 0417, 042W, 0428, 0427, 046S.

Ocena zgodnosci metod RT-PCR oraz Real-Time RT-PCR w badaniu obecnosci

genu kodujacego bialtko kapsydu

W celu okreslania zgodnos$ci migdzy wynikami pozytywnymi w metodach RT-PCR
oraz Real-Time RT-PCR wykorzystano wspotczynnik kappa Cohena. W Tab. 33 zostaty
przedstawione wyniki zbiorcze badan. Odnotowano 133 zgodne wyniki w obu testach
(93,01%). Wspotczynnik kappa Cohena wyniost 0,838, co oznacza bardzo dobrg zgodnos¢,
z 95% przedziatem ufnosci (CI — confidence interval) od 0,742, do 0,934, za$ btad
standardowy (SE — standard error) wyniost 0,049.

Tab. 33. Zestawienie wynikow pozytywnych otrzymanych w RT-PCR oraz Real-Time RT-
PCR dla genu kodujacego biatko kapsydu w probkach tkanek i zotci pochodzacych od stad
BB i CL w latach 2011 — 2019.

Ilos¢ wynikow (n) | Wyniki w Real-Time RT-PCR

Whynikiw RT-PCR | negatywny pozytywny
negatywny 93 7
pozytywny 3 40
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Ocena zgodnosci metod RT-PCR w badaniu obecnosci genu kodujacego

helikaze oraz genu kodujacego biatko kapsydu

W celu okreslania zgodnos$ci miedzy wynikami pozytywnymi w testach RT-PCR dla
genu kodujacego helikaze oraz RT-PCR dla genu kodujacego biatko kapsydu wykorzystano
wspoélczynnik kappa Cohena. W Tab. 34 zostaly przedstawione wyniki zbiorcze badan.
Stwierdzono 107 zgodnych wynikéw w obu testach (74,83%). Wspotczynnik kappa Cohena
wyniost 0,350, co $wiadczy o stabej zgodnosci metod, z 95% CI od 0,181 do 0,518 oraz SE
0,086.

Tab. 34. Zestawienie wynikow pozytywnych otrzymanych w RT-PCR dla genu kodujacego
helikaze oraz genu kodujacego biatko kapsydu w probkach tkanek i zétci pochodzacych od
stad BB i CL w latach 2011 — 2019.

Ilo$¢ wynikow (n) Wyniki w RT-PCR (kapsyd)
Wyniki w RT-PCR (helikaza) | negatywny pozytywny
negatywny 88 24
pozytywny 12 19

2.2.  Wyniki badan molekularnych w Kierunku genu kodujacego helikaze oraz
genu kodujgcego bialko kapsydu wirusa zapalenia watroby typu E ptakow

w zarodkach kurzych zakazonych materialem tkankowym z roku 2013.

Sposroéd 8 zakazonych zarodkéw zamarto 25% (2/8): zarodek nr 1 w 15 dobie
(10 dpi) oraz zarodek nr 7 w 16 dobie inkubacji (11 dpi). Do konca do§wiadczenia (18 di)
przezyto 7 zarodkow (6 zakazonych oraz kontrola negatywna). Z 18 probek pochodzacych
od 9 zarodkow badanych w kierunku genu kodujacego helikaze (przy uzyciu RT-PCR) oraz
biatko kapsydu (przy uzyciu RT-PCR oraz Real-Time RT-PCR), w 11,11% probkach (2/18)
otrzymano wyniki pozytywne jedynie dla genu kodujacego biatko kapsydu aHEV przy
wykorzystaniu Real-Time RT-PCR. Probki pozytywne pochodzity od tego samego zarodka
oznaczonego jako Z2 (probki Z2W oraz Z2WZ).

W Tab. 35 podano zestawienie liczbowe z podzialem na rodzaj materiatu badanego
oraz kierunek badania. Wyniki z poszczegolnych probek umieszczono w zatgczniku
(rozdziat VII) w Tab. 54.

Tab. 35. Zestawienie zbiorcze wynikow badan w kierunku genu kodujacego helikaze (przy
uzyciu RT-PCR) oraz biatko kapsydu (przy uzyciu RT-PCR oraz Real-Time RT-PCR)
u zakazonych zarodkow kurzych.
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Rodzaj badanego Ilo_éc' wynikéw pozytywnych/wszystkie badane prébki
materiatu Helikaza Kapsyd Kapsyd
(RT-PCR) (RT-PCR) (Real-Time RT-PCR)
Watroba 0/9 0/9 1/9
Pecherzyk zolciowy 0/9 0/9 1/9

W celu okreslania zgodno$ci miedzy wynikami pozytywnymi w testach RT-PCR
i Real-Time RT-PCR wykorzystano wspotczynnik kappa Cohena. W Tab. 36 zostaly
przedstawione wyniki zbiorcze badan, zaobserwowano 16 zgodnych wynikéw w obu testach
(88,89%). Nie dato si¢ policzy¢ wspotczynnika kappa Cohena, gdyz nie bylo, zadnych
wynikow pozytywnych dla metody RT-PCR.
Tab. 36. Zestawienie wynikoéw pozytywnych otrzymanych metodag RT-PCR oraz Real-Time

RT-PCR dla genu kodujacego biatko kapsydu w tkankach pochodzacych od zakazonych
wirusem aHEV zarodkow kurzych.

Ilo$¢é wynikéw (n) Wyniki w Real-Time RT-PCR
Wyniki w RT-PCR negatywny pozytywny
negatywny 16 2
pozytywny 0 0

W celu okreslania zgodnosci migdzy wynikami pozytywnymi w RT-PCR dla genu
kodujacego helikazg oraz w RT-PCR dla genu kodujacego biatko kapsydu wykorzystano
wspolczynnik kappa Cohena. W Tab. 37 zostaly przedstawione wyniki zbiorcze badan.
Odnotowano 18 zgodnych wynikéw w obu testach (100%). Ze wzgledu na brak wynikéw

pozytywnych nie mozna bylo okresli¢ wspotczynnik kappa Cohena.

Tab. 37. Zestawienie wynikow pozytywnych otrzymanych metoda RT-PCR dla genu
kodujacego helikaze oraz genu kodujacego biatko kapsydu w tkankach od zarodkow kurzych
zakazonych wirusem aHEV.

Ilo$¢ wynikow (n) Wyniki w RT-PCR (kapsyd)
Wyniki w RT-PCR (helikaza) | negatywny pozytywny
negatywny 18 0
pozytywny 0 0

2.3. Wyniki badan molekularnych przeprowadzonych w celu wykrycia genu
kodujacego helikaze oraz genu kodujgcego bialko kapsydu wirusa zapalenia

watroby typu E ptakow w wymazach pochodzacych z ogniska BLS

Zbadano 14 probek pochodzacych ze stada BB w wieku 41 tygodni. Badania
przeprowadzono dla genu kodujacego helikaze (przy uzyciu RT-PCR) oraz biatko kapsydu
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(przy uzyciu RT-PCR). Wyniki pozytywne w kierunku genu kodujacego helikaze aHEV
otrzymano dla 14,28% (2/14) probek, natomiast w kierunku genu kodujacego biatko
kapsydu aHEV dla 7,14% (1/14) probek.

W Tab. 38 podano zestawienie liczbowe z podzialem na rodzaj materiatu badanego
oraz kierunek badania. Wyniki poszczegolnych przebadanych probek umieszczono
w zalgczniku (rozdziat VII) w Tab. 53 i Tab. 54.

Tab. 38. Zestawienie zbiorcze wynikow RT-PCR w kierunku genu kodujacego helikazg oraz
biatko kapsydu w wymazach z kloaki i tchawicy od kur pochodzacych z ogniska BLS
w 2012 r.

Rodzaj badanego Tlos¢ wyni_kéw pozytywnych/wszystkie badane probki
materiatu Helikaza Kapsyd
(RT-PCR) (RT-PCR)
Wymazy z kloaki 2[7 0/7
Wymazy z tchawicy 0/7 1/7

W celu okreslania zgodnosci migdzy wynikami pozytywnymi metoda RT-PCR dla
genu kodujacego helikazg¢ oraz metodag RT-PCR dla genu kodujacego biatko kapsydu
wykorzystano wspotczynnik kappa Cohena. W Tab. 39 zostaly przedstawione wyniki
zbiorcze badan. Stwierdzono 11 zgodnych wynikow w obu testach (78,57%). Wspotczynnik
kappa Cohena wynidst —0,105, co odpowiada za brak zgodnos¢, z 95% CI miedzy —0,255,
a 0,044, za$ btad standardowy (SE) wyniost 0,076.

Tab. 39. Zestawienie wynikow pozytywnych w RT-PCR dla genu kodujacego helikazg oraz
genu kodujacego biatko kapsydu w wymazach z kloaki i tchawicy od kur pochodzacych
z ogniska BLS w 2012 r.

Ilo$¢ wynikow (n) Wyniki w RT-PCR (kapsyd)
Wyniki w RT-PCR (helikaza) | negatywny pozytywny
negatywny 11 1
pozytywny 2 0

2.4. Zgodnos¢ metod RT-PCR oraz Real-Time RT-PCR dla genu kodujacego

bialko kapsydu — dla calo$ci materialu badanego

W celu okreslania zgodnosci miedzy wynikami pozytywnymi metodg RT-PCR oraz
Real-Time RT-PCR wykorzystano wspotczynnik kappa Cohena. W Tab. 40 zostaly
przedstawione wyniki zbiorcze badan. Stwierdzono 149 zgodnych wynikéw w obu testach
(92,55%). Wspotczynnik kappa Cohena wyniost 0,818, co odpowiada za bardzo dobrg
zgodnosé, z 95% CI migdzy 0,719, a 0,916, za$ btad standardowy (SE) wyniost 0,050.
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Tab. 40. Zestawienie wynikow pozytywnych otrzymanych metoda RT-PCR oraz Real-Time
RT-PCR dla genu kodujacego biatko kapsydu w tkankach 1 z6tci pochodzacych od stad BB
i CL w latach 2011 — 2019 oraz od zakazonych zarodkéw kurzych (materiatem z roku
2013r.).

Ilos¢ wynikow (n) | Wyniki w Real-Time RT-PCR

Wynikiw RT-PCR | negatywny pozytywny
negatywny 109 9
pozytywny 3 40

2.5. Zgodnosé metod RT-PCR w celu wykrycia genu kodujacego helikaze oraz

genu kodujacego bialko kapsydu — dla calosci materialu badanego

W celu okreslania zgodnosci migdzy wynikami pozytywnymi metoda RT-PCR dla
genu kodujacego helikazg oraz metoda RT-PCR dla genu kodujacego biatko kapsydu
wykorzystano wspotczynnik kappa Cohena. W Tab. 41 zostaly przedstawione wyniki
zbiorcze badan. Odnotowano 135 zgodnych wynikow w obu testach (77,71%).
Wspotczynnik kappa Cohena wynidst 0,354, co odpowiada za stabg zgodnos$¢, z 95% CI
miegdzy 0,193, a 0,516, za$ btad standardowy (SE) wyniost 0,082.

Tab. 41. Zestawienie wynikow pozytywnych w RT-PCR dla genu kodujacego helikazg oraz
genu kodujacego biatko kapsydu w probkach z tkanek i zoétci pochodzacych od stad BB i CL
w latach 2011-2019, od zakazonych zarodkoéw kurzych (materialem tkankowym z 2013)
oraz w wymazach z kloaki i tchawicy od kur z ogniska BLS w 2012 r.

Ilo$¢ wynikow (n) Wyniki w RT-PCR (kapsyd)
Wyniki w RT-PCR (helikaza) | negatywny pozytywny
negatywny 117 25
pozytywny 14 19

2.6. Wyniki badan molekularnych w zalezno$ci od uzytego materialu

badawczego

W celu okre§lania wplywu rodzaju badanej tkanki na uzyskanie wynikow
pozytywnych w przypadku badan w kierunku wykrycia genu kodujacego helikaze (przy
uzyciu metody RT-PCR) oraz biatko kapsydu (przy uzyciu metody RT-PCR oraz Real-Time
RT-PCR) wykorzystano test chi-kwadrat Pearsona. W Tab. 42, Tab. 43 oraz Tab. 44
przedstawiono wyniki dla poszczegélnych grup. Na podstawie testu chi-kwadrat

stwierdzono statystycznie istotng zaleznos¢ (p = 0,027) miedzy rodzajem badanej tkanki,
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a odsetkiem wynikoéw pozytywnych jedynie w przypadku badan metodg RT-PCR dla genu

kodujacego biatko kapsydu (Tab. 43) w probkach tkanek oraz zotci z wybranych stad BB

i CL w Polsce w latach 2011 — 2019.

Tab. 42. Zestawienie zbiorcze wynikow pozytywnych (%) w RT-PCR dla genu kodujacego
helikaze w zalezno$ci od rodzaju badanego materiatu.

Rodzaj badanego materialu - Pmc?flt,(%) wynik(')vsi pozytywnych
Tkanki oraz 761¢ Zarodki Wymazy
pecherzyk zotciowy 33,3% 0,0% -
sledziona 18,2% - -
watroba 15,2% 0,0% -
wymazy z kloaki - - 28,6%
wymazy z tchawicy - - 0,0%
701¢ 29,5% - -
Wartosci p — test chi-kwadrat 0,127 1,000 0,127

Tab. 43. Zestawienie zbiorcze wynikow pozytywnych (%) w RT-PCR dla genu kodujacego

biatko kapsydu w zalezno$ci od rodzaju badanego materiatu.

Rodzaj badanego materialu Procent (%) wynikow pozytywnych
Tkanki oraz zol¢ ZarodKi Wymazy
pecherzyk zotciowy 66,7% 0,0% -
sledziona 18,2% - -
watroba 34,8% 0,0% -
wymazy z kloaki - - 0,0%
wymazy z tchawicy - - 14,3%
701¢ 29,5% - -
Wartosci p — test chi-kwadrat 0,027 1,000 0,299

Tab. 44. Zestawienie zbiorcze wynikow pozytywnych (%) w Real-Time RT-PCR dla genu

kodujacego biatko kapsydu w zaleznosci od rodzaju badanego materiatu.

Rodzaj badanego materialu Procent (%) wynikéw pozytywnych
Tkanki oraz zol¢ ZarodKi Wymazy

pecherzyk zolciowy 66,7% 11,1% -

sledziona 22,7% - -

watroba 34,8% 11,1% -

wymazy z kloaki - - -

wymagzy z tchawicy - - -

70k¢ 34,1% - -

Wartosci p — test chi-kwadrat 0,078 1,000 -
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2.7.  Analiza filogenetyczna

Sekwencjonowaniu poddano 31 probek, ktore uzyskaly wynik pozytywny w reakcji
RT-PCR dla fragmentu genu kodujacego helikaze¢ oraz 52 probki, ktore uzyskaty wynik
pozytywny w reakcji RT-PCR lub Real-Time RT-PCR dla fragmentu genu kodujacego
biatko kapsydu.

Analize sekwencji przeprowadzono za pomocg metody ClustalW i programu Mega
11 (wersja 11.0.13) oraz Genious Prime (wersja: 2019.2.3). Ryciny filogenetyczne
wygenerowane metoda neighbour-joining z przy uzyciu programu Mega 11. Przy wezlach
zostaly przedstawione wartosci procentowe ,,bootstrap” dla 1000 powtdrzen.

Do pierwotnej analizy filogenetycznej wzgledem fragmentu ORF1 aHEV, ktory
koduje helikaze uzyto 30 sekwencji wilasnych (numery akcesyjne w Tab. 53) oraz
98 sekwencji dostepnych w bazie GenBank (numery akcesyjne w Tab. 55). Nast¢pnie
sposrod sekwencji dostgpnych w bazie GenBank (n=98) wybrano 51 sekwencji
reprezentujacych poszczegolne klastry, w celu lepszej wizualizacji (Ryc. 13). Ostatecznie
uzyto 30 sekwencji whasnych oraz 51 sekwencji dostepnych w bazie GenBank: 18 sekwencji
pelnych lub prawie pelnych genomow aHEV oraz 33 sekwencje fragmentu genomu aHEV
kodujacego helikazg¢ (ORF1) pochodzacych od ptakow z roéznych lat, rejondéw
geograficznych i przypisanych do roznych genotypow. Sekwencje wilasne zostaty oznaczone
czerwong kropka. Niebieska kropka — sekwencje domniemanego nowego genotypu, zielong

kropka — Avihepevirus egretti.
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Ryc. 13. Analiza filogenetyczna na podstawie wlasnych sekwencji nukleotydow
kodujacych helikaze (fragment ORF1) aHEV oraz izolatéw zdeponowanych w GenBank.
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Analiza filogenetyczna oparta o fragment genu kodujacego helikaz¢ wykazata
przynalezno$¢ otrzymanych sekwencji do trzech znanych genotypow: genotyp 1
(11 uzyskanych sekwencji), genotyp 3 (11 sekwencji), genotyp 2 (6 sekwencji), za$
pozostale 2 sekwencje nie przynaleza do zadnego z czterech znanych genotypow
(domniemany nowy genotyp).

Do pierwotnej analizy filogenetycznej wzgledem fragmentu ORF2 aHEV, ktory
koduje biatko kapsydu uzyto 31 sekwencji wtasnych (numery akcesyjne w Tab. 54) oraz 62
sekwencji dostepnych w bazie GenBank (numery akcesyjne w Tab. 55). Nast¢pnie sposrod
sekwencji dostepnych w bazie GenBank (n=62) wybrano 52 sekwencje reprezentujgce
poszczegdlne klastry, w celu lepszej wizualizacji (Ryc. 14). Ostatecznie uzyto 31 sekwencji
wlasnych oraz 52 sekwencje dostgpne w bazie GenBank: 18 sekwencji petnych lub prawie
pelnych genomow aHEV oraz 34 sekwencje fragmentu genomu aHEV kodujace biatko
kapsydu (ORF2) pochodzace od ptakow z roéznych lat, rejonow geograficznych
I przypisanych do réznych genotypow. Sekwencje wlasne zostaly oznaczone czerwona
kropka. Niebieska kropka — sekwencje domniemanego nowego genotypu, zielong kropka —

Avihepevirus egretti.
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FM872317 Germany 2006 (genotype 3) chicken BB
AM943646 Hungary 2005 (genotype 3) chicken BB
FM872318 Austria 2007 {genotype 3) chicken CL
LT615088 Austria 2014 (genotype 3) feral pigeon
FM872320 Austria 2007 (genotype 3) chicken BB
FN557167 Czech Republic 2005 (genotype 3) chicken BB
JQ814690 Russia 2010 (putative novel gen/gen3) chicken BB
MZ736614 China 2020 (genotype 3) chicken

AYBT0824 USA chicken

KP221200 China 2014 (genotype 3) chicken CL
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o AM943647 Australia 1986 (genotype 1) chicken BB
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KX589065 Hungary 2014 (Avihepevirus egretti) little egret
@ MGT737712 USA 2017 (putative novel gen) sparrow
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@ PP913453 (032WZ K) 2011 38W chicken BB

@ PP919452 (031WZ K) 2011 41W chicken BB
EU919193 Spain 2007 (genotype 2) chicken
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Niebieska kropka — sekwencje

@ PP770548 (Z2W K) 2013 chicken (embryo 18 day of incubation)

@ PP770547 (034W K) 2012 46WW chicken BB

@ PP855990 (035W K) 2012 31W chicken BB

@ PP895204 (Z2WZ K) 2013 chicken (embryo 18 day of incubation)
—— MHB36900 Poland 2017 (genotype 2) chicken BB

@ PPT70545 (018W K) 2017 43W chicken BB

domniemanego nowego genotypu.
— Avihepevirus egretti.

5

@ KU670940 Hungary 2014 (putative novel gen) kestrel (Falco tinnunculus)

0zo

Ryc. 14. Analiza filogenetyczna na podstawie wiasnych sekwencji nukleotydéw kodujgcych
biatko kapsydu (ORF2) aHEV oraz izolatéw zdeponowanych w GenBank.
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Analiza filogenetyczna oparta o fragment genu kodujacego biatko kapsydu
wykazata, ze najwicksza ilo$¢ uzyskanych sekwencji (n = 28) przynalezy do genotypu 2, zas$

pozostale 3 sekwencje przynaleza do genotypu 3.
3. Korelacja miedzy wynikami badan serologicznych i molekularnych

W celu poréwnania uzyskanych wynikéw pozytywnych w badaniach serologicznych
z badaniami molekularnymi w poszczegélnych latach wykorzystano test chi-kwadrat
Pearsona. W ponizszych tabelach przedstawiono wyniki uwzgledniajace odsetek
uzyskanych wynikéw pozytywnych w badaniach serologicznych dla poszczegdlnych
surowic w porownaniu do wynikow pozytywnych uzyskanych w badaniach molekularnych:
RT-PCR dla genu kodujacego helikaze (Tab. 45), RT-PCR dla genu kodujacego biatko
kapsydu (Tab. 46) oraz Real-Time RT-PCR dla genu kodujacego biatko kapsydu (Tab. 47)
w probkach tkanek oraz zo6tci z wybranych stad BB i CL w Polsce z lat 2011 — 2019. Na
podstawie testu chi-kwadrat w kilku przypadkach otrzymano statystycznie istotng zalezno$¢

(p < 0,05) (kolor czerwony).

Tab. 45. Por6wnanie wynikéw ELISA (% surowic pozytywnych) z wynikami otrzymanymi
metodg RT-PCR dla genu kodujacego helikazg (% pozytywnych) za pomoca testu chi-
kwadrat.

ELISA Helikaza (RT-PCR)
y P -test
Rok | surowice | surowice ozvt y aveh | pozvivwny | neaatvan % chi-
pozytywne | negatywne P sﬁr%\\llvvi():/ pozytywny | negatywny pozytywnych | kwadrat
2010 87 371 19,0% - - - -
2011 254 524 32,6% 2 4 33,3% 0,972
2012 190 268 41,5% 4 8 33,3% 0,571
2013 206 254 44,8% 2 10 16,7% 0,053
2014 104 309 25,2% 5 4 55,6% 0,039
2015 65 327 16,6% 1 30 3,2% 0,049
2016 258 378 40,6% 0 3 0,0% 0,153
2017 229 668 25,5% 13 21 38,2% 0,097
2018 71 709 9,1% 3 30 9,1% 0,998
2019 - - - 1 2 33,3% -
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Tab. 46. Porownanie wynikow ELISA (% surowic pozytywnych) z wynikami otrzymanymi
metodg RT-PCR dla genu kodujacego biatko kapsydu (% pozytywnych) za pomocg testu
chi-kwadrat.

- ELI?A . Kapsyd (RT-PCR) P test

Rok | surowice | surowice % chi-
pozytywne | negatywne pozﬁtr)(/)\\llvv?g/ch pozytywny | negatywny pozytywnych | kwadrat

2010 87 371 19,0% - - - -
2011 254 524 32,6% 4 2 66,7% 0,077
2012 190 268 41,5% 9 3 75,0% 0,020
2013 206 254 44.8% 0 12 0,0% 0,002
2014 104 309 25,2% 6 3 66,7% 0,005
2015 65 327 16,6% 6 25 19,4% 0,691
2016 258 378 40,6% 1 2 33,3% 0,799
2017 229 668 25,5% 10 24 29,4% 0,611
2018 71 709 9,1% 7 26 21,2% 0,021
2019 - - - 0 3 0,0% -

Tab. 47. Poréwnanie wynikéw ELISA (% surowic pozytywnych) z wynikami otrzymanymi
metoda Real-Time RT-PCR dla genu kodujacego biatko kapsydu (% pozytywnych) za
pomoca testu chi-kwadrat.

ELISA Kapsyd (Real-Time RT-PCR) P _test

Rok | surowice | surowice % % chi-
pozytywne | negatywne pogtr)c/)\\//vv?é/ch pozytywny | negatywny pozytywnych | kwadrat

2010 87 371 19,0% - - - -
2011 254 524 32,6% 5 1 83,3% 0,009
2012 190 268 41,5% 10 2 83,3% 0,004
2013 206 254 44,8% 0 12 0,0% 0,002
2014 104 309 25,2% 5 4 55,6% 0,039
2015 65 327 16,6% 5 26 16,1% 0,948
2016 258 378 40,6% 1 2 33,3% 0,799
2017 229 668 25,5% 10 24 29,4% 0,611
2018 71 709 9,1% 11 22 33,3% 0,000
2019 - - - 0 3 0,0% -

W ponizszych tabelach przedstawiono wyniki uwzgledniajace procent uzyskanych
wynikéw pozytywnych w badaniach serologicznych dla poszczegdlnych stad w poréwnaniu
do wynikéw pozytywnych uzyskanych w badaniach molekularnych: RT-PCR dla genu
kodujacego helikaze (Tab. 48), RT-PCR dla genu kodujacego biatko kapsydu (Tab. 49) oraz
Real-Time RT-PCR dla genu kodujacego biatko kapsydu (Tab. 50) w probkach tkanek oraz
z6fci z wybranych stad BB i CL w Polsce z 1at 2011 —2019. Na podstawie testu chi-kwadrat

w kilku przypadkach otrzymano statystycznie istotng zaleznos¢ (p < 0,05) (kolor czerwony).
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Tab. 48. Porownanie wynikow ELISA (% stad pozytywnych) z wynikami otrzymanymi
metodag RT-PCR dla genu kodujacego helikazg (% pozytywnych) za pomoca testu chi-

kwadrat.
ELISA Helikaza (RT-PCR)

P -test

Rok stada stada % stad % chi-
pozytywne | negatywne | pozytywnych pozytywny | negatywny pozytywnych | kwadrat

2010 17 3 85,0% - - - -
2011 29 4 87,9% 2 4 33,3% 0,023
2012 20 0 100,0% 4 8 33,3% 0,000
2013 15 5 75,0% 2 10 16,7% 0,001
2014 14 4 77,8% 5 4 55,6% 0,233
2015 15 2 88,2% 1 30 3,2% 0,000
2016 29 0 100,0% 0 3 0,0% 0,000
2017 32 7 82,1% 13 21 38,2% 0,001
2018 21 13 61,8% 3 30 9,1% 0,000
2019 - - - 1 2 33,3% -

Tab. 49. Porownanie wynikow ELISA (% stad pozytywnych) z wynikami otrzymanymi
metodg RT-PCR dla genu kodujacego biatko kapsydu (% pozytywnych) za pomoca testu

chi-kwadrat.

ELISA Kapsyd (RT-PCR) P _test

Rok stada stada % stad % chi-
pozytywne | negatywne | pozytywnych pozytywny | negatywny pozytywnych | kwadrat

2010 17 3 85,0% - - - -
2011 29 4 87,9% 4 2 66,7% 0,185
2012 20 0 100,0% 9 3 75,0% 0,019
2013 15 5 75,0% 0 12 0,0% 0,000
2014 14 4 77,8% 6 3 66,7% 0,535
2015 15 2 88,2% 6 25 19,4% 0,000
2016 29 0 100,0% 1 2 33,3% 0,000
2017 32 7 82,1% 10 24 29,4% 0,000
2018 21 13 61,8% 7 26 21,2% 0,001
2019 - - - 0 3 0,0% -
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Tab. 50. Porownanie wynikéw ELISA (% stad pozytywnych) z wynikami otrzymanymi
metoda Real-Time RT-PCR dla genu kodujacego biatko kapsydu (% pozytywnych) za
pomocg testu chi-kwadrat.

ELISA Kapsyd (Real-Time RT-PCR) P _test

Rok stada stada % stad % chi-
pozytywne | negatywne | pozytywnych pozytywny | negatywny pozytywnych | kwadrat

2010 17 3 85,0% - - - -
2011 29 4 87,9% 5 1 83,3% 0,759
2012 20 0 100,0% 10 2 83,3% 0,059
2013 15 5 75,0% 0 12 0,0% 0,000
2014 14 4 77,8% 5 4 55,6% 0,233
2015 15 2 88,2% 5 26 16,1% 0,000
2016 29 0 100,0% 1 2 33,3% 0,000
2017 32 7 82,1% 10 24 29,4% 0,000
2018 21 13 61,8% 11 22 33,3% 0,020
2019 - - - 0 3 0,0% -
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V. OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

Badania serologiczne przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej w 2010 roku
udowodnity, ze problem zakazen wirusem zapalenia watroby typu E ptakow wystepuje
powszechnie w stadach kur utrzymywanych w gospodarstwach komercyjnych w Polsce
[55], co potwierdzono w dalszym etapie w badaniach molekularych z wykorzystaniem
techniki PCR. Nalezy zaznaczyé¢, ze wykonane badania nad BLS s3 pierwszymi

przeprowadzonymi na tak szeroka skale w naszym kraju.

Ocena wystepowania zakazen aHEV (BLS) w badaniach serologicznych
w stadach BB, LB i CL

W badaniach serologicznych przeprowadzonych na 5 272 surowicach od stad BB
(n=222), LB (n=2) oraz CL (n=6) w latach 2010 — 2018 stwierdzono obecnos¢ przeciwcial
przeciwko aHEV u 27,77% (1 464/5 272) ptakow. Podobny odsetek seropozytywnych
ptakoéw uzyskano w Korei w 2012 [33], Iranie w latach 2018 — 2020 (28,4% — 440/1 547)
[64] oraz USA w 2002 (30% — 380/1 276) [27].

Nizsza seroprewalencj¢ odnotowano w badaniach z Nigerii w latach 2018 — 2019
(14,6% — 67/460) [56], Egipcie w 2016 (18,8% — 80/426) [77], Brazylii w 2005 (20% — 5/25)
[92] oraz Polsce w latach 2015 — 2017 (21,28% — 220/1 034) [43], za$ wyzsza w badaniach
przeprowadzonych w Chinach w 2013 (36,9% — 489/1 323) [108], Tajwanie w 2013
(40,57% — 538/1 326) [26] oraz USA w 2013 (44,8% — 145/310) [19].

W badaniach wtasnych stwierdzono 28,20% (1 435/5 089) seropozytywnych kur
w stadach rodzicielskich brojlerow (BB). Podobny odsetek zakazen u BB stwierdzono
w Polsce w latach 2015 — 2017 (25% — 197/788) [43], Iranie w latach 2018 — 2020 (28,5%
— 439/1 540) [64], Egipcie w 2016 (32,5% — 62/191) [77] oraz Tajwanie w 2013 roku
(34,31% — 294/857) [26]. Duzo wyzsza seroprewalencje w stadach BB niz w pracy wiasnej
wykazano w Chinach w 2013 roku (49,6% — 347/699) [108].

W pracy wlasnej otrzymano 6,52% (3/46) wynikow seropozytywnych w stadach
rodzicielskich kur niosek (LB). Pomimo, ze badania przeprowadzono na mniejszej liczbie
surowic to podobne wyniki dla LB odnotowano w Egipcie w 2016 (7,5% — 18/235) [76].
Wyzszy odsetek ptakoéw seropozytywnych odnotowano w Iranie w latach 2018 — 2020
(14,28% — 1/7) [64].

Podobne wyniki jak w pracy wtasnej dla niosek towarowych (CL) (18,98% — 26/137)
odnotowano dla CL w Nigerii w latach 2018 — 2019 (14,6% — 67/460) [56] oraz w Chinach
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w 2013 roku (22,7% — 142/624) [108]. Natomiast nizsza seroprewalencj¢ odnotowano
w Polsce w latach 2015 — 2017 (9,4% — 23/246) [43], za$ duzo wyzsza w USA w 2013 roku
(44,8% — 145/310) [19] oraz w Tajwanie w 2013 roku (52,03% — 244/469) [26].

Przeprowadzona analiza serologiczna ogoétu populacji kur w Polsce wykazata
najwyzsza seroprewalencje w stadach BB (28,20%), nastepnie u CL (18,98%), za$ najnizsza
u LB (6,52%). Podobne uszeregowanie mozna zauwazy¢ w wigkszo$ci doniesien na §wiecie
w okresie od 2013 do 2020 roku (BB —25,0%; CL —9,4%) [43], (BB — 28,5%, CL — 14,28%)
[64], (BB 32,5%, LB 7,6%) [77] (BB 49,6%, CL — 22,7%) [108]. Odwrotna kolejnos¢
potwierdzono tylko na Taiwanie w 2013 roku, gdzie wigkszy odsetek seropozytywnych kur
stwierdzono w stadach CL (52,03%), niz BB (34,31%) [26].

Wigksza liczbe przypadkéw BLS odnotowano po przeprowadzeniu analizy z punktu
widzenia pojedynczych stad, poniewaz juz jeden ptak seropozytywny decydowat o tym, ze
cate stado bylo uwazane za seropozytywne. W badaniach wiasnych 96,96% stad (BB, LB
i CL) byto seropozytywnych (223/230 stad — 185/222 BB, 1/2 LB i 6/6 CL). Analiza pod
wzgledem stad byta zblizona do wynikoéw uzyskanych na Tajwanie w 2013 roku (95,08% —
58/61) [26], w Hiszpanii w 2009 roku (89,7% — 26/29) [59], Chinach w 2013 roku (100% —
9/9) [108] oraz w USA w 2013 roku (100% ferm — 7/7) [19]. Natomiast nizsze wyniki
odnotowano w Polsce w latach 2015 — 2017 (56,14% — 32/57) [43], Korei w 2012 roku (57%
— 20/35) [33], Iranie w latach 2018 — 2020 (67,6% — 23/34) [64], Egipcie w 2016 roku
(69,6% — 16/23) [77], USA w 2002 roku (71% — 54/76) [27] oraz Nigerii w latach 2018 —
2019 (75% — 27/36) [56].

Z przebadanych w pracy wilasnej stad BB, 83,33% (185/222) byto seropozytywnych,
podobne wyniki odnotowano w Egipcie w 2016 roku (83,3% — 10/12) [77]. Natomiast
wyzszg seroprewalencje stad BB odnotowano na Tajwanie w 2013 roku (97,22% — 39/41)
[26] oraz w Chinach w 2013 roku (100% — 5/5) [108], natomiast nizszg w Polsce w latach
2015-2017 (50% — 23/46) [43] i Iranie w latach 2018 — 2020 (66,7% — 22/33) [64]. Sposrod
przebadanych w pracy wlasnej 2 stad rodzicielskich kur niosek (LB), potowa byta
seropozytywna, analogiczny wynik uzyskano w Egipcie w 2016 roku (54,5% — 6/11) [77],
u duzo wiekszej liczby przebadanych stad. Natomiast w Iranie przebadano tylko jedno stado,
ktore byto seropozytywne [64].

Wszystkie przebadane we wlasnej pracy stada niosek towarowych (CL) byty
seropozytywne (100% — 6/6). Zblizone wyniki uzyskano w stadach CL na Tajwanie (95% —
19/20) [26], Chinach (100% — 4/4) [108] i USA (100% — 7/7 ferm) [19] w 2013 roku, nizszg
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seroprewalencj¢ odnotowano w Nigerii w latach 2018 — 2019 (75% — 27/36) [56] i w Polsce
w latach 2015 — 2017 (81,8% — 9/11) [43].

W badaniach wilasnych najwyzsza seroprewalencje wykazaly stada CL (100%),
nastepnie stada BB (83,33%) 1 LB (50%). Podobng tendencj¢ stwierdzono w Egipcie w 2016
roku (BB 83,3%, LB 54,5%) [77] oraz w Polsce w latach 2015 — 2017 (CL 81,8%, BB 50%)
[43]. Co ciekawe odwrotny trend odnotowano w Iranie w latach 2018 —2020 (LB 100%, BB
66,7%) [64], jednakze trzeba podkresli¢, ze badaniami objgto tam tylko jedno stado LB.
Z kolei w badaniach z 2013 roku przeprowadzonych w Chinach (BB 100%, CL 100%) [108]
i na Tajwanie (BB 97,22%, CL 95%) [26] nie odnotowano znaczgcych roznic pomiedzy
stadami z r6znych typow produkcyjnych.

Podsumowujac, na podstawie obserwacji wlasnych 1 danych piSmiennictwa mozna
stwierdzié nizszg seroprewalencje zakazen aHEV w stadach BB i LB, w porownaniu do CL,
co moze wynika¢ z wyzszego poziomu bioasekuracji w stadach reprodukcyjnych [72].
Co ciekawe gdy analizujemy wyniki z punktu widzenia poszczegdlnych osobnikdéw mozna
wnioskowac ze, wirus intensywniej rozprzestrzeniat si¢ w stadach reprodukcji migsnej, czyli
w stadach BB.

Kolejnym ciekawym aspektem jest wiek ptakow, u ktorych odnotowano obecnosé
przeciwcial skierowanych przeciwko aHEV. W badaniach wilasnych w przebadanym
zakresie wiekowym (od 11 do 99 tygodnia zycia) najwcze$niej wyniki seropozytywne
stwierdzono w 20 tygodniu. Wedhig danych poszczegolnych autoréw przeciwciata
wykrywano najwczesniej u ptakéw od 13 [80], 16 [19] lub 35 tygodnia zycia [77] albo
w zakresie 10 — 19 tydzien [108], 24 — 30 tydzien zycia [56,59] lub w wieku ponizej 25
tygodni [43,64]. Wedlug Zhao i wsp. (2010) wykrycie przeciwcial w danym terminie
oznacza, ze zakazenie miato miejsce przynajmniej 2 — 3 tygodnie wczesniej [108].

Na podstawie otrzymanych wynikéw wilasnych wykazano wyzsze wartosci
sredniego miana geometrycznego, a takze wyzszy odsetek surowic pozytywnych u ptakoéw
powyzej 35 tygodnia zycia. Mimo, ze nie byly to rdznice istotne statystycznie, to wartosci p
w obu przypadkach byty zdecydowanie nizsze (Gmean: p = 0,109 (lacznie dla BB, LB, CL)
oraz p = 0,073 (BB) oraz odsetek surowic pozytywnych: p=0,112 (lagcznie dla BB, LB, CL)
oraz p = 0,081 (BB)). W wielu publikacjach mozna znalez¢ podobne zaleznosci chociaz
odnotowywane w réoznym wieku. Huang i wsp. (2002) zauwazyli wzrost liczby ptakow
seropozytywnych powyzej 18 tygodnia zycia, ale trzeba zwroci¢ uwage, ze autorzy

cytowanej pracy podzielili ptaki na dwie grupy, czyli mtode do 18 tygodnia i doroste
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powyzej tego wieku [27]. W innych przypadkach zauwazano wzrost ilosci ptakow
pozytywnych w stadach badanych powyzej 34[77], 40[59], 47[43,64], a nawet 50 tygodnia
zycia [19], cho¢ tez nie zawsze byly to rdznice istotne statystycznie. W pisSmiennictwie
mozna znalez¢ przyklady, potwierdzajace, ze nie bylo Zadnej réznicy odno$nie wynikow
pozytywnych i wieku ptakow, jak w przypadku wynikow z Nigerii [56] i Chin [108], chociaz
u ptakow z Chin mozna dostrzec odwrotna tendencje, bowiem w stadach powyzej 40 tygodni
stwierdzono spadek ilosci surowic pozytywnych, co moglo wynikaé¢ z bardzo wysokich
wynikow pozytywnych w mtodym wieku (w grupie 10 — 19 tygodni 47%; 20 — 29 tygodni
51,7%) i wynikac z bardzo wczesnego przechorowania BLS.

Uzyskane rezultaty badan serologicznych pozwalaja na wysnucie wniosku, ze
zakazenie aHEV w Polsce byto bardzo powszechne w latach 2010 — 2018 i byto stwierdzane
najczesciej u kur w wieku powyzej 35 tygodnia zycia (w grupie do 24 tygodnia 22,85%; 25
— 34 tygodni 20,59%; 35 — 49 tygodni 31,13%; powyzej 50 tygodni 30,73%). Wyniki
te potwierdzajg krajowe badania z lat 2015 — 2017 (Matczuk i wsp., 2019), w ktorych
odnotowano nawet, wyzszy odsetek ptakow serododatnich w wieku powyzej 47 tygodnia
(w grupie do 25 tygodni 12,6%; 26 — 46 tygodni 10,8%; powyzej 47 tygodni 39,6%) [43].

Ocena specyficznej serokonwersji w ognisku BLS

Analiza wynikéw dwoch stad BB pochodzacych z jednej fermy z historig kliniczng
BLS, przez 25 tygodniowy okres obserwacji (29 — 54 tyg. zycia), potwierdzita wystgpowanie
specyficznej serokonwersji w tych stadach. Serokonwersj¢ wykazano migdzy 29 a 36 (stado
K2) oraz miedzy 41 a 47 tygodniem zycia (stado K1), co wskazuje na obecnos¢ aktywnego
zakazenia. Wykazanie serokonwersji w stadach utrzymywanych w oddzielnych obiektach
blisko siebie na tej samej fermie, mimo braku objawow klinicznych w tym czasie, Swiadczy
0 endemicznym utrzymywaniu si¢ zakazenia aHEV na tej fermie. Przy dlugoterminowe;j
obserwacji mozna odnotowaé¢ zmienny charakter infekcji i przechodzenie BLS z formy
klinicznej w formg¢ podkliniczng. Podobne obserwacje poczynit Bartczak [7,8], co moze
odzwierciedla¢ standardowg sytuacje w stadach kur w Polsce. Wedlug danych
pismiennictwa do aktywacji zakazenia aHEV dochodzi w stanach zwigkszonego stresu,
presji niekorzystnych czynnikow srodowiskowych, badZ immunosupresji, spowodowanej na
przyktad innym czynnikiem zakaznym np. Ornithobacterium rhinotracheale, Clostridium

perfingens czy Aspergillus fumigatus [8].
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Ocena wystepowania zakazen aHEV w badaniach serologicznych w stadach CB

Wstepne wyniki badan z 2010 roku zostaly opublikowane przez Nerc i wsp. (2013)
[55]. W pdzniejszych latach przeprowadzono badania w wybranych stadach jednodniowych
pisklat CB w 2010, 2014 oraz 2019 roku na obszarze wigkszosci wojewddztw w Polsce
(12/16). Nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic migdzy regionami (Ryc. 6) pod
wzgledem wystgpowania seropozytywnych stad CB, jak i ptakow. Odnotowano natomiast
réznice pomiegdzy latami w odniesieniu do seroprewalencji w stadach brojleréw, ale nie
odnotowano wzrastajacej lub malejacej liczby przypadkow zakazen stad lub poszczegdlnych
ptakow w czasie. Natomiast $rednio 54,35% stad CB bylo seropozytywnych (od 38,89%
W 2019 roku do 72,22% w 2014 roku) i1 7,77% ptakdéw bylo seropozytywnych (od 4,35%
w2019 roku do 12,44% w 2014 roku), co moze $wiadczy¢ o bardzo powszechnym
wystepowaniu przeciwcial przeciwko aHEV w stadach rodzicielskich.

Analiza Europejskiego Wskaznika Wydajnosci (EWW) wskazata na wzrost jego
wartos$ci W czasie: 303,30 w 2010 roku, 329,42 w 2014 roku oraz 363,90 w 2019 roku, co
jest odzwierciedleniem postepu hodowlanego. Pomimo wyzszej seroprewalencji aHEV
u CB w 2014 roku w poréwnaniu do lat 2010 i 2019, wskaznik EWW nie obnizyt sie¢, co
moze $wiadczy¢, ze silna presja wirusa w srodowisku BB 1 powszechno$¢ wystepowania
przeciwcial przeciwko aHEV u CB, moga nie mie¢ wplywu na efektywnos¢ odchowu
kurczat rzeznych. Ponadto przeprowadzona analiza mig¢dzy $rednia Gmean, a EWW
wykazala slaba dodatniag oraz umiarkowang ujemng korelacj¢, co udowadnia, ze wzrost
sredniego miana geometrycznego nie przeklada si¢ na spadek EWW. Dodatkowo
odnotowano istotne statystycznie roznice w EWW wzgledem regionow w Polsce, najwyzsza
efektywnos¢ produkcji uzyskano w regionie poédinocno-wschodnim (wojewodztwo
warminsko-mazurskie oraz podlaskie). W dostgpnym pisSmiennictwie z zakresu aHEV u CB
brakuje informacji o wplywie tego zakazenia na wartos¢ EWW.

Powszechnie uwaza si¢, ze przeciwciata ktore wykrywa si¢ u jednodniowych pisklat
sa przeciwcialami matczynymi, ktore do okoto 3 tygodnia zycia zabezpieczajg ptaki przed
skutkami wczesnego zakazenia [27]. W pracy wlasnej jedno stado CB (A10, Tab. 52),
zbadano dwukrotnie tj. w pierwszej dobie oraz w trzecim tygodniu zycia. W pierwszym dniu
zycia jedna surowica byla pozytywna (miano 500), nast¢pnie w trzecim tygodniu rowniez
tylko jedna surowica byta pozytywna. Ze wzgledu na niskie miano przeciwcial w 3 tygodniu
(miano 493) mozna przypuszczac, ze byly to zanikajgce przeciwciata matczyne. Bowiem

miana o warto$ci 390 i1 ponizej sg uznawane juz za negatywne (wedtug danych producenta
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Big Liver and Spleen Disease Antibody Test Kit). Podobnie, inni autorzy przebadali jedno
stado CB w wieku 45 dni i otrzymali wynik negatywny co wskazuje na brak zakazenia oraz
brak przeciwcial matczynych w tym czasie [77]. Nalezy podkresli¢, ze okreslenie dynamiki
zanikania przeciwcial matczynych przy aHEV wymaga badania monitoringowego
obejmujacego wiekszg pule stad 1 przeprowadzonego kilkukrotnie w okreslonych odstepach
czasu (co najmniej trzykrotnie tj. w pierwszej dobie Zycia, w trzecim tygodniu i przed

ubojem).
Ocena poziomu przeciwcial w stadach BB i pochodzacych od nich stad CB

Analiza transmisji przeciwcial anty-aHEV ze stad BB (n=6) wykazata obecnos¢
przeciwcial u 33,33% (2/6) stad pisklat jednodniowych CB pochodzacych od BB tylko
w wieku 36 145 tygodni, za$ brak transmisji od stad w 29, 42, 43 oraz 48 tygodniu zycia.

Podobnie tak jak w badaniach Troxler i wsp. (2014) potwierdzono transmisje
przeciwciat do jaj w stadach BB w wieku 45 tygodni [90]. Cytowani autorzy nie wykazali
transmisji przeciwcial od tych stad w wieku 25 1 62 tygodni, natomiast w badaniach
wlasnych najwcze$niejsza transmisje przeciwcial do jaj odnotowano w stadach
w 36 tygodniu zycia, zatem mozna wnioskowac, ze jest to najwczesniejszy wiek w ktérym
stado rodzicielskie przekazuje przeciwciata potomstwu.

Na podstawie wlasnych obserwacji nie zauwazono zalezno$ci migdzy wiekiem BB
I wysoko$cig mian przeciwcial (Tmax, Gmean), a zdolno$cig przekazywania ich potomstwu.
Natomiast wykazano, ze liczba seropozytywnych osobnikow w stadach BB, moze mie¢
znaczenie. Zaobserwowano, ze przy niskim odsetku surowic pozytywnych (13,04% w obu
terminach) w stadach BB transmisja miata miejsce. Co ciekawe do transmisji nie dochodzito
gdy w stadach BB byto wigcej seropozytywnych osobnikéw (39,13%; 47,83%; 78,26%).
We wczesniejszych pracach nie odnotowano takiej zaleznosci, poniewaz transmisj¢ lub jej
brak odnotowywano przy obecnosci 50% seropozytywnych osobnikow w stadzie BB [90].

Podsumowujac, nie kazde serododatnie stado BB ma zdolno$¢ przekazywania
przeciwcial anty-aHEV, a odsetek przekazywanych przeciwcial matczynych wynosi okoto
60%. Wedlug niektorych autorow obecno$¢ przeciwcial anty-aHEV u niosek (BB) jest
czynnikiem hamujacym pionowa transmisj¢ wirusa do stad potomnych, bowiem do
transmisji pionowej zakazenia dochodzi przed pojawieniem si¢ przeciwciat anty-aHEV
u BB, co oznacza, ze seronegatywne nioski przekazuja wirus potomstwu [17,90]. Istnieje

potrzeba kontynuacji badan w tym zakresie oraz okre$lenia zdolno$ci transmisji pionowe;j

94



Omowienie wynikow i dyskusja

wirusa, a takze zbadania skutkow wczesnego zakazenia u potomstwa w obecnosci lub braku
przeciwcial matczynych.

Warto zaznaczy¢, ze wigkszo$¢ badan od 2014 roku [26,43,56,64,77,90] do ktorych
odnoszono si¢ w dyskusji byto wykonywanych za pomocg takiego samego testu dostepnego
komercyjnie (BLS ELISA CK131, BioChek, Holandia), co pozwala na bardziej obiektywna

oceng 1 lepszg porownywalno$¢ roznych parametrow.

Ocena wystepowania zakazen aHEV w stadach drobiu z wykorzystaniem badan

molekularnych

W toku przeprowadzonych badah molekularnych material genetyczny wirusa
zapalenia watroby typu E ptakow wykryto w 60,42% stadach kur w Polsce w latach 2011 —
2019. Odnotowano roznice w wystepowaniu zakazen aHEV w zaleznosci od typu
produkcyjnego: zakazenie czg$ciej stwierdzano w stadach BB (62,22% — 28/45) niz
w stadach CL (33,33% — 1/3), chociaz trzeba zaznaczy¢, ze byta badana niewielka liczba
stad niosek towarowych w poréwnaniu do stad reprodukcyjnych. Ponadto stwierdzono takze
réznice w wynikach, w zaleznosci od poszukiwanego genu (gen kodujacy helikaz¢ lub gen
kodujacy biatko kapsydu) oraz zastosowanej metody jaka byt wykrywany dany gen
(RT-PCR lub Real-Time RT-PCR).

Wyniki badan molekularnych za pomoca RT-PCR dla genu kodujacego biatko
kapsydu wskazaty na wyzszg prewalencje zakazenia aHEV w stadach kur (45,83% stad
tj. 48,89% stad BB i 0% stad CL) niz dla genu kodujacego helikaze (41,67% stad tj. 42,22%
stad BB i 33,33% stad CL). W badaniach Matczuk i wsp. przeprowadzonych na terenie
Polski w latach 2017 — 2018 prewalencja aHEV w stadach drobiu réznych typow
produkcyjnych (CB, BB i CL) byta nizsza dla genu kodujacego biatko kapsydu (15,38% —
10/65), jak 1 genu kodujgcego helikaze (fragment ORF1 wirusa) (27,7% — 18/65) lecz
autorzy nie podajg jaki odsetek zakazen stwierdzono w stadach BB i CL [43]. Siedlecka
i wsp. w badaniach przeprowadzonych w pdzniejszym okresie (2018 — 2020) odnotowali
nizszy odsetek zakazen (na podstawie obecnosci genu kodujacego helikaz¢) w stadach
drobiu (BB, CL; 25,84% — 23/89) w Polsce niz w badaniach wlasnych, rowniez
w odniesieniu do konkretnych typoéw produkcyjnych (BB 35% — 14/40 i CL 18,4% — 9/49)
[69].

Ocena wystepowania roznych fragmentéw genomu wirusa aHEV w latach 2017 —

2018 wskazata na znacznie wyzsza wykrywalnos¢ fragmentu kodujacego helikazg [43], zas
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w badaniach wtasnych wykrywalno$¢ obydwu gendéw byta podobna (zblizony procent stad
wykazywat obecnos¢ fragmentu genu kodujacego helikaze jak i genu kodujgcego biatko
kapsydu wirusa aHEV). Jednakze trzeba zaznaczy¢, ze obecno$¢ obydwu genoéw nie zawsze
stwierdzano w tych samych stadach czy probkach. Z wszystkich zbadanych stad, w 13 -stu
stwierdzono obecnos¢ genu helikazy oraz genu biatka kapsydu przynajmniej w jednej probce
(nie zawsze materiat ten byl w tych samych probkach). W 7 stadach wykryto materiat
genetyczny kodujacy helikazg (wynik negatywny dla kapsydu), za$ w 9 materiat genetyczny
kodujacy biatko kapsydu (wynik negatywny dla helikazy). W pracy wilasnej potwierdzono
stabg zgodnos$¢ miedzy wykrywalnoscig genu kodujacego helikaze oraz genu kodujacego
biatko kapsydu za pomocg RT-PCR (wspotczynnik kappa Cohena 0,350).

W pracy wiasnej gen kodujacy biatko kapsydu aHEV wykrywano za pomocg dwoch
technik molekularnych RT-PCR oraz Real-Time RT-PCR. Ogdlnie, dla obu zastosowanych
technik otrzymano taki sam odsetek stad zakazonych aHEV (41,67% stad, tj. 44,44% stad
BB 1 0% stad CL). W przypadku 4 stad BB odnotowano brak sp6jnosci migdzy technikami.
Dwa stada (nr 003, 006 Tab. 54) byly pozytywne w RT-PCR i negatywne w Real-Time
RT-PCR oraz dwa stada (nr 046, 047 Tab. 54) byly pozytywne w Real-Time RT-PCR
negatywne w RT-PCR. Jednakze, podsumowujac na podstawie przeprowadzonych analiz
stwierdzono bardzo dobrg zgodno$¢ migdzy RT-PCR oraz Real-Time RT-PCR dla genu
kodujacego biatko kapsydu wirusa zapalenia watroby typu E ptakow (wspodlczynnika kappa
Cohena 0,838).

Ocena wystepowania zakazen aHEV z wykorzystaniem badan molekularnych

w czasie i pod wzgledem wieku ptakow

W przebiegu badan wiasnych (probki pobrane w latach: 2011 — 2019)
zaobserwowano istotny spadek odsetka wynikéw pozytywnych w stadach kur w Polsce
w kolejnych latach zarowno w testach RT-PCR (Tab. 28) jak i Real-Time RT-PCR
(Tab. 31) w odniesieniu do fragmentu genu kodujacego biatko kapsydu aHEV. Mimo
istotnych réznic migdzy poszczegdlnymi latami w przypadku RT-PCR dla genu kodujacego
helikaze, nie stwierdzono istotnego statystycznie trendu (wzrostu lub spadku zakazen)
w kolejnych latach (Tab. 25).

Ponadto, nie stwierdzono istotnej zalezno$ci miedzy wystgpowaniem zakazenia
aHEV a wiekiem ptakow (CL, BB) w badaniach molekularnych (RT-PCR, Real-Time
RT-PCR) dla genu kodujacego helikaze oraz biatko kapsydu (Tab. 26, Tab. 29, Tab. 32).
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Ocena wystepowania zakazen aHEV z wykorzystaniem badan molekularnych —

pod wzgledem wystepowania w roznym materiale (tkanki i z61¢)

W diagnostyce molekularnej zakazenia aHEV u kur wykorzystywano probki
watroby [18,41,54,88,90], zokci [26,27,29,53,54,81,88], §ledziony [43,54,90], katomoczu
[19,29,33,59,81,90], wymazy z kloaki [41,54,88] lub surowice¢ [59]. Wielu badaczy stosuje
w diagnostyce aHEV metod¢ masowego testowania (tzw. pulowanie), w ktorej laczy
watrobg i $ledzione¢ [43,64,69]. W pismiennictwie brakuje prac, w ktoérych poréwnywano
skuteczno$¢ wykrywania danego fragmentu materialu genetycznego aHEV w zaleznos$ci od
rodzaju badanej probki.

Analiza wtasna r6znych typow probek od kur pod wzglgdem wystgpowania aHEV,
wykazala najwigkszy odsetek wynikow pozytywnych kolejno w pecherzyku zotciowym
(66,67% — 6/9) > z6kci (47,73% — 21/44) > watrobie (39,13% — 18/46) i $ledzionie (38,64%
— 17/44). Biorac pod uwagg patogeneze zakazenia ptasim wirusem zapalenia watroby typu
E ptakow (aHEV) zaktadano, ze watroba begdzie narzadem w ktérym najczesciej bedzie
wykrywany material genetyczny tego wirusa, poniewaz jest ona narzadem docelowym
w ktérym zachodzi jego replikacja [13,52]. Na podstawie otrzymanych wynikdw mozna
wnioskowac¢, ze wirus pozostaje dtuzej w $cianie pecherzyka zolciowego 1 dlatego jest
wieksza szansa na jego wykrycie w tej probcee.

Kluczowym elementem diagnostyki molekularnej BLS jest wybor odpowiedniego
genu docelowego. W pracy wilasnej, w dodatnich probkach pobranych od kur czesciej
wykrywano gen kodujacy biatko kapsydu (80,64% — 50/62) w poréwnaniu do genu
kodujacego helikaze (50% — 31/62), za§ obydwa geny wykryto w 30,64% (19/62) probek.
Podobnie Troxler i wsp. czesSciej wykrywali gen kodujacy kapsyd niz helikaze [90].
W odréznieniu od badan wlasnych inni autorzy we wszystkich probkach pozytywnych
wykrywali helikaze natomiast kapsyd rzadziej (na poziomie 55,56% i 69,23%) [43,88].
Wyniki sugeruja, ze fragmenty RNA wirusa aHEV kodujace rozne ORF (ORF1 — helikaza,
ORF2 — kapsyd) sg replikowane w roznych iloSciach, w zaleznosci od etapu zakazenia [90].
W zwiazku z tym najbardziej wlasciwe w diagnostyce aHEV wydaje si¢ badanie w kierunku
dwoch gendow (kodujacego biatko kapsydu i helikazy), co dodatkowo potwierdzono
wykazujac stabg zgodnosé (pokrywalno$¢ wynikow) w RT-PCR (Tab. 34).

Bioragc pod uwage obecno$¢ poszczegdlnych genow aHEV w pozytywnych
probkach, helikaze kolejno wykrywano w probkach zotci (61,90% — 13/21) > pgcherzyka
z6kciowego (50% — 3/6) > sledziony (47,06% — 8/17) > watroby (38,89% — 7/18). Wyniki
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dodatnie dla kapsydu otrzymywano najcz¢sciej w probkach z pecherzyka zotciowego (100%
— 6/6) > watroby (94,44% — 17/18) > z6tci (76,19% — 16/21) > §ledziony (64,70% — 11/17).
Sposrod pozytywnych probek oba geny najczesciej wykrywano w probkach z pecherzyka
zotciowego (50% — 3/6) > z6tci (39,09% — 8/21) > watroby (33,33% — 6/18) > §ledziony
(11,76% — 2/17).

W poroéwnaniu do wynikéw wlasnych inni autorzy helikaz¢ wykrywali cze¢$ciej
w watrobie (88,89% — 16/18) niz w $ledzionie (44,44% — 8/18). Natomiast gen biatka
kapsydu wykrywano w pulowanych probkach z watroby i $ledziony jednakze w nizszym
odsetku (55,56% — 10/18) niz w badaniach wtasnych dla watroby i §ledziony indywidualnie
[43]. Warto zaznaczy¢, ze w badaniach wlasnych w niektorych stadach (16,67% — 8/48)
wykrywano material genetyczny aHEV w pecherzyku zoélciowym 1/lub zotci nawet gdy
watroba i/lub sledziona byly ujemne.

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono istotng (p < 0,05) zaleznos¢
miedzy rodzajem badanej tkanki, a odsetkiem wynikow pozytywnych w badaniach metoda
RT-PCR dla genu kodujacego biatko kapsydu (Tab. 43), co moze mie¢ bezposrednie
znaczenie dla praktycznego pobierania probek do badan.

Podsumowujac na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze najbardziej
odpowiednim materiatem do badan laboratoryjnych w diagnostyce molekularnej aHEV
u kur jest fragment pecherzyka zétciowego, stad tez zalecenie, aby pecherzyk zotciowy, jak

| watroba stanowity konieczne probki do badan.

Ocena wystepowania zakazen aHEV z wykorzystaniem badan molekularnych —

wymazy

W pracy wiasnej zdiagnozowano zakazenie aHEV w stadzie BB w wieku 41 tygodni
poprzez wykazanie obecnos$ci materialu genetycznego wirusa za pomocg RT-PCR
w wymazach z kloaki oraz z tchawicy (rozdziat 2.3. Tab. 38, Tab. 39; zatacznik Tab. 53
i Tab. 54). W wymazach z kloaki (28,57% — 2/7) wykryto tylko gen kodujacy helikaze, za$
w wymazach z tchawicy (14,28% — 1/7) wykryto tylko gen kodujacy biatko kapsydu.
Jednoczesnie w tym stadzie otrzymano wyniki pozytywne dla genu kodujacego kapsyd
(helikaza negatywna) w watrobie, z6kci 1 pgcherzyku zotciowym ($ledziona negatywna)
dodatkowo stado to byto seropozytywne w ELISA (stado 036 Tab. 53, Tab. 54; stado FO7
Tab. 51). W pi$miennictwie mozna znalez¢ informacj¢ o wykorzystaniu wymazow z kloaki
w diagnostyce aHEV. Podobnie jak w pracy wiasnej inni autorzy otrzymywali wyniki

dodatnie dla wymazoéw z kloaki w kierunku helikazy [54,88]. Wyniki wtasne sg zgodne
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z Troxler i wsp. [88], ktorzy rowniez z wymazach z kloaki wykrywali wytacznie gen
kodujacy helikaze (kasyd negatywny). W odréznieniu od powyzszych doniesien Marek
i wsp. [41] wykrywali obydwa geny (kapsyd i helikaze¢) w wymazach z kloaki od kur.
Wedlug najlepszej wiedzy, w pracy wlasnej po raz pierwszy potwierdzono obecnos¢
materialu genetycznego aHEV w wymazach z tchawicy u kur, co wskazuje na mozliwosé
siewstwa 1 transmisji wirusa wraz z wydzieling z drog oddechowych. Dotychczas tylko po
zakazeniu eksperymentalnym 60 tyg. kur SPF wirus reizolowano z ptuc (16,20, 56 dpi) [13]
Otrzymane wyniki wlasne wskazuja, ze wirus moze Szerzy¢ si¢ rowniez drogg kropelkowa,

dotychczas droga ta nie byta opisywana w epidemiologii zakazenia aHEV.

Ocena wystepowania zakazen aHEV z wykorzystaniem badan molekularnych —

zarodki

W pismiennictwie sg nieliczne doniesienia dotyczace okreslenia patogennosci aHEV
na modelu zarodkéw kurzych [22,90]. Badania wlasne na zarodkach kurzych nie
potwierdzity wysokiej patogennosci uzytego szczepu aHEV, bowiem $miertelno$¢ wynosita
25% 1 wystgpowata stosunkowo pdzno po zakazeniu (5-6 dpi). Dodatkowo nie reizolowano
materialu genetycznego aHEV z tkanek zamartych zarodkow, co moze $wiadczy¢, ze
zarodki (15-16 di) zwalczyly zakazenie. Z drugiej strony wykryto material genetyczny
aHEV w tkankach zarodka (watroba i pecherzyk zolciowy), ktory przezyt do konca
doswiadczenia (18 di), warto zaznaczy¢, ze wykryto wytaczenie gen kodujacy kapsyd aHEV
(helikaza negatywna). Obserwacje wtasne wskazuja na zréznicowang patogennos¢ aHEV
dla zarodkow kurzych, a takze sugeruja mozliwg transmisje pionowa zakazenia. Mozliwos¢
takg potwierdzili Troxler i wsp. [90] w badaniach terenowych, wykazujac obecnos¢
materiatu genetycznego wirusa (helikaza i kapsyd) u jednodniowych pisklat pochodzacych
od stada rodzicielskiego w wieku 25 tygodni. Podobnie inni autorzy, ktérzy po zakazeniu
eksperymentalnym zarodkow reizolowali wirus z watroby, zotci i katu pisklat. Z drugiej
strony po zakazeniu eksperymentalnym kur SPF wykluczono mozliwo$¢ transmisji
pionowej wirusa do jaj, ale potwierdzono jego obecnos¢ w biatku [22]. Istnieje potrzeba

kontynuowania badan celem potwierdzenia mozliwosci transmisji pionowej aHEV u Kkur.

Analiza filogenetyczna
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Analiza filogenetyczna otrzymanych sekwencji (n=30) fragmentu ORF1 kodujacego
helikaze aHEV wykazata, ze szczepy izolowane od kur BB i CL w latach 2011 — 2019
w Polsce nalezg do czterech genotypow: genotyp 1, 2, 3 oraz tzw. domniemany nowy
genotyp (putative new genotype). W badaniach wlasnych zaden wirus nie przynalezat do
genotypu 4 w odroznieniu od wczesniejszych doniesien z Polski [43,69]. Wigkszos¢
przynalezata do genotypu 1 i 3 (z kazdego po 36,67% — 11/30), natomiast w badaniach
innych autorow szczepy od kur (BB, CL) przynalezaty gtéwnie do genotypu 2 (63,33% [69];
100% [43]).

Do genotypu 1 przyporzadkowano 11 uzyskanych sekwencji, cz¢$¢ z nich utworzyta
klaster z sekwencjami pochodzacymi z izolatami pochodzacymi ze stad CL z Polski z lat
2018 — 2019 (MH636895 i OK423527 — CL wojewoddztwo wielkopolskie), ktore wowczas
przyporzadkowano do genotypu 2 [43,69]. Do genotypu 2 przyporzadkowano 6 wlasnych
sekwencji aHEV, ktore utworzyly jeden zwarty klaster nieznacznie oddalony od innych
szczepdw pochodzacych z Polski z wczesniejszych badan [43,69]. Do genotypu 3
przyporzadkowane zostato 11 sekwencji uzyskanych w pracy wtasnej, z czego 10 utworzyto
bardzo jednorodny klaster mocno zblizony do sekwencji uzyskiwanych w innych badaniach
pochodzacych z Polski z 2007 [41] i 2013 roku [90], co moze $wiadczy¢ o znacznym
podobienstwie genetycznym tych szczepdéw aHEV. Sekwencja jednego wirusa (PP831476)
byta oddalona od wspolnego klastra (w genotypie 3), w ktorym znajdowat si¢ drugi wirus
(PP820889) pochodzacy z tego samego stada BB (numer 021), co moze wskazywac na
zrdznicowanie genetyczne wirusa w obrebie tego samego stada. Kolejne otrzymane
sekwencje wlasne (PP770539, PP831478 — obie z tego samego stada) przyporzadkowane
zostaly do tzw. domniemanego nowego genotypu, poniewaz roznity si¢ znacznie od czterech
znanych genotypéw 1 byly spokrewnione ze szczepem wyizolowanym od wrébla
(MG737712) [100] oraz Avihepevirus egretti od czapli nadobnej (KX589065) [65]. Warto
zaznaczy¢, ze Avihepevirus egretti stanowi oddzielny gatunek blisko spokrewniony z aHEV.

Analiza filogenetyczna otrzymanych sekwencji (n=31) fragmentu ORF2 kodujacego
kapsyd aHEV wykazata, ze szczepy izolowane od kur BB oraz od zarodkéw w latach 2011
— 2018 nalezg do dwodch genotypow: genotyp 2 oraz 3. W odrdznieniu 0d wezesniejszych
doniesien, W badaniach wlasnych zaden wirus nie przynalezat do genotypu 1 i 4 [43].
Wigkszo$¢ wlasnych szczepéw aHEV przynalezata do genotypu 2 (90,32% — 28/31),
podobnie tak jak we wczesniejszych analizach z Polski (90% — 9/10) [43]. Do genotypu 2
przyporzadkowano 28 uzyskanych sekwencji, ktore utworzyty 4 zwarte klastry. Wykazano,
ze jeden szczep (PP770545), ktory zostal przyporzadkowany do tego genotypu byt znacznie
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oddalony od pozostatych, co $wiadczy o jego duzym genetycznym zréznicowaniu. Do
genotypu 2 przyporzadkowane zostaly takze wczesniejsze izolaty uzyskane w badaniach
przeprowadzonych w latach 2017 — 2018 w Polsce [43]. Do genotypu 3 przyporzadkowano
3 sekwencje wlasne, z czego dwie (PP861031, PP861033 — BB z 2017 roku) utworzyty jeden
klaster wspdlnie z izolatem z 2013 roku, pochodzacym z Polski (HG917397 — BB w wieku
10 tygodni ) [90].

Tak szeroka réznorodno$¢ w obrgbie wykrywanych genotypow aHEV $wiadczy
0 [90] rownie duzym zrdéznicowaniu tego wirusa w Polsce, co jest zgodne z obserwacjami
z wezesniejszych lat [43,69].

Biorac pod uwage zakazone stada BB, pozytywne dla obu genéw (n=13), u czgsci
stad (38,46% — 5/13) istnieje przynalezno$¢ do tych samych genotypoéw (genotyp 2 lub 3)
niezaleznie od analizowanego genu, z czego 3 stada przynalezaty do genotypu 2 i pochodzity
z lat 2017 — 2018, a 2 stada przynalezaly do genotypu 3 i pochodzity z 2017 roku.
W pozostalych 8 stadach (61,54%) analiza sekwencji genu kodujacego kapsyd umiescita je
w genotypie 2, za$ analiza sekwencji genu kodujacego helikaze w genotypie 1 (6 stad: lata
2012 — 2015), genotypie 3 (1 stado: 2017) oraz w tzw. domniemanym nowym genotypie
(1 stado: 2011).

Otrzymane wyniki wskazujg, ze ORF1 i ORF 2 (reprezentowane w badaniach
wlasnych przez gen kodujacy helikaze oraz biatko kapsydu) sg amplifikowane w reakcji
PCR w zaleznosci od stadium infekcji, a takze, ze na badanych fermach mogto doj$¢ do
zakazenia réoznymi typami genetycznymi wirusa w tym samym czasie, co znajduje
potwierdzenie takze we wczesniejszych doniesieniach [19,43,90].

Na podstawie przeprowadzanych analiz, mozna stwierdzi¢, ze zakazenia aHEV sg
rozprzestrzenione w stadach kur w Polsce, ale jednoczesnie sa powodowane przez rézne

genotypy wirusa niezaleznie od roku, regionu czy typu produkcyjnego stada.

Korelacja miedzy wynikami badan serologicznych i molekularnych

W pracy wiasnej podjeto probe poréwnania wynikéw badan serologicznych
z molekularnymi. Poréwnano procent wynikow pozytywnych poszczegdlnych surowic
z wynikami pozytywnymi badan molekularnych. Za kazdym razem poréwnywane byly
wyniki ze stad z tego samego roku (Tab. 45, Tab. 46, Tab. 47) oraz w odniesieniu do

wykrycia konkretnego fragmentu genu. W kolejnym poréwnaniu wzigto pod uwage odsetek
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stad pozytywnych w badaniach serologicznych (Tab. 48, Tab. 49, Tab. 50) w tym
przypadku zaleznos$¢ byta bardziej widoczna.

W pismiennictwie nie znaleziono prac, w ktdrych analizowano korelacj¢ miedzy
badaniami serologicznymi a molekularnymi dla aHEV. Gerber i wsp., badali fermy zaréwno
testami serologicznymi jak i molekularnymi, ale nie podj¢li si¢ proby zestawienia tych
wynikow [19].

Mimo wystepowania, w niektorych przypadkach, korelacji pomigdzy liczbg surowic
lub stad pozytywnych w badaniach serologicznych, a pozytywnymi wynikami RT-PCR lub
Real Time RT-PCR trudno wyciagna¢ jednoznaczne wnioski. Mozna stwierdzi¢, ze taka
korelacja nie ma praktycznego znaczenia w diagnostyce zakazenia aHEV. Badania ELISA
maja za zadnie przedstawienie ogolnej sytuacji epidemiologicznej oraz historii stada pod
wzgledem wczesniejszego kontaktu z wirusem, ponadto wykorzystujac zjawisko
serokonwersji mozna odnotowa¢ przejscie z formy podklinicznej w forme¢ kliniczng
zakazenia. Badania molekularne umozliwiaja rozpoznanie wystepowania zakazenia
w danym momencie (poprzez wykrycie obecnos$ci materiatu genetycznego wirusa w badanej
probce). Ponadto diagnostyka molekularna ma znaczng przewage nad metodami
serologicznymi szczeg6lnie w poczatkowe] fazie infekcji, gdy organizm nie zdazyt jeszcze
wytworzy¢ swoistych przeciwciat. W przypadku podejrzenia klinicznego o zakazenia kur
aHEV wilasciwsze w pierwszej kolejnosci jest przeprowadzenie badan molekularnych,
nastepnie badan serologicznych w celu kontrolowania sytuacji epidemiologicznej w stadzie.

Prowadzone od 2010 badania serologiczne oraz dodatkowo od 2011 badania
molekularne wykazaly, czeste wystepowanie zakazen wirusem zapalenia watroby typu E
ptakow (aHEV) zarowno w wybranych stadach kur (BB, CL) jak i kurczat (CB) w Polsce.
Pomimo tego, ze wirus aHEV nie jest aktualnie zaliczany do patogendéw o potencjale
zoonotycznym to trzeba bra¢ pod uwage mozliwo$¢ wystapienia w p6zniejszym czasie
zakazen miedzygatunkowych biorgc pod uwage jego rozpowszechnienie i zréznicowanie
genetyczne nie tylko w Polsce, ale takze na $wiecie. Bardzo istotng kwestig jest dalsze
monitorowanie zakazen aHEV, opracowanie nowych testow diagnostycznych, a takze
technik zwalczania i zapobiegania tym zakazeniom.

Obecnie jedynym sposobem zapobiegania zakazeniom aHEV u drobiu jest poprawa
bioasekuracji, na co w ostatnich latach ktadzie si¢ bardzo duzy nacisk ze wzgledow takich
jak poprawa ogolnie rozumianej ,,zdrowotnos$ci stad” oraz redukcja zuzycia antybiotykow
dzigki temu forma kliniczna aHEV nie wystepuje czesto. Brak szczepief i skutecznego

specyficznego leczenia spowodowaty spadek zainteresowania lekarzy praktykow badaniami
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kur w kierunku zakazenia aHEV, co bylo jednym z problemow z pozyskiwaniem materiatu

do badan diagnostycznych.

Podsumowanie wynikow

1. Badania serologiczne wykazaly powszechne wystepowanie zakazen aHEV (wirus
zapalenia watroby typu E ptakow) w wybranych stadach rodzicielskich kur linii
migsnej, niesnej oraz stadach niosek towarowych (BB, LB, CL) w Polsce w latach 2010
—2018 (96,96% stad seropozytywnych).

2. Najwyzsza seroprewalencja zakazen aHEV w Polsce w badanych stadach w latach 2010
— 2018 wystgpowata w stadach CL (100%) a nastepnie w BB (83,33%) i LB (50%).

3. Najwyzsza seroprewalencja aHEV u poszczegdlnych osobnikéw w stadach drobiu
wystepowala u kur stad rodzicielskich linii migsnej (28,20%), nastepnie u kur stad
niosek towarowych (18,98%) i kur stad rodzicielskich linii niesnej (6,52%).

4. W badaniach serologicznych wystepowanie zakazenia aHEV w Polsce w latach 2010 —
2018 najczesciej stwierdzano u Kur ze stad rodzicielskich kur linii migsnej, nie$nej oraz
stad niosek towarowych (BB, CL, LB) w wieku powyzej 35 tygodnia zycia (w grupie
do 24 tygodnia 22,85%; 25 — 34 tygodni 20,59%; 35 — 49 tygodni 31,13%; powyzej 50
tygodni 30,73%).

5. Serokonwersja w stadach rodzicielskich kur linii migsnej (BB) trzymanych w kurnikach
z uprzednig historig BLS, w dlugoterminowej obserwacji $wiadczy o endemicznym
wystepowaniu zakazenia aHEV na danym terenie, co moze wskazywaé na zmienny
charakter zakazenia (posta¢ kliniczna i podkliniczna) i mozliwos¢ jego aktywacji.

6. W Polsce w latach 2010, 2014 oraz 2019 stwierdzono powszechne wystgpowanie
zakazenia aHEV w wybranych stadach pisklat brojlerow kurzych (CB) (54,35% stad,;
7,77% ptakow seropozytywnych), co §wiadczy rowniez o powszechnym wystepowaniu
przeciwcial w stadach rodzicielskich (BB). Obecnos$¢ przeciwciat anty-aHEV
u jednodniowych CB nie wplywata na efektywnos$¢ produkcji (wartos§¢ EWW —
Europejski Wskaznik Wydajnosci). W kolejnych latach badan odnotowano istotny
wzrost EWW oraz istotne roznice w EWW u CB migdzy badanymi regionami w Polsce.
Najwyzsza efektywno$¢ produkcji  byla w regionie poinocno-wschodnim

(wojewodztwo warminsko-mazurskie oraz podlaskie).
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Nie kazde serododatnie stado rodzicielskie kur linii migsnej (BB) przekazuje
przeciwciata anty-aHEV na pochodzace od nich kurczgta (CB) a wysoko$¢ transmisji
przeciwcial matczynych na potomstwo wynosi okoto 60%.

W badaniach molekularnych wykazano, ze zakazenie BLS wystgpowalo powszechnie
w badanych stadach drobiu w Polsce (60,42% stad zakazonych) w latach 2011 — 2019.
Zakazenie aHEV czg$ciej stwierdzano w stadach BB (62,22%) niz CL (33,33%).
Odnotowano istotne obnizenie liczby stad zakazonych wraz z kolejnymi latami
w okresie 2011 — 2019 (w odniesieniu do genu kodujgcego biatko kapsydu aHEV).

Na podstawie badan molekularnych nie ma zaleznosci miedzy wiekiem ptakow (BB,
CL) a zakazeniem aHEV.

Najbardziej wlasciwe w diagnostyce molekularnej BLS jest badanie w kierunku detekcji
dwoch gendw: genu kodujacego helikazg 1 genu kodujacego biatko kapsydu (ze wzgledu
na stabg zgodnos¢ wynikow w RT-PCR). Natomiast stwierdzono bardzo dobrg
zgodno$¢ migdzy RT-PCR oraz Real-Time RT-PCR dla genu kodujacego biatko
kapsydu aHEV.

Najbardziej odpowiednim materialem do badan laboratoryjnych w diagnostyce
molekularnej aHEV u kur jest fragment pgcherzyka zoélciowego. Nalezy jednak
zaznaczy¢, aby wraz z pecherzykiem zotciowym pobiera¢ takze watrobe, ktora jest
pierwotnym miejscem replikacji wirusa.

Mozliwe jest siewstwo i transmisja wirusa aHEV wraz z wydzieling z drog
oddechowych kur.

Wirus aHEV cechuje si¢ zréznicowang patogennoscig dla zarodkow kurzych,
a dlugotrwata przezywalno$¢ zakazonych zarodkéw moze sugerowaé mozliwosé
transmisji pionowe;j.

Analiza filogenetyczna wykazata szeroka réznorodno$¢ w obrgbie wykrywanych
genotypow aHEV w Polsce w latach 2011 — 2019 ze wzgledu na helikaze (genotypy 1,
2, 3 oraz tzw. domniemany nowy genotyp) oraz kapsyd (genotyp 2 i 3).

Istnieje mozliwos¢ zakazenia tego samego stada r6znymi typami genetycznymi aHEV.
Dwa geny wirusa aHEV (helikaza i kapsyd) nie zawsze zgodnie podlegaja amplifikacji

w reakcji PCR w zaleznosci od stadium zakazenia i rodzaju probki.



Whioski

VI. WNIOSKI

W oparciu o uzyskane wyniki z przeprowadzonych badan wyciagnieto nastepujace wnioski:

1. Badania serologiczne wykazalty bardzo powszechne (96,96%) wystepowanie zakazen
wirusem zapalenia watroby typu E ptakow w stadach reprodukcyjnych kur linii migsnej,
nie$nej oraz niosek jaj konsumpcyjnych w Polsce w latach 2010 — 2018. Najwyzsza
seroprewalencja wystgpowata w stadach niosek jaj konsumpcyjnych, natomiast
najwigcej osobnikéw serododatnich odnotowano w stadach reprodukcyjnych kur linii
migsnej. Kury powyzej 35 tygodnia zycia byly czeSciej seropozytywne. Badania
serologiczne jednodniowych brojlerow kurzych w latach 2010, 2014 oraz 2019,
potwierdzity powszechne (54,35%) wystepowanie zakazen aHEV w stadach
rodzicielskich. Obecnos$¢ przeciwcial matczynych nie wplywata na efektywnosc
produkcji (EWW), niezaleznie od badanego regionu Kraju.

2. Badania molekularne wykazaty powszechne (60,42%) wystgpowanie zakazen aHEV
w stadach rodzicielskich kurczat rzeznych oraz stadach niosek towarowych w Polsce
w latach 2011 — 2019. Obecnos¢ materiatu genetycznego wirusa czesciej wykrywano
w stadach rodzicielskich kur linii migsnej. Liczba stad zakazonych obnizala si¢ istotnie
w kolejnych badanych latach wzgledem obecnosci genu kodujacego biatko kapsydu
aHEV.

3. Najlepsza probka do badania obecnos$ci materiatu genetycznego wirusa aHEV za
pomoca technik biologii molekularnej jest $ciana pecherzyka zoélciowego.
Najwlasciwsze jest badanie w Kierunku detekcji dwoch gendow, zarowno genu
kodujacego helikaze jak i genu kodujacego biatko kapsydu.

4. Analiza filogenetyczna wirusow aHEV uzyskanych w Polsce w latach 2011 — 2019
wykazata szerokg zmienno$¢ genetyczng w oparciu o sekwencje genu helikazy

(genotypy 1, 2, 3 oraz tzw. domniemany nowy genotyp) oraz kapsydu (genotyp 2 i 3).
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Zaktacznik

VIl. ZALACZNIK

W zalgczniku przedstawiono wyniki badan serologicznych ELISA oraz badan

molekularnych w kierunku aHEV.

Tab. 51. Wyniki ELISA przebadanych stad BB, LB i CL z lat 2010 — 2018.

BEY | €C | %0E'T6 | %0.L'8 1¢ [4 TOT 08 €¢| 0¢¢ dd 103 | T10C | T¢
ov62Z| 8 | %8Y'EY | %CS9S 0T €T ¢0T | 86€E |€C| 056 a4 02a |0ToC | 0¢
GEVC| T | %GSYS | %Sy'Sy A 0T Vit 9g¢ | ¢¢| 0-S6 ad 6TA | 0TOC | 61

GOL | T | %9698 | %VO'ET 0¢ € 79T e | €| 09L a7 8TA | 0T0C | 8T
vIET| T | %0ET6 | %0.L'8 T¢ [4 8¢t 0ET | €| 089 dd L1A | 0T0C | L1
8G8T| T | %9E98 | %¥9cT 61 € €61 09 |<¢| 099 10 91a |0T0C | 9T
¥GL G| 8L | %60'9C | %I6'EL 9 LT G0T L. | €| 099 ad GT1A |0T0C | ST

00V | T¥ | %S9'G6 | %SE'V 44 T €§ 16T | €¢| 0€9 ad ¥1a | 0T0¢ | v1

¥G8 | TV | %92'8L | %VL1C 8T S 1L 60¢ | €| 0-€9 10 €1a |0tT0¢| €T

966 | T | %S9'G6 | %SE'V 44 T 124" 8L €¢| 0719 dd ¢1a |0to¢| ¢t

29S | T | %T978 | %6ELT 61 14 G6 68 | €| 0719 aq 11a | 0T0C | TT
€6ET | ¥C | %L8'09 | %ET'6E 14 6 0T | €ve | €¢| 009 10 0Td |0T0C | 0T
296€| T | %S9'S6 | %SEY (A4 T Tce 9§ | €¢| OVS ad 604 | 0TOC | 6
9¢0T| T | %0ET6 | %0L'8 T¢ 4 T0¢ or |€¢| OVS ad 804 |0TOC| 8

€€T | T |%00°00T | %000 €¢ 0 811 ¢t | €| 009 an [0 |0T0C | L
GGLCZ| VT | %I978 | %6E'LT 61 1% ¢cc G8 €¢| 009 dd 90d |0T0C| 9
89TT| G | %S9S6 | %SEY (A4 T 181 €9 |€¢| 009 ad Ggoa |0T0C| S

0.2 | § |%00°00T | %000 €¢ 0 8 6§ |€¢| 009 ad v0d |0T0C| ¥

09¢ | T |%00°00T | %000 €¢ 0 €8 9§ | €¢| 009 ad €0a |oT0C| €

LTS | T | %G9'G6 | %SE'Y ec T 98 €8 |€¢| 009 a4 c¢0a |otoC| ¢
T€EZC| 6T | %S98 | %8Y'Ey €T 0T 60T L6¢ | €| 08 dd 10 |(0TOC| T

(91mouns) | (91mouns) | (91mouns) | (91molns) moyed | AulAoxnpoud
XelN |[UIA| 93N% | SOd% 93N SOd [AD%| Uesw | N | BIM dAL opels | oy | d

106



Zatacznik

eV | €€ |%00°00T | %000 44 0 Ly an €2 | 097 a4 2ea | 1102 | 2v
8662 | T | %.S'69 | %EV0E oT L ovT | 002 €2 | 09 a4 Tea | 1102 | 1Y
502 T | %00°00T | %000 e 0 9 65 €2 | 0GY ag 023 | 1102 | OF
90Y 8 | %S9'S6 | %SE'V e T Gl 26 €2 | 0GY a4 6T3 | TT0C | 6€
GT9 T | %S9'S6 | %SE'Y 22 T 60T vl €2 | 0S¥ a4 8T3 | 1702 | 8¢
2LT¥ | 98 | wst'ey | %2S'9S 0T eT 16 79 €C | o€y ad /T3 | 1102 | L€
058 | 0G | %0E'T6 | %0.'8 4 Z 16 ot €¢ | Ocv ad 913 | TT02 | 9€
819€ | /8 | %8V'ey | %cS'9S 0T eT v0T | TES € | OTY a4 GT3 | TI0Z| G€
G66 T | LS | %T9Z8 | %6ELT 6T v GST | 26T €2 | OTY ad v13 | TI0C | V€
85, | ¥Z | %0ET6 | %0.'8 ¥4 Z eet 88 €z | oov a4g €T3 | 1702 | €€
V6 T | ¥IT | %.8'09 | %ET'6E T 6 6 1€ €¢ | 06¢ ad 213 | 1102 | ¢€
€6E | V¥Z | %S9'S6 | %GE'V e T G8 2. €2 | 0.¢ dad TT3 | 1702 | 1€
V192 | 26T | %LT'2S | %E8'LY 4 T L0T | ¥9¥ €2 | 09¢ a4 0T3 |TI0Z | OF
Ge6T| T | %92'8L | %¥l'1C 9 0T 12T | 2T oF | 09¢ ag 603 | 1102 | 62
0/8 | 92 | %9698 | %V0'E€T 02z € 16 991 €Z | 0¢€¢e ad 803 |TT02 | 8¢
Gel T | %S9'S6 | %SE'Y 22 T 98 an €Z | o0€¢e a4 /03 | 1102 | L2
vl T | %9698 | %V0'€T 02 € LTT 9 €2 | 062 a4 903 |TT02| 92
L€2G| T | %9698 | %V0'ET 02 € 8¢ 66 €2 | 0-6¢ ad G03 |TI0Z| S¢
89¢ S | %00°00T | %000 e 0 Ll €5 €¢ | 08¢ ag v03 | TI0Z | ¥¢
9/t | TZ | %0ET6 | %0L'8 TC Z vl 2T €¢ | 0.2 ad €03 | 1102 | €¢
Ge€ | €T |%00°00T | %000 €C 0 €9 20T €¢ | 0ce a4g 203 | 1702 | ¢2¢
(o1mouns) | (a1mouns) | (91mouns) | (91moins) moxerd | AulAaxnpoud
XeN | UIN | 93N% | SOd% | 93N SOd | AD% | Ueswd | N MBI dAL opeis | oy | ‘d

107



Zaktacznik

€68€| 8E | %8LYVE | %CC'q9 8 Gt 90T 889 €c 0-Lv ad 0Td | 2102 | €9
6cvv | vi %EB'LY | %LTCS 1T A 8¢T V18 4 0-9v da4d 604 | ZT0¢ | <9
TI€C | VIT | %T9'C8 | %6E'LT 6T 14 ¢eT 0S¢ 4 0Ty ad 804 |<ZT0C | 19
082€| CLT | %c8'TE | %8189 L qT €6 ev. [44 0Ty da4d L0d | ZT10¢ | 09
6V9 | 66T | %CS'9S | %8Y'Ey €T 0T €e GLE 4 o-ov ad 904 |<ZT0C | 69
OvCT | GCC | %LT'CS | %ES'LY A} 1T 89 017 4 0-8¢ ad G0d4 |<ZT0C | 8S
vELE | 8C | %VLTC | %9C'8L S 8T g8 eeL 4 0-€¢ ad v04 | ¢10C| LS
¢cs 1S | %0ET6 | %0.L'8 1¢ 14 LS ¥9T 4 0-8¢ ad €04 |<ZT0C | 99
L06 1A% %T928 | %6E'LT 6T 1% 9. qT¢ €¢ 0-9¢ d4d ¢0d4 | ZT10¢ | SS
v26 T %S59'G6 | %SE'Y 44 T 997 16> €¢ 0-€¢ d4d T0d4 | 2T10¢ | VS
[A14 T %G9'G6 | %SE'V ec T 98 89 4 0-66 ad €e3 | TT0C | €9
8/6€| 89 | %.809 | %ET'6E 14 6 ceT 9G¢E €c 0-€9 ad ¢e3 | TT0C | ¢S
OvG ¢ | 2S¢ | %ET'6E | %.8'09 6 14 68 ¢ss €c 0-8S ad €3 | TT0C | 1S
697 | 68 | %ET6E | %.809 6 14 g6 9/8 4 0-¥S ad 0e3 | TT0Z | 0S
8vL €| 99T | %EV'OE | %.L5'69 L 91 88 ev8 4 0-¥S ad 6¢3 | TT0C | 6F
8681V | V1€ %SGV | %GY'S6 T T¢ 7 €LCT (44 0-09 dad 8¢d | T10¢C | 8¥
0GL2 | L6C | %Y9'ET | %9E'08 € 6T €L 698 ec 0-0S ad /23 | TT0C | LY
9€8G | vreE %SGV | %GY'S6 T 1¢ 88 vov T 44 0Ly d4d 9¢3 | T10¢ | 9
919G | GT¢ %SGV | %GY'S6 T T¢ ¢8 QLET (44 0Ly dad gc3d | T10C | Gv
v.0v | G8 %Y. TC | %9¢'8L g 8T 68 688 €¢ 0Ly d4d vZa | T10C | v
veEV | €6 %EB'LY | %LTCS 1T A Y11 079 €¢ 0Ly d4d €ca | T10¢C | €v
(a1mmouns) | (a1mouns) | (91mouns) | (91mo.ns) moyeyd | AulAoxnpoud
XeN | UIIAN | 93N% | SOd% 93N SOd | AD% |ueswo | N ABIM dAL opels | oy | 'd1

108



Zatacznik

ove| 1 %96'98 | %Y0'ET 0¢ € 78T g6 €¢ 0Ty ad 119 | €T0C | ¥8
goare| T %T9'C8 | %6E'LT 6T 14 g8t eer €¢ 0Ty ad 0T9 | €T0C | €8
880 T | 8GT | %EY'LY | %LT2S 11 4" Ly A4 4 0-0v ad 609 | €T0C | ¢8
1A% Ly | %S9'G6 | %SE'V e T 0§ 0GT 4 0-6€ ad 809 |€T0C | T8
61¢ 2€ | %00'00T | %000 4 0 8 LL €c 0-8¢ ad L0D | €T0C | 08
08¢ T | %0000T | %000 4 0 et G. 4 0-S€ ad 909 |€T0C | 61
18LG| €9 | %SEV | %S9'G6 T 44 8 | OTPT | €¢ 0-¢¢ ad S0 | €T0C| 8L
vITV¥ | L6E | %000 | %00°00T 0 €¢ 8L | 690T | €¢ 0-ce ad v09 | €10 | LL
0¢s 6 | %9698 | %V0'ET 0¢ € A7 09¢ €¢ 0-8¢ ad €09 | €102 | 9.
vI8T | ¥YIE | %EV'OE | %LG'69 L 9T 99 8G9 €¢ 0-9¢ ad ¢09 |€T0C | SL
0. T | %0000T | %000 4 0 09¢ T 4 0-S¢ ad 109 | €102 | ¥L
925€ | GTT | %.S69 | %EY0E 91 L 8¢t 01547 4 0-¥S ad 0cd |¢c10¢| €L
ZvL€| 99T | %.8'09 | %ET'6E 14" 6 0ct T€S €¢ 0-¥S d4d 6Td | 2T10¢ | ¢L
G99V | GPT | %C8'TE | %8T'89 L g1 4] 9eL e 0-€S a4 8Td |[ZT0C| TL
86V | LTC | %9698 | %¥0'ET 0¢ € 9¥ L1¢ 4 019 a4 LT4 | Z2T0C| 0L
908€ | OTT | %.T'CS | %E8'LY A 17 61T 08v 4 0-09 da4d 9Td4 | ZT10¢ | 69
679 0S5 | %T6'EL | %60'9¢C LT 9 65 0ge €c 0-0S ad GTd4 | <ZT0C| 89
G96T | S9 | %S9'G6 | %SE'Y e T a4} 4 4 0-6v ad T4 | 2102 | L9
Gv¢ S| SST | %ET6E | %.8°09 6 14" 0cT TOL €¢ 0-6¥ dad €Td | 2T10¢ | 99
OTGT | SCT | %E8'LY | %.LT'CS 1T A 9. Gg8e 14 0-6¥ dad ¢Tld | Z10¢ | 99
v.L€| 06T | %VO'ET | %9698 € 0¢ 09 | 8SPT | ¢€¢ 0-8¥ ad TT4 | ZT0C | ¥9
(o1mouns) | (a1mouns) | (91mouns) | (91moins) moxerd | AulAaxnpoud
XeW | UIN | 93N% | SOd% | 93N SOd | AD% |ueswo | N | XIM dAL opels | Yoy | d

109



Zaktacznik

228V | TYT | %LTCS | %E8'LY [A) 17 LET 169 4 0-¢v da4d ¢TH | ¥T0¢ | 0T
5144 T %00°00T | %000 €¢ 0 vey T 4 0-6€ da4d TTH | ¥T0C | 0T
€ee T | %0000T | %000 4 0 T 6 4 0-6€ ad OTH | ¥T0C | €0T
€1¢ T |%00°00T | %000 4 0 81¢ € €c 0-6€ ad 60H | ¥T0C | 20T
80LE | ¥8T | %I6'0F | %60'6S 6 €T 4]} 059 ec 0-L€ ad 80H | ¥T0¢ | TOT
€80T | OT | %9698 | %VO'ET 0¢ € 10T 9GT 4 0-9¢ ad LOH | ¥T0¢C | 00T
GGTE| T6 | %I6'ESL | %6092 LT 9 T g8¢ 4 o-ve ad 90H | ¥10C | 66
00)% 0L | %S9'G6 | %SEY ec T oY 88T 4 0-€¢ ad GOH | ¥TOC | 86
0T. 18 | %9698 | %V0'ET 0¢ € 89 gee €¢ 0-0¢ ad vOH | ¥T0C | L6
96ET | STT | %.809 | %ET'6E 14 6 08 €Ge €¢ 0-6¢ ad €OH | ¥T0C | 96
¢cs LS | %0ET6 | %0L'8 1¢ 14 LS 79T 4 0-8¢ ad ¢OH | ¥10C | S6
0S¢ L9 | %0000T | %000 4 0 8¢ 6.7 €c 0-¢¢ ad TOH | ¥T0C | 76
62¢€ 19 [%0000T | %000 €¢ 0 Ly 7a) ¥4 0-6S ad 029 | €T0C| €6
929€ | 20T | %CC'S9 | %8L'YE qT 8 LET GLE 4 0-6S ad 619 | E€T0C | ¢6
9v G| LTC | %606 | %T6'06 A 0¢ 06 | ¥9TT | <¢ 0-6S ad 8T9 | €T0C | T6
V162 | LET | %V0'ET | %9698 € 0¢ €L 90T | €¢ 0-6S ad LT9 | €T0C | 06
V29T | ¥8T | %L9'9T | %EE'ES 14 0¢ 17 XAS] 144 0-.S ad 9T9 | E€T0C | 68
L0GSY | 98T | %0L'8 | %0ET6 A 1¢ 18 | ¥9¢T | €¢ 0-¥S ad GTO | €T0C | 88
099€| 0§ | %E8LY | %LT'CS 11 4" 01T 906 4 0-€S ad Y19 | €T0C | /8
T2¢ ¥ | %00°00T | %000 €¢ 0 ZL 29 €¢ 0-0S ad €T | €T0C | 98
v8LT | 9€ %0.L'8 | %0E'T6 4 1¢ 99 699 €¢ 0-¢v ad ¢T9 | €T0C | S8
(a1mmouns) | (a1mouns) | (91mouns) | (91mo.ns) moyeyd | AulAoxnpoud
XeN | UIIAN | 93N% | SOd% 93N SOd | AD% |ueswo | N ABIM dAL opels | oy | 'd1 m




Zatacznik

0S0C | 6Y | %CS9S | %8¥'Ey €T 0T 60T XA €¢ 0-09 ad STl | STOC | 92T
60T | 8L | %S9G6 | %SE'V e T 90T 96T €¢ 0-09 ad vTl | STOC | SCT
VITE | €6 | %1809 | %ET'6E 14 6 81T 09¢ 4 0-09 ad €Tl | ST0C | ¥¢T
G99/ T %0€T6 | %0.L'8 1¢ 4 LET 79 4 0-6v da4d ¢TI | ST0C | €21
2109 | 6¥T | %E8'LY | %LT2S 1T A 9T 9 4 0-9v da4d TTI | STOC | ¢¢T
¢cs 82 | %9698 | %V0'ET 0¢ € 78 6T 4 O-vv a4 0TI | STOC | TCT
288 | €ST | %TI6'EL | %609C LT 9 0S €8¢ 4 O-vv ad 601 | STOC | 02T
00TT| 96 %9¢'8L | %¥.TC 8T S 09 T1€ €¢ 0-0¥ dad 801 | GT0C | 6TT
€9TT| TT | %9698 | %V0'ET 0¢ € evt 10T €¢ 0-0v ad L0l | STOC | 8TT
Gy T | 12T | %92'8L | %W.l'1C 8T S GL ¥0€ €¢ 0-LE 10 90l | ST0C | L1T
009 O | %S9'G6 | %SEV e T 0. 6eT 4 0-S€ 10 S0l | STOC | 91T
T6€ T€ %G9'G6 | %SE'V 44 T 99 11T €¢ 0-G€ dad ¥0l | GT0C | GTT
€ee €v | %00'00T | %000 €¢ 0 99 049 €¢ 0-0¢ ad €0l | ST0C | P17
69% VT | %S9'G6 | %SEV ec T 78 96 4 0-0¢ ad ¢0l | STOC | €11
8€s8 8€ | %S9'G6 | %SEV ec T 88 6T 4 0-8¢ a4 T0l | GT0¢C | CTT
908€ | OTT | %.T'CS | %E8'LY A 17 61T 08v 4 0-09 da4d 8TH | ¥T10C | TTT
G96T| 99 %G9'G6 | %SE'V 44 T vl ¢6T 4 0-6v da4d LTH | ¥T0C | OTT
GY2 G| GST | %ET'6E | %.809 6 14 0zt T0L 4 0-6v ad 9TH | ¥T0¢ | 60T
0,6 €€ %!.809 | %ET'6E 14" 6 09 90¢€ €¢ 0-8% dad STH | ¥T0¢ | 80T
T0¢T1| T %9698 | %¥0'€T 0¢ € 8T €9 €c 0-Sv a4 vTH | ¥T0C | L0T
909V | €02 | %V.TZ | %9Z'8L S 8T g6 /8L €¢ 0-€v ad €TH | ¥T0¢C | 90T
(o1mouns) | (a1mouns) | (91mouns) | (91moins) moxerd | AulAaxnpoud
XeW | UIN | 93N% | SOd% | 93N SOd | AD% |ueswo | N | XIM dAL opels | Yoy | d

111



Zaktacznik

09T | S¥C | %GSVS | %SY'Sy [A) 0T T9 8Tv [44 0Ty da4d 6TC | 9T0¢ | L1
10 T | %0008 | %00°0¢ 0¢ g €9 T0¢ 14 0-0v ad 8T | 9T0Z | 9¥T
vSy | OTT | %0088 | %00CT e € 1€ 89¢ 14 0-0v a4 LTC | 9T0C | G¥T
1X3)% 8GT | %008 | %009T T¢ 1% 1€ 69¢ 14 0-0v da4d 9Tt | 910¢ | W1
G8TT| 8T %.9T6 | %EE'S 44 4 6¢1 LCT |44 0-9¢ dad QTC | 9T0¢ | €VT
Gv8 | CIT | %CC'S9 | %8LYE qT 8 65 g1e 4 0-S€ ad vIc | 910¢ | ¢vT
002 | €0C | %8Y'EY | %CS9S 0T €T €L 9% €¢ 0-v€ a4 EIr | 9T0C | T¥T
186¢C | TST | %8Y'Ey | %CS'9G 0T €T 80T 687 4 0-€¢ ad ¢It | 9T0C | OVT
L2€€ | CTIT | %000L | %000 14 9 19T 06¢ 0¢ 0-9¢ ad TIC | 9T0C | 6ET
TE0E | TYT | %CZ'S9 | %8LYE 1) 8 111 L0V €¢ 0-9¢ d4d 0Tt | 970¢ | 8€T
€81 €9 | %00'SS | %00'GY 11 6 ¥S 86¢ 0¢ 0-S¢ ad 60C | 9T0C | LET
OvTT| TZ | %0008 | %0002 9T 14 96 €67 0¢ 0-S¢ ad 80f | 9T0Z | 9€T
826 T | ¥OT | %.G69 | %EV0E 91 L 0T T6¢ 4 0-9¢ da4d LOC | 9T0¢ | SET
60€C| L9 | %c8'T8 | %8T'8T 8T 14 GeT eve e 0-¢ ad 90r |910¢C | ¥ET
T6V 2| OF | %ET6E | %.809 6 14 €6 017 4 0-¢ ad gor |9T0C | €€1
06V T | 8ST | %8V'EY | %G9S 0T et 69 14994 €¢ 0-¥¢ dad ¥0C | 9T10¢ | CET
€e8T | 6VT | %6092 | %I6EL 9 LT 29 9GS 4 0-¥¢ ad €or |9toc | TET
028 | 80T | %.LT'6L | %ES0C 6T g 6v g8¢ e 0-¥¢ ad 20r | 9702 | OET
V19T | /82 | %00°0C | %0008 14 91 0§ 669 0¢ 0-€¢ ad T0C | 9T0C | 621
1Z¥A T %.T'6L | %ES0C 6T ) 99 00¢ |44 0-9. d4d LTl | STOC | 8¢T
91¢ 25 | %00°00T | %000 €¢ 0 9¢ 29T €¢ 0-09 ad 9TI | STOC | LT
(a1mmouns) | (a1mouns) | (91mouns) | (91mo.ns) moyeyd | AulAoxnpoud
XeN | UIIAN | 93N% | SOd% 93N SOd | AD% |ueswo | N ABIM dAL opels | oy | 'd1

112



Zatacznik

1443 €T | %00°00T | %000 S¢ 0 Gs 9eT 14 0-S¢ ad TTM | LT0C | 89T
T.L€| OTT | %0078 | %009T 1¢ 1% v6T LEC 514 0-G€ d4d 0TH | LT0C | L9T
0]0]7% 8L | %S9'G6 | %SEV ec T 6¢ 9T 4 0-S€ ad 60X | LTOC | 99T
TZ¢ T |%00°00T | %000 4 0 517 81T 4 0-S¢ ad 80X | LT0C | 99T
6€S LY | %S9'G6 | %SE'V e T 99 i) €c 0-S¢ ad LOM | LT0C | %97
09 | CTT | %I928 | %6E'LT 6T 14 0S 29¢ 4 0-0¢ ad 90X | LT0C | €97
9eY €9 | %0ET6 | %0.L'8 1¢ 14 oY 08T 4 0-0¢ ad SOM | LTOC | 29T
867 | 70T | %0ET6 | %0L'8 1¢ 14 (7 €0¢ 4 0-8¢ ad vOM | LTOC | T9T
29L | €12 | %8V'EY | %CS'9S 0T €T €e 9y €¢ 0-S¢ ad €0M | LT0C | 09T
0SLC | 6SC | %LT'CS | %ES'LY A 17 G6 €09 €¢ 0-¢¢ d4d ¢OX | LTOC | 69T
LEBC | €6 %EB'LY | %LTCS 1T A V11 17A% €¢ 0-¢¢ dad TOM | LTOC | 89T
20EG | TEE | %6L'ST | %ICV8 € 91 L6 ¢9TT | 6T 0-LL a4 6¢C | 9T0C | ST
6.6C | VIT | %L9TY | %EE'SS S L 80T 128 T 0-0. ad 8¢ | 9T0Z | 99T
G6C¢T | Tv %GEC8 | %S9'LT vT € qc1 6.1 LT 0-09 dad Ler | 9T0¢ | SST
918V | 1€ %SS VS | %SY'Sy A 0T evl 9ce (44 0-09 dad 9¢r | 910¢ | v4&T
¢cs T %G9'G6 | %SE'Y e T 00T LS €c 0-09 ad GZr | 9702 | €91
veY T | €€ | %00'G8 | %00'GT LT € 141} TeT 0¢ 0-09 ad ver | 910¢ | 25T
€4S TV | %1978 | %6ELT 6T 14 8. 124 4 0-8S ad €er | 9T10C | 19T
000G | STT | %8LYE | %C2'S9 8 qaT 96 14740) €¢ 0-LS dad ¢¢r 1 9T0¢ | 09T
185V | 8LT | %Y0'ET | %96'98 € 0¢ ¥8 | 8€TT | €¢ Ovv ad Ter | 9T0C | 671
T/6S| 0L | %V.'TC | %92'8L g 8T L6 680 T €¢ 0-ev d4d 0crt | 910¢ | 811
(o1mouns) | (a1mouns) | (91mouns) | (91moins) moxerd | AulAaxnpoud
XeW | UIN | 93N% | SOd% | 93N SOd | AD% |ueswo | N | XIM dAL opels | Yoy | d

113



Zaktacznik

8ee 0S | %00'00T | %000 4 0 €S 0eT €c 0-6S ad ZeM | LT0¢C | 68T
YA G | %00°00T | %000 4 0 g9 6¢ €c 0-.S ad TEM | LT0C | 88T
80TV | vOT | %EV'OE | %.L5'69 L 9T S0t 965 4 0-9S ad 0eM | LTOC | /8T
728 T | %9€98 | %V9'ET 6T € 69 g0¢ 44 0-SS ad 62X | LTOC | 98T
¢9s G| 0Oy %¢S9G | %8Y'Ey €T 0T 4} 14814 4 0-¢S dad 8¢A | LTOC | 98T
VELE | 9L | %ET'6E | %.809 6 14 66 19 4 0-6v ad L2 | LT0¢C | ¥8T
€82€ | SCT | %ES'LY | %LT12S 11 4" 00T 609 4 0-8v ad 92X | LT0¢C | €8T
1147 Q9 %G9'G6 | %SE'Y 44 T YA [As)) 14 0-8¥% dad QA | LT0C | 28T
9€C €| 6ET | %E8'LY | %LT2S 1T A 80T 6TS €¢ 0-9v d4d veA | LTOC | 18T
69/ LS %T928 | %6E'LT 6T 1% 79 A €¢ 0-Sv d4d €A | LTOC | 08T
6TV E | Lv %92'8L | %¥LTC 8T g 84T 0LC €¢ 0¥ dad ¢eA | LT0C | 64T
899 ¥ | €€ %ES'LY | %LTCS 1T A 6¢T 8Ly 4 0-€v da4d TeA | LTOC | 8LT
LSL¥| €€ %G9'G6 | %SE'V 44 T €9¢ 09T 4 0-€v da4d 0 | LT0¢C | LLT
LGCE| 8L | %CZ'S9 | %8LYE qT 8 T G8¢ €¢ 0-¢v a4 6TA | LT0C | 9.1
256 T2 | %9698 | %V0'ET 0¢ € 76 i1 €¢ 0-Tv 10 8TA | /102 | QLT
8¢TT T %29 | %8LYVE qT 8 0L e 4 0-0¥ dad LT | LTOC | v.LT
T8.G| G6E | %000 | %00'00T 0 €¢ L6 | 02T | €¢ 0-0v ad 9TM | LT0¢C | €L7
veec| 8L %T6'CL | %6092 LT 9 8¢t 86¢ €¢ 0-0v d4d STH | LT0C | ¢LT
G06G | 8GC | %8Y'EY | %G9S 0T €T 291 96¥ 14 0-6€ dad VIA | LTOC | TLT
Gere| 1 %96'98 | %Y0'€T 0¢ € e €e €¢ 0-L€ ad €TM | LT0C | 0.7
80L9 | TET | %8Y'EY | %CS'9G 0T €T 8qT TS €¢ 0-S¢ ad T | LT0¢C | 69T
(a1mmouns) | (a1mouns) | (91mouns) | (91mo.ns) moyeyd | AulAoxnpoud
XeN | UIIAN | 93N% | SOd% 93N SOd | AD% |ueswo | N ABIM dAL opels | oy | 'd1

114



Zatacznik

ovre| T %T6'€L | %609¢C LT 9 98T 8S €¢ 0-0¢ ad vT1 | 8102 | 0T¢
966 14 %8Y'06 | %256 6T 14 79T 8S 1¢ 0-8¢ ad €171 | 8T0C | 60C
19¢ 8 | %0000T | %000 v 0 7 €8 v 0-L¢ ad ¢171 | 8T0C | 80¢C
€ee 6Z | %00°00T | %000 4 0 79 g9 4 0-9¢ ad T171 | 8T0C | L0C
T9ee| T %96'98 | %Y0'€T 0¢ € 9e¢ 06 €c 0-S¢ ad 0T | 8702 | 90¢
€9TT| 8T | %0ET6 | %0.L'8 1¢ 14 90T 0LT 4 0-€¢ ad 6071 | 8T0C | S0C
929 O | %T9C8 | %6ELT 6T 14 ZL vLT 4 0-¢¢ ad 8071 |8T0C | ¥0C
966 ZL | %S9'S6 | %SEV A4 T Ll 00¢ 4 0-¢¢ ad L07 | 8T0C | €0¢C
AR T | %00°00T | %000 4 0 7S viT €¢ 0-¢¢ ad 9071 |8T0C | ¢0C
029 T¢ %S59'G6 | %SE'Y 44 T 29 1.1 €¢ 0-0¢ d4d G071 | 810¢ | T0C
1.9 €9 | %0ET6 | %0L'8 1¢ 14 79 16T 4 0-0¢ ad 071 | 810 | 00¢
147 8€ | %9698 | %V0'ET 0¢ € Ll 8t 4 0-0¢ ad €071 | 8T0C | 661
LEC G | %00°00T | %000 1¢ 0 17 09 1¢ 0-6T ad ¢071 | 8T0Z | 86T
70T 0T | %00°00T | %000 €¢ 0 Gs A7 4 0-0T ad T07 |8T0C | L6T
909 €€ | %SY'S6 | %SSY 1¢ T Z6 80T e 019 ad 6EM | LTOC | 96T
gesc | T %¢cZ'S9 | %8LYVE qT 8 16T G6 €c 0-09 ad 8eM | LT0C | S6T
1T T %00°00T | %000 €¢ 0 89 A7 4 0-09 da4d LEA | LTOC | V6T
3144 T | %00°00T | %000 1¢ 0 s 20T 1¢ 0-09 ad 9eM | LT0C | €67
v6. €€ | %0ET6 | %0L'8 1¢ 14 €6 veT 4 0-09 ad GEM | LTOC | ¢6T
5144 €T | %00°00T | %000 €¢ 0 Ll 0§ 4 0-09 ad vEM | LTOC | T6T
g6¢ GY | %S9'G6 | %SE'V e T €S 28T €¢ 0-6S ad €eM | LT0C | 06T
(o1mouns) | (a1mouns) | (91mouns) | (91moins) moxerd | AulAaxnpoud
XeW | UIN | 93N% | SOd% | 93N SOd | AD% |ueswo | N | XIM dAL opels | Yoy | d

115



Zaktacznik

9.1 T |%00°00T | %000 4 0 19 GS €c 0-9S ad €1 | 8102 | 0EC
8ee 6T | %00'00T | %000 144 0 g6 19 v 0-9S ad €€ | 8T0C | 62¢
90e€e | T€ %LT2S | %ES'LY A 17 €Tt L6€ 4 0-99 da4d ¢€1 | 810¢ | 8¢¢
vSZE€| €9 | %CC'S9 | %8LYVE qT 8 61T 81Y 4 0-¢s ad 1€71 | 8T0C | L2¢
rre | 1 %.8'09 | %ET'6E 14 6 6ET 29T 4 0-¢S ad 0€1 | 8T0¢ | 9¢¢
19, 1 %0ET6 | %0L'8 1¢ 14 g8¢ 91 4 0-Sv ad 6¢71 | 8T0C | S¢¢
0L€ T | %0000T | %000 €¢ 0 LS AN} 4 0-c¢v ad 8¢71 | 8T0¢C | ¥¢e
ove 8 | %00°00T | %000 €¢ 0 5174 91T €¢ 0-¢v ad L2711 | 8T0¢C | €2¢
0S0T T %96'98 | %Y0'ET 0¢ € 697 9T €¢ 0-S¢ ad 9¢71 |8T0C | ¢d¢
0)4°) T %9698 | %¥0'ET 0¢ € 8. AN} 4 0% ad 6¢1 | 810¢ | T¢¢
66T T |%00°00T | %000 4 0 96T 14 €c 0-€¢ ad ¥Z¢1 | 8102 | 0¢¢
6T. 1514 %G9'G6 | %SE'V 44 T 80T T0T 4 0-¢€ da4d €¢1 | 810¢ | 6T¢
174°) 6V | %0ET6 | %0L'8 1¢ 14 78 6T 4 0-¢¢ ad ¢¢1 | 8T0¢C | 8T¢C
TI8E| T9 | %T9C8 | %6E'LT 6T 14 44 c6T 4 0-¢¢ ad T¢71 | 8T0C | LT¢C
068T| 8 %G9'G6 | %GSE'Y A4 T €ee cL 4 0T€ ad 0¢71 | 810¢ | 91¢
80Y 6G | %S9'G6 | %SE'V e T 1§ T 4 0-0¢ ad 6171 |8T0C | ST¢C
G0. LY %0€T6 | %0.L'8 1¢ 4 8L 12°1" €¢ 0-0€ d4d 8T1 | 810¢ | ¥1¢
18¢ Ot | %00°00T | %000 €¢ 0 8Y 60T 4 0-0¢ ad L1711 | 8T0C | €T¢C
ove TZ | %00°00T | %000 €¢ 0 g9 16 €¢ 0-0¢ ad 9171 |8T0C | ¢T¢

17 T |%00°00T | %000 €¢ 0 00¢ T €¢ 0-0¢ ad GT71 | 8102 | T1¢

(a1mmouns) | (a1mouns) | (91mouns) | (91mo.ns) moyeyd | AulAoxnpoud

XeN | UIIAN | 93N% | SOd% 93N SOd | AD% |ueswo | N ABIM dAL opels | oy | 'd1

116



Zatacznik

Tab. 52. Wyniki ELISA stad CB w latach 2010, 2014 oraz 2019.
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Tab. 53. Wyniki badan molekularnych w kierunku wykrycia genu kodujacego helikazg
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*Wynik sekwencjonowania analizowany przy uzyciu narzedzia BLAST (NCBI) za pomoca

oprogramowania Geneious Prime (wersja: 2019.2.3) programem blastn oraz megablast w dniu

02.04.2024.

139



Zaktacznik

Tab. 55. Sekwencje uzyte do analizy filogenetycznej

Numer

. . Genotyp wg.
Lp. Gen (Zk:r(:;)g r?li/) Kraj Rok pi$miennictwa Gatunek
1 Kompletny | AM943646 Wegry 2005 genotyp 3 kura BB
genom [10]
2 Kompletny | AM943647 Australia | 1986 genotyp 1 kura BB
genom [10]
3 Kompletny | AY535004 USA genotyp 2(?) kura
genom [28]
4 Kompletny EF206691 USA genotyp 2(?) kura
genom [14]
5 Kompletny | GU954430 Chiny 2009 genotyp 3 kura BB
genom [110]
6 Kompletny JN597006 Korea 2011 genotyp 1 kura BB
genom Potudniowa [33]
7 Kompletny | JN997392 Wegry 2010 genotyp 4 kura
genom [5]
8 Kompletny KC454286 Korea 2011 genotyp 1 kura
genom Potudniowa [78]*
9 Kompletny KF511797 Tajwan 2012 genotyp 4 kura CL
genom [26]
10 Kompletny | KM377618 Korea 2014 genotyp 2 kura BB
genom Potudniowa [53]
Kompletny | KU670940 Wegry 2014 domniemany pustutka (Falco
11 genom nowy genotyp tinnunculus)
[65]
Kompletny | KX589065 Wegry 2014 Avihepevirus czapla nadobna
12 genom egretti (little egret)
[66]
Kompletny | MG737712 USA 2017 domniemany wrobel
13 genom nowy genotyp (sparrow)
[101]
Kompletny | MG976720 Chiny 2017 domniemany kura
14 genom nowy genotyp
[76]
Kompletny | MKO050107 Chiny 2018 genotyp 3 kura
15 genom (nowy podtyp)
[105]
Kompletny | MN562265 Chiny 2018 domniemany kura jedwabista
16 genom nowy genotyp (silky fowl)
[38]
17 Kompletny | MZ736614 Chiny 2020 genotyp 3 kura
genom [107]
18 Kompletny | OMO037109 Chiny 2020 [44] kura
genom
19 helikaza AF531898 USA 1994 genotyp 3(?) kura CB
(ORF1) [27]
20 helikaza AF531901 USA 2000 genotyp 3(?) kura CL
(ORF1) [27]
21 helikaza AF531907 USA 2001 genotyp 3(?) kura CB
(ORF1) [27]
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29 helikaza AY671802 Kanada 2003 genotyp 3(?) kura
(ORF1) [2]

23 helikaza AY671803 Kanada 2003 genotyp 3(?) kura
(ORF1) [2]

24 helikaza AY870832 USA genotyp 3(?) kura
(ORF1) [80]

25 helikaza AY871081 USA genotyp 2(?)
(ORF1) [80]

26 helikaza AY871092 USA genotyp 3(?) kura
(ORF1) [79]

27 helikaza AY871093 USA genotyp 3(?) kura
(ORF1) [79]

28 helikaza EU919186 Hiszpania | 2007 genotyp 2(?) kura
(ORF1) [59]

29 helikaza EU919188 Hiszpania | 2007 genotyp 2(?) kura
(ORF1) [59]

30 helikaza EU919191 Hiszpania | 2008 genotyp 2(?) kura
(ORF1) [59]

31 helikaza EU919192 Hiszpania | 2008 genotyp 2(?) kura
(ORF1) [59]

32 helikaza FM872321 Australia | 1986 genotyp 1 kura BB
(ORF1) [10]

33 helikaza FM872323 Australia | 1995 genotyp 1 kura BB
(ORF1) [10]

34 helikaza FM872325 Australia | 1993 genotyp 1 kura BB
(ORF1) [10]

35 helikaza FN557174 Wegry 2006 genotyp 3 kura BB
(ORF1) [41]

36 helikaza FN557176 Wielka 2006 genotyp 3 kura CL
(ORF1) Brytania [41]

37 helikaza FN557179 Polska 2007 genotyp 3 kura BB
(ORF1) [41]

38 helikaza HG917393 Polska 2013 genotyp 3 kura BB
(ORF1) [90]

39 helikaza HG917395 Polska 2013 genotyp 3 kura BB
(ORF1) [90]

40 helikaza JN679866 Korea 2011 genotyp 1 kura CL
(ORF1) Potudniowa [33]

41 helikaza KF573197 USA 2013 genotyp 2 kura CL
(ORF1) [18]

42 helikaza KF573200 USA 2013 genotyp 2 kura CL
(ORF1) [18]

43 helikaza KJ495793 USA 2013 genotyp 2 kura CL
(ORF1) [19]

44 helikaza KJ495794 USA 2013 genotyp 2 kura CL
(ORF1) [19]

45 helikaza KJ495796 USA 2013 genotyp 2 kura CL
(ORF1) [19]

46 helikaza KJ495798 USA 2013 genotyp 2 kura CL
(ORF1) [19]

47 helikaza LT601584 Austria 2014 genotyp 1 gotab miejski
(ORF1) [104] (feral pigeon)
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48 helikaza MH636883 Polska 2017 genotyp 2 kura CB
(ORF1) [43]

49 helikaza MH636884 Polska 2017 genotyp 2 kura BB
(ORF1) [43]

50 helikaza MH636885 Polska 2017 genotyp 2 kura BB
(ORF1) [43]

51 helikaza MHG636886 Polska 2017 genotyp 2 kura CB
(ORF1) [43]

52 helikaza MH636887 Polska 2017 genotyp 2 kura BB
(ORF1) [43]

53 helikaza MH636888 Polska 2017 genotyp 2 kura CB
(ORF1) [43]

54 helikaza MH636889 Polska 2017 genotyp 2 kura CL
(ORF1) [43]

55 helikaza MH636890 Polska 2017 genotyp 2 kura CB
(ORF1) [43]

56 helikaza MH636891 Polska 2017 genotyp 2 kura BB
(ORF1) [43]

57 helikaza MH636892 Polska 2017 genotyp 2 kura CB
(ORF1) [43]

58 helikaza MH636893 Polska 2017 genotyp 2 kura CB
(ORF1) [43]

59 helikaza MH636894 Polska 2018 genotyp 2 kura BB
(ORF1) [43]

60 helikaza MH636895 Polska 2018 genotyp 2 kura CL
(ORF1) [43]

61 helikaza MHG636896 Polska 2018 genotyp 2 kura BB
(ORF1) [43]

62 helikaza MH636897 Polska 2018 genotyp 2 kura BB
(ORF1) [43]

63 helikaza MH636898 Polska 2018 genotyp 2 kura BB
(ORF1) [43]

64 helikaza MH636899 Polska 2018 genotyp 2 kura BB
(ORF1) [43]

65 helikaza OK423501 Polska 2020 genotyp 4 kura CL
(ORF1) [69]

66 helikaza 0OK423502 Polska 2020 genotyp 2 kura CL
(ORF1) [69]

67 helikaza OK423503 Polska 2020 genotyp 2 kura CL
(ORF1) [69]

68 helikaza OK423504 Polska 2020 genotyp 2 kura CL
(ORF1) [69]

69 helikaza 0OK423505 Polska 2020 genotyp 2 kura CL
(ORF1) [69]

70 helikaza 0OK423506 Polska 2020 genotyp 2 kura BB
(ORF1) [69]

71 helikaza 0OK423507 Polska 2020 genotyp 2 kura BB
(ORF1) [69]

72 helikaza 0OK423508 Polska 2020 genotyp 2 kura BB
(ORF1) [69]

73 helikaza OK423509 Polska 2020 genotyp 2 kura BB
(ORF1) [69]

74 helikaza 0OK423510 Polska 2020 genotyp 2 kura BB
(ORF1) [69]
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75 helikaza OK423511 Polska 2020 genotyp 2 kura BB
(ORF1) [69]

76 helikaza OK423512 Polska 2020 genotyp 2 kura BB
(ORF1) [69]

77 helikaza OK423513 Polska 2020 genotyp 2 kura BB
(ORF1) [69]

78 helikaza OK423514 Polska 2020 genotyp 2 kura BB
(ORF1) [69]

79 helikaza OK423515 Polska 2020 genotyp 2 kura BB
(ORF1) [69]

80 helikaza OK423516 Polska 2020 genotyp 2 kura BB
(ORF1) [69]

81 helikaza OK423517 Polska 2020 genotyp 3 kura BB
(ORF1) [69]

82 helikaza OK423518 Polska 2020 genotyp 2 kura BB
(ORF1) [69]

83 helikaza OK423519 Polska 2020 genotyp 4 kura CB
(ORF1) [69]

84 helikaza 0OK423520 Polska 2020 genotyp 4 kura CB
(ORF1) [69]

85 helikaza OK423521 Polska 2020 genotyp 4 kura CB
(ORF1) [69]

86 helikaza OK423522 Polska 2020 genotyp 4 kura CB
(ORF1) [69]

87 helikaza 0OK423523 Polska 2020 genotyp 4 kura CB
(ORF1) [69]

88 helikaza OK423524 Polska 2020 genotyp 4 kura CB
(ORF1) [69]

89 helikaza 0OK423525 Polska 2020 genotyp 4 kaczka (duck)
(ORF1) [69]

90 helikaza OK423526 Polska 2020 genotyp 2 ges (goose)
(ORF1) [69]

91 helikaza 0OK423527 Polska 2019 genotyp 2 kura CL
(ORF1) [69]

92 helikaza 0OK423528 Polska 2019 genotyp 4 kura CL
(ORF1) [69]

93 helikaza OK423529 Polska 2019 genotyp 2 kura CL
(ORF1) [69]

94 helikaza OK423530 Polska 2019 genotyp 4 kura CL
(ORF1) [69]

95 helikaza OK423531 Polska 2019 genotyp 2 kura BB
(ORF1) [69]

96 helikaza 0OK423532 Polska 2019 genotyp 4 kura CB
(ORF1) [69]

97 helikaza OK423533 Polska 2019 genotyp 2 kaczka (duck)
(ORF1) [69]

98 helikaza OK423534 Polska 2018 genotyp 2 ghuszec
(ORF1) [69] (western

capercaillie)

99 kapsyd AY671805 Kanada 2003 genotyp 3(?) kura
(ORF2) [2]

100 kapsyd AY870817 USA [80] kura
(ORF2)
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101 kapsyd AY870822 USA [80] kura
(ORF2)
102 kapsyd AY870824 USA [80] kura
(ORF2)
103 kapsyd AY870826 USA [80] kura
(ORF2)
104 kapsyd AY870828 USA [80] kura
(ORF2)
105 kapsyd AY870830 USA [80] kura
(ORF2)
106 kapsyd EU919193 Hiszpania | 2007 genotyp 2(?) kura
(ORF2) [59]
107 kapsyd FM872311 Australia | 1986 genotyp 1 kura BB
(ORF2) [10]
108 kapsyd FM872314 Australia | 1994 genotyp 1 kura BB
(ORF2) [10]
109 kapsyd FM872315 Australia | 1993 genotyp 1 kura BB
(ORF2) [10]
110 kapsyd FM872317 Niemcy 2006 genotyp 3 kura BB
(ORF2) [10]
111 kapsyd FM872318 Austria 2007 genotyp 3 kura CL
(ORF2) [10]
112 kapsyd FM872320 Austria 2007 genotyp 3 kura BB
(ORF2) [10]
113 kapsyd FN557167 Czechy 2005 genotyp 3 kura BB
(ORF2) [41]
114 kapsyd GQ398040 Chiny 2009 genotyp 3 kura BB
(ORF2) [43]**
115 kapsyd GQ398041 Chiny 2009 genotyp 3 kura BB
(ORF2) [43]**
116 kapsyd GQ398042 Chiny 2009 genotyp 3 kura BB
(ORF2) [43]**
117 kapsyd HG917397 Polska 2012 genotyp 3 kura BB
(ORF2) [90]
118 kapsyd HG917398 Polska 2012 genotyp 3 kura BB
(ORF2) [90]
119 kapsyd JQ814688 Rosja 2012 domniemany kura BB
(ORF2) nowy
genotyp/gen2(?)
[73]
120 kapsyd JQ814690 Rosja 2010 domniemany kura BB
(ORF2) nowy
genotyp/gen3(?)
[73]
121 kapsyd JQ814691 Kazachstan | 2009 domniemany kura BB
(ORF2) nowy
genotyp/gen2(?)
[73]
122 kapsyd JQ814692 Rosja 2011 domniemany kura BB
(ORF2) nowy
genotyp/gen2(?)
[73]
123 kapsyd KJ914882 USA 2013 genotyp 2 kura CL
(ORF2) [19]
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124 kapsyd KJ914889 USA 2013 genotyp 2 kura CL
(ORF2) [19]
125 kapsyd KP221200 Chiny 2014 genotyp 3 kura CL
(ORF2) [102]
126 kapsyd KX168431 Chiny 2014 genotyp 3
(ORF2) [36]***
127 kapsyd LT601579 Austria 2013 genotyp 3 drozd spiewak
(ORF2) [104] (song thrush)
128 kapsyd LT601581 Austria 2014 genotyp 1 gotab miejski
(ORF2) [104] (feral pigeon)
129 kapsyd LT601583 Austria 2014 genotyp 1 myszotow
(ORF2) [104] zwyczjany
(common
buzzard)
130 kapsyd LT615088 Austria 2014 genotyp 3(?) gotab miejski
(ORF2) [104] (feral pigeon)
131 kapsyd MG922671 Chiny 2007 genotyp 3 ges (goose)
(ORF2) [39]
132 kapsyd MH636900 Polska 2017 genotyp 2 kura BB
(ORF2) [43]
133 kapsyd MH636901 Polska 2017 genotyp 2 kura BB
(ORF2) [43]
134 kapsyd MH636902 Polska 2017 genotyp 2 kura CB
(ORF2) [43]
135 kapsyd MH636903 Polska 2017 genotyp 2 kura CL
(ORF2) [43]
136 kapsyd MH636904 Polska 2017 genotyp 2 kura CB
(ORF2) [43]
137 kapsyd MHG636905 Polska 2017 genotyp 2 kura BB
(ORF2) [43]
138 kapsyd MHG636906 Polska 2017 genotyp 2 kura CB
(ORF2) [43]
139 kapsyd MH636907 Polska 2017 genotyp 2 kura CB
(ORF2) [43]
140 kapsyd MH636908 Polska 2018 genotyp 1, 4 kura CL
(ORF2) [43]
141 kapsyd MH636909 Polska 2018 genotyp 2 kura BB
(ORF2) [43]
142 kapsyd MZ231098 Chiny 2020 domniemany kura
(ORF2) nowy genotyp
[40]

Szarym kolorem zaznaczono sekwencje uzyte do stworzenia analiz filogenetycznych (Ryc. 13,
Ryc. 14).

*KC454286 — wedhug bazy GenBank sekwencje oryginalnie pochodza z niepublikowanej pracy
Park,S.J., Sung,H.W. oraz Kwon,H.M. pt.: Complete genome sequence of avian hepatitis E virus JY -
F2 strain isolated in Korea.

**GQ398040-GQ398042 — wedlug bazy GenBank sekwencje oryginalnie pochodza
z niepublikowanej pracy Zhao,Q. oraz Zhou,E.M. pt.: Molecular analysis of Avian hepatitis E virus
of strain China-09-B3.

***KX168431 — wedlug bazy GenBank autorami sa Yang,S. oraz Sun,S.
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Tab. 56. Zestawienie starterow stosowanych w celu opracowania metody wykrycia
materialu genetycznego wirusa zapalenia watroby typu E ptakow.

Lp. | Nazwa Sekwencja nukleotydowa (5’ —3°) Wielko$¢ | Zrodlo

produktu

1. | BHE-fwd GCG GCGATGTGG TTATGC TA 523 pz Payne i wsp.,
BHE-rev CGG CGAGCT GCATCT CAATA helikaza | 1999 [57]

2. | Forwl_C- GGT ATG GTT GAT TTT GCC ATA AAG | 280 pz Bilic i wsp.,
BLSV kapsyd 2009 [10]
Revl C-BLSV | GCT GCN CGN ARC AGT GTC GA

2.A | Kapsyd F GGT ATG GTT GAY TTT GCC ATAAAG | 280 pz Bilic i wsp.,
Kapsyd_R GCY GCN CGN ARC AGT GTC GA kapsyd 2009[10] -

modyfikacja
wlasna

3 Helicase F TGG CGC ACY GTWTCY CAC CG 186 pz Huang i wsp.,
Helicase R CCT CRT GGACCGTWATCGACCC helikaza | 2002 [27]

4. | BLSV-HEVf AAT GTG CTG CGG GGT GTC AA 176 pz Troxler i wsp.,
BLSV-HEVr | CATCTG GTACCG TGC GAG TA ORF3 2011 [88]
Probe HEV-3 | FAM-CTC CCA AAC GCY CYC AGC CGG

A-BHQ1
4.A | ORF3-F TAT GTG CTG CGG GGT GTC AA Troxler i wsp.,
2011 [88] —
modyfikacja
wlasna
(BLSV-HEVf)

5. | ORF3-F1 TTGCTCCTC ATGTTT CTG CC 162 pz Projekt wlasny
ORF3-R1 GAA GGG GTT GGT TGG ATG AA ORF3

6. | BLS-F1B CATTCATTGTGC AGCCTG TG 453 pz Projekt wlasny
BLS-R1B GCT GGATTC CGT GCT CAT TA duzy

produkt
w okolicy
ORF3

7. | BLS-F2B CCGCAC GTGAGACTTTAACA 486 pz Projekt wtasny
BLS-R2B TCC TGA AGT GGC ATT AAC GG duzy

produkt
w okolicy
ORF3

Czerwonym kolorem zaznaczono wtasne modyfikacje starterow.

Szarym kolorem zaznaczono pary starterow uzyte w badaniach wtasnych.
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