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1. Imie i Nazwisko: Wlodzimierz Grzegorz Przewodowski

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe:
e 16.06.2001 Politechnika Koszalinska, Wydziat Mechaniczny, Koszalin
Tytul magistra inzyniera Inzynierii Zywnosci
Praca magisterska pod kierunkiem dr hab. Jerzego Lewosza, pt:
"Identyfikacja jednorodnosci i tozsamosci odmianowej ziemniaka przy
pomocy markeréw biochemicznych i genetycznych".

e 17.09.2007 Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Ro$lin, Radzikow
Stopien naukowy doktora nauk rolniczych w zakresie agronomii.
Praca doktorska pod kierunkiem dr hab. Jerzego Lewosza, pt:
"Opracowanie zestawOw diagnostycznych do wykrywania bakterii
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus - sprawcy bakteriozy
pierScieniowej ziemniaka". Recenzenci: Prof. Dr hab. Ewa tojkowska,
Prof. Dr hab. Piotr Sobiczewski.

Inne posiadane dyplomy
e 23.10.2003 Politechnika Koszalinska, Wydziat Mechaniczny, Koszalin
Podyplomowe Studium Pedagogiczne.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:
e 01.09.2001 - 30.06.2005 Studia doktoranckie w Katedrze Mikrobiologii
(01.09.2001 — 30.11.2002) i Katedrze Biochemii i
Biotechnologii (01.12.2002 — 30.06.2005) Wydziat
Mechaniczny Politechnika Koszalinska.

e 07.06.2004 - 06.05.2005  Staz naukowy w Laboratorium Modyfikacji Membran.
Dziat Badan 1 Rozwoju. Oddziat Biotechnologii.
Sartorius AG, Goettingen, Niemcy.

e 01.09.2001 - 15.01.2006 Stazysta - wolontariusz, Instytut Hodowli 1 Aklimatyzacji
Roslin Zaktad Nasiennictwa 1 Ochrony Ziemniaka
(IHAR ZNiOZ) w Boninie.

e 16.01.2006 - 31.12.2006 Inzynier stazysta, IHAR ZNiOZ w Boninie.
e 01.01.2007 - 31.12.2007 Inzynier, IHAR ZNiOZ w Boninie.

e 01.01.2008 - 31.10.2009  Asystent, [HAR ZNiOZ w Boninie.

e (01.11.2009 - obecnie Adiunkt, IHAR - PIB, Oddzial w Boninie.

4. Wskazanie przedstawionego do oceny osiggniecia naukowego, wynikajgacego z art. 16
ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r.
poz. 1311.):

a) Tytul osiagniecia naukowego

»Opracowanie metod izolacji i identyfikacji wybranych, bakteryjnych patogenéw
kwarantannowych ziemniaka (Solanum tuberosum L.)”.



b) Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego:

Osiagnigcie naukowe stanowi jednotematyczny cykl prac obejmujacych jedng publikacje
umieszczong w bazie danych JCR oraz 3 publikacje w formie patentow znajdujacych sie
bazach patentowych o facznym IF=3,353, punkty MNiSW gk uzyskania publikacjifprzyznania patentu = 110
pkt, MNiSWy16 = 125 pkt. Oswiadczam, ze w przedstawionych pracach opisane badania byty
moja autorska koncepcja, we wszystkich pracach bylem pomystodawca, autorem tekstu,
autorem korespondencyjnym i gldownym wykonawcg badan. Przedstawione prace podlegaty
rygorystycznej weryfikacji przez recenzentow publikacji oraz asesoréw patentowych w celu
spelienia szczegdétowych wymagan dotyczacych odpowiednio czasopism naukowych oraz
oryginalno$ci opracowanych rozwigzan na skale $wiatowag. Swoj udziat w powstanie 1
opublikowanie przedstawionej publikacji 1 patentow oceniam odpowiednio na 80 1 100%.

H1

H2

H3

H4

Przewodowski W., Przewodowska A. 2017. Development of a Sensitive and Specific
Polyclonal Antibody for Serological Detection of Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus.PIoOSONE12(1):e0169785.doi:10.1371/journal.pone.0169785.[1F=3,535;
MNiSW2016=35pkt]

MOoj wktad w powstanie tej pracy polegat na planowaniu i wykonaniu eksperymentow,
opracowaniu sposobu przygotowania antygenu, immunizacji zwierzqt, oczyszczaniu
oraz ocenie jakosci uzyskanych przeciwcial poliklonalnych, analizie i interpretacji
wynikow, wspotudziale w przygotowaniu manuskryptu. Moj udziat procentowy szacuje
na 80%.

Przewodowski W. 2013. Sposéb wykrywania obecnosci bakterii Cms z wykorzystaniem
membran poliwgglanowych zawierajacych immobilizowane przeciwciata. Patent UP RP
nr PL 213857. [IFI; MNiSW2013=25pkt, MNiSW2016=30pkt]

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na okresleniu koncepcji wynalazku,
zaplanowaniu i wykonaniu doswiadczen zwigzanych z potwierdzeniem przyjetej
hipotezy, analizie i interpretacji wynikow badan, napisaniu zgloszenia patentowego
oraz przygotowaniu odpowiedzi na uwagi asesorow patentowych. Moj udzial
procentowy szacuje na 100%.

Przewodowski W. 2013. Zestaw inkubacyjny do wykrywania albo przyzyciowego
izolowania wybranych bakterii, Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus. Patent UP
RP nr PL 213856. [IFI; MNiSW2013=25pkt, MNiSW2016=30pkt]

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na okresleniu koncepcji wynalazku,
zaplanowaniu i wykonaniu doswiadczen zwigzanych z potwierdzeniem przyjetej
hipotezy, analizie i interpretacji wynikow badan, napisaniu zgtoszenia patentowego
oraz przygotowaniu odpowiedzi na uwagi asesorow patentowych. Moj udzial
procentowy szacuje na 100%.

Przewodowski W. 2013. Zestaw do wykrywania albo przyzyciowego izolowania bakterii
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus w analizowanej probce. Patent UP RP nr PL
213855. [IF'; MNiSWag13=25pkt, MNiSW;s=30pkt]

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na okresleniu koncepcji wynalazku,
zaplanowaniu i wykonaniu doswiadczen zwigzanych z potwierdzeniem przyjetej
hipotezy, analizie i interpretacji wynikow badan, napisaniu zgtoszenia patentowego
oraz przygotowaniu odpowiedzi na uwagi asesorow patentowych. Moj udzial
procentowy szacuje na 100%.

Z uwagi na brak oddzialywania wspotczynnika IF na patenty, w pozycjach dotyczacych patentow nie zamieszczano jego wartosci.



¢) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z omowieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

Wstep

Ziemniak jako jedna z najwazniejszych strategicznie roslin uprawnych na $wiecie, ma
roOwniez bardzo wazne znaczenie gospodarcze 1 ekonomiczne dla Polski. Polska pod
wzgledem powierzchni 1 zbiorow ziemniaka zajmuje drugie miejsce w Europie 1 siddme na

swiecie (FAOSTAT 2017, http://faostat3.fao.org). Wegetatywny sposoéb rozmnazania

ziemniaka, powoduje ze jest to roslina szczegdlnie narazona na infekcje, wywolywane przez
licznie wystepujace w srodowisku glebowym patogeny bakteryjne, wirusowe 1 grzybowe. Za
szczegblnie istotne dla upraw ziemniaka uznaje si¢ choroby kwarantannowe, a wsrod nich
bakterioz¢ pierScieniowg ziemniaka powodowang przez jednego z najwazniejszych 1
jednocze$nie najbardziej ucigzliwych patogenow ziemniaka — bakterie Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus (Cms) (Spickermann et Kotthoff) Davis et al. (Lee 1 in.,
1997; Lebecka 1 Zimnoch-Guzowska 2005; OEPP/EPPO 2006). Bakteria Cms znajduje si¢ na
liscie A2 EPPO organizméw kwarantannowych z zerowag tolerancja (EPPO,

https://www.eppo.int/QUARANTINE/listA2.htm). Wykrycie 1 potwierdzenie porazenia juz w

jednej bulwie/roslinie skutkuje nie tylko dyskwalifikacja plantacji 1 koniecznoscig utylizacji
materiatu roslinnego, ale réwniez nalozeniem restrykcji fitosanitarnych na miejsce produkcji.
W praktyce oznacza to klopoty finansowe czasami prowadzace do bankructwa gospodarstwa.
Wprowadzenie urzedowych regulacji fitosanitarnych dotyczacych bakteriozy pierscieniowe;
stato si¢ glowng przyczynag drastycznego zmniejszenia eksportu ziemniakow z Polski oraz
spowodowalo powstanie tzw. bariery podazowej w produkcji nasiennej (Chotkowski i
Rembeza, 2013). Wystapienie w latach siedemdziesigtych epidemii bakteriozy pier§cieniowe;
w Ameryce Pdtnocnej 1 Rosji spowodowato straty plonu si¢gajace okoto 50% 1 zwigzane z
tym ogromne straty ekonomiczne (Muller 1 Ficke, 1974; Easton, 1979). Roczne straty
gospodarcze w Unii Europejskiej wynikajace z dzialan dotyczacych eliminacji bakterii Cms
oraz wyptaty odszkodowan oszacowano na poziomie 15 milionéw euro (Van der Volf i in.,
2005).

Polska ze wzgledu na duze rozdrobnienie gospodarstw oraz niskg wymiane materiatdow
nasiennych nalezy do krajow o najwyzszym wspoOlczynniku porazen bakterioza
pierscieniowg. Na podstawie analizy krajowych wykry¢ bakterii Cms przez jednostki
Panstwowego Inspektoratu Ochrony Roslin 1 Nasiennictwa (PIORIN) stwierdzonych w latach

2011-2015, wykazano obecnos¢ tej groznej bakterii we wszystkich wojewodztwach (Raport



PIORIN za lata 2011 - 2015). Od momentu wejscia Polski do Unii Europejskiej 1 zwigzang z
tym koniecznos$cig przestrzegania surowych norm fitosanitarnych dotyczacych zdrowotnosci
ziemniaka, problem wystepowania Cms w Polsce jest coraz mocniej akcentowany na arenie
migdzynarodowej. W opinii PIORIN, podwyzszona wykrywalno$¢ sprawcy bakteriozy
pierscieniowej ziemniaka w Polsce jest dostrzegana przez Staly Komitet ds. Zdrowia Roslin
przy Komisji Europejskiej w Brukseli. Zwrocono uwage, iz stopien porazenia ziemniakéw
przez Cms w 2011 r. wynosit w naszym kraju ok. 12%. Byla to liczba wykry¢ bez mata 10-
krotnie wigksza niz $rednia wykry¢ Cms w pozostatych 26 panstwach UE. Wedlug
najnowszego raportu Dyrekcji Generalnej UE ds. Zdrowia i Bezpieczenstwa Zywnosci,
Polska jest nadal postrzegana jako kraj o najwyzszym stopniu zanieczyszczenia bakterioza
pierscieniowg w UE (Raport DG UE 2016/17). Sytuacja ta skutkuje brakiem zaufania do
polskiego producenta ziemniaka oraz wzmozonymi kontrolami materialu sadzeniakowego
eksportowanego do panstw UE.

Bakterie Cms pod wzgledem taksonomicznym stanowig jeden pigciu podgatunkow
gatunku Clavibacter michiganensis (C.m. insidiosus, C.m. michiganensis, C.m. nebraskensis,
C.m. sepedonicus 1 C.m. tessellarius), bedacych wysoko wyspecjalizowanymi patogenami
roznych gatunkow roslin. Na podstawie najnowszych badan molekularnych polegajacych na
analizie genomow oraz identyfikacji metodg MLSA (ang. Multi Locus Sequence Analysis,
sekwencjonowanie wielu gendéw metabolizmu podstawowego) poszczegdlnych podgatunkow
C. michiganensis, zaproponowano wyodrgbnienie sprawcy bakteriozy pierscieniowej jako
odrebnego gatunku Clavibacter sepedonicus comb. nov. (Li1in., 2018).

Sprawca bakteriozy pierscieniowe] ziemniaka posiada szereg unikalnych cech, ktore
stwarzajg wysokie ryzyko niekontrolowanego rozprzestrzeniania si¢ tej choroby na nowe
obszary. Podobnie jak wiele innych podgatunkéw Clavibacter michiganensis, bakterie Cms
czegsto wywotuja bezobjawowg (latentng) forme choroby (De Boer 1 in., 2005; OEPP/EPPO,
2006). Niska koncentracja bakterii Cms w tkankach, jak rowniez tolerancyjno$¢ niektorych
odmian ziemniaka, skutkuje brakiem widocznych objawow infekcji w roslinach, przez co
stanowi zagrozenie porazeniem na szerokg skalg nawet przez kilka sezonow wegetacyjnych
(Pastuszewska 1 in., 2010). Klopotliwa do zdiagnozowania jest réwniez peloobjawowa
posta¢ choroby, ktoéra uwidacznia si¢ zazwyczaj pod koniec okresu wegetacji lub dopiero w
trakcie przechowywania bulw 1 czgsto mylona jest z objawami innych chordb (Dyrektywa
Komisji WE 2006/56; Przewodowski i1 Treder, 2008).

Najskuteczniejszym sposobem ochrony przed bakteriozg pier§cieniowg jest stosowanie

zdrowego, kwalifikowanego materiatlu sadzeniakowego, szybka likwidacja ognisk



chorobowych oraz stosowanie higieny w caltym procesie produkcji 1 przechowywania

ziemniaka. W kazdym z tych przypadkéw konieczna jest szybka 1 wiarygodna diagnostyka

potwierdzajaca czysto$¢ fitosanitarng materiatu sadzeniakowego 1 miejsca produkeji.

Specyfika sprawcy bakteriozy pier§cieniowej ziemniaka sprawia jednak, ze diagnostyka

patogenu stwarza wiele trudnosci. Nie ma obecnie jednej metody diagnostycznej, ktora w

sposéb jednoznaczny i wiarygodny potwierdzalyby obecnos¢ i patogenicznos¢ bakterii

Cms w probach pobranych ze Srodowiska. Zgodnie z przyjetymi wymogami

fitosanitarnymi dla przeprowadzenia wiarygodnej diagnostyki Cms nalezy stosowaé

przynajmniej dwa testy przesiewowe oparte na réznych zasadach biologicznych tacznie z

testem patogenicznos$ci na roslinie bioindykatorowej (OEPP/EPPO, 2006).

Podstawowym utrudnieniem w skutecznej diagnostyce 1 zwalczaniu bakterii Cms jest
brak odpowiedniego narzgdzia diagnostycznego pozwalajagcego na wysoce specyficzng
izolacje 1 identyfikacje komorek bakterii Cms z prob srodowiskowych. Istnieje kilka waznych
przyczyn, a mianowicie:

e Szczepy bakterii Cms sg zréznicowane pod wzgledem ilosci 1 zawarto$ci wytwarzanych
przez nie S$luzow. Wysoki stopien mukoidalno$ci nie zawsze ma bezposrednie
przetozenie na zjadliwo$¢ poszczegdlnych szczepow Cms, natomiast niejednokrotnie
uniemozliwia efektywna identyfikacj¢ komorek Cms metodami immunologicznymi.
Oferowane aktualnie przeciwciata poliklonalne skierowane na bakterie Cms wykrywaja
gldéwnie komponenty S$luzow bakteryjnych, dajac wynik falszywie negatywny przy
identyfikacji szczepow wytwarzajacych znikome ilosci §luzéw. Z kolei przeciwciala
monoklonalne, ktore charakteryzuja si¢ zbyt wysoka specyficznoscig, roOwniez nie
rozpoznaja wielu szczepoéw bakterii Cms.

e Brak w pelni selektywnych podlozy mikrobiologicznych dla namnazania bakterii Cms
oraz obecno$¢ w probie innych, szybko rosngcych endogennych i saprofitycznych
mikroorganizméw $rodowiskowych, znacznie ogranicza mozliwos$¢ uzyskania czystych
izolatow Cms 1 wykonania testu biologicznego pozwalajacego na okreslenie
patogenicznosci Cms.

e Brak skutecznej metody izolacji bakterii Cms, ktora pozwolitaby na zachowanie
zywotno$ci badanych izolatow bakteryjnych 1 pozbycie si¢ wszelkich zanieczyszczen
(mikrobiologicznych, chemicznych, biochemicznych, biologicznych 1
fizykochemicznych) znajdujacych si¢ w pobranych probach. Tego typu metody
odgrywaja kluczowg role w efektywnej diagnostyce mikrobiologicznej. Izolacja

przyzyciowa bakterii Cms jest szczeg6lnie utrudniona w przypadku prob zawierajacych



tkanki roslinne, pozostalosci bulw ziemniaka, resztki gleby i1 wody srodowiskowej,
charakteryzujacych si¢ duza objetoscig i niskg koncentracjg bakterii Cms.

e Ograniczenia molekularnych metod identyfikacji bakterii Cms, ktére mimo swojej
wysokiej czutosci 1 specyficznosci mogg by¢ zaklocane przez dzialanie obecnych w
probach s$rodowiskowych inhibitow reakcji PCR. Jedng z podstawowych przyczyn
wplywajacych na prawidlowg diagnostyke molekularng bakterii Cms jest brak
odpowiedniej metody izolacji materialu genetycznego z badanych prob srodowiskowych.
Zalecana przez EPPO w Dyrektywach Komisji Europejskiej metodyka nie pozwala na
catkowite usunigcie znajdujacych si¢ w badanej probie zanieczyszczen oraz inhibitorow
reakcji PCR, co moze prowadzi¢ do uzyskania w toku analizy molekularnej wyniku

fatszywie negatywnego.

Cel badan

Aby rozwigza¢ powyzsze trudnosci, celem badan przedstawionych w ramach osiaggni¢cia
naukowego bylo opracowanie innowacyjnych rozwigzan technologicznych pozwalajacych na
izolacje 1 identyfikacje wybranych, bakteryjnych patogenéw ziemniaka (Solanum tuberosum
L.) z trudnych diagnostycznie préb sSrodowiskowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem

kwarantannowych bakterii Cms.

Prace wchodzace w sktad prezentowanego osiggnigcia habilitacyjnego dotycza
opracowania innowacyjnych narzedzi diagnostycznych umozliwiajacych izolacje 1
identyfikacj¢ wybranych, bakteryjnych patogenow ziemniaka (Solanum tuberosum L.) z
trudnych w diagnostyce prob srodowiskowych. Kluczowym etapem prezentowanego
osiagniecia naukowego bylo opracowanie wytwarzania nowego rodzaju, wysoce
specyficznych poliklonalnych przeciwcial skierowanych na komorki bakterii Cms,
charakteryzujacych si¢ unikalnymi cechami, jak wysoka czulo$¢ i specyficznos¢ oraz
zdolno$¢ wykrywania bakterii Cms niezaleznie od stopnia mukoidalnosci badanych
szczepow (H1, Przewodowski 1 Przewodowska, 2017).

Wykorzystanie nowych przeciwcial w konstrukcji immunosorbentéw pozwolitlo na
specyficzne pulapkowanie bakterii Cms oraz umozliwilo opracowanie réznych zestawow i
metod diagnostycznych opartych o techniki immunofiltracyjne (H2; Przewodowski, 2013a) 1
inkubacyjne (H3; Przewodowski, 2013b; H4, Przewodowski, 2013c). Calo$¢ osiggnigcia

tworzy kompleksowe rozwigzanie diagnostyczne pozwalajagce oming¢ ograniczenia



dotychczasowych metod identyfikacji patogenow bakteryjnych ziemniaka z préb
srodowiskowych oraz ulepszy¢ obecne standardy diagnostyczne.

Zarobwno z danych literaturowych, jak 1 badan wlasnych wynika, iz komercyjne,
poliklonalne przeciwciala anty-Cms dobrze wykrywaja szczepy wytwarzajace Sluzy,
natomiast stabo, bagdz w ogdle nie wykrywaja szczepoéw niemukoidalnych. Dowiedli tego
Baer 1 Gudmestad stosujac sze$¢ rodzajow przeciwciat anty-Cms. Podczas prowadzonych
badan, nie byli w stanie wykry¢ wielu niemukoidalnych szczepéw bakterii Cms metoda
ELISA. Autorzy nie zanotowali natomiast probleméw z detekcja szczepoOw bakterii Cms
wytwarzajacych $rednie 1 duze ilo$ci §luzow bakteryjnych (Baer 1 Gudmestad, 1993). W
badaniach wlasnych oceniajagc specyficzno$¢ komercyjnych przeciwcial z firmy Loewe,
dowiedziono, ze wysoka zawarto$¢ sluzow koreluje z wysoka zawartoscig cukréw prostych
ocenianych chemicznie metoda antronowa. Na tej podstawie stwierdzono, ze przyczyna
nieprawidlowosci w diagnostyce bakterii Cms jest oddziatywanie ww. przeciwciat ze
sktadnikami §luzoéw bakteryjnych otaczajacych komorki.

W toku badan wykazano rowniez, ze obecno$¢ sluzu bakteryjnego zawierajacego kwasne
egzopolisacharydy uniemozliwia ilosciowy pomiar bakterii metodami
immunoenzymatycznymi. Udowodniono, Zze poziom absorbancji mierzony w tescie ELISA
zalezy przede wszystkim od ilosci sluzow wytwarzanych przez poszczegdlne szczepy bakterii
Cms, a nie od rzeczywistej ilosci komorek w zawiesinie. Przemywanie komorek
odpowiednimi buforami pozwala usunag¢ wigkszos¢ sktadnikow §luzu bakteryjnego 1
ujednolici¢ wyniki testu ELISA. Efektu tego nie uzyskuje si¢ nawet przy kilkukrotnym
przemywaniu zawiesin bakteryjnych woda. Opracowanie efektywnego sposobu usuwania
Sluzu z komorek bakteryjnych przez przemywanie ich w buforze o niskim, a nastepnie
wysokim pH umozliwilo znacznie lepszg serologiczng ocen¢ ilosci komorek bakteryjnych
niezaleznie od stopnia mukoidalnos$ci badanych szczepdéw Cms.

Aby uzyska¢ odpowiednio specyficzne przeciwciala wykrywajace wszystkie szczepy
Cms niezaleznie od stopnia mukoidalno$ci oraz zapobiec reakcjom niespecyficznym z innymi
bakteriami zasiedlajgcymi badane Srodowisko, w ramach badan opracowano sposob
przygotowania nowego antygenu w postaci mieszaniny komorek bakterii Cms catkowicie
pozbawionych zewngtrznych $luzow bakteryjnych. W tym celu uzyto liofilizatow trzech
skrajnie zr6znicowanych mukoidalnie szczepow Cms w stosunku wagowym 1:1:1. Przed
immunizacja komorki bakteryjne przygotowano, stosujgc metode opisang w publikacji HI, w
ktorej zastosowanie okreslonego stezenia, czestotliwosci oraz czasu oddzialywania

poszczegbdlnych buforéw na badane komorki bakteryjne, pozwolito catkowicie usuna¢ z nich



powierzchniowe $luzy (H1, Przewodowski 1 Przewodowska, 2017). Nowoopracowanym
antygenem immunizowano kroliki, stosujac nisko inwazyjny adjuwant Gerbu 100,
pozwalajacy na zwigkszenie odpowiedzi immunologicznej zwierzecia (Ball 1 in., 1993).

Uzyskane poliklonalne IgG krolicze, skierowane na komorki bakteryjne bez §luzu
charakteryzowaty si¢ wysokim powinowactwem w stosunku do badanych szczepow bakterii
Cms, przy jednoczesnym stabym oddzialywaniu z innymi bakteriami. Przeciwciata te, nie
reagowaly z zadnym innym z badanych patogenow ziemniaka poza bakteriami Cms. Dla
porownania przeciwciata skierowane na bakterie pokryte Sluzem znakomicie wykrywaty
wszystkie szczepy Cms, jednakze cechowaly si¢ jednoczesnie oddzialywaniem
niespecyficznym w stosunku do innych badanych patogendéw ziemniaka Pseudomonas
fluorescens oraz Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum, cO czyni je
nieuzytecznymi w diagnostyce serologicznej. Wedlug Miller (1984) oraz Kokoskowa i
Pankova (1998 1 2002) Pseudomonas fluorescens jest bakterig bardzo czgsto dajaca reakcje
krzyzowe w diagnostyce serologicznej bakterii Cms. Stwierdzono ponadto, iz zaden z
badanych, dostepnych komercyjnie zestawow (Loewe, Agdia, Adgen) nie wykrywa
wszystkich szczepow bakterii Cms. Komercyjny zestaw z firmy Loewe, bazujacy na
wykorzystaniu przeciwciat poliklonalnych, nie wykrywat az 5 sposrod 29 badanych szczepow
Cms 1 wykryt tylko jeden szczep z grupy niemukoidalnych (szczep 527). Lepsze cechy
wykazaly w tym wzgledzie zestawy z przeciwciatami monoklonalnymi z firmy Agdia oraz
przeciwcialami poliklonalnymi do PTA-ELISA z firmy Adgen, ktore nie wykryly tylko
dwoéch z dwudziestu dziewigciu badanych szczepow Cms.

Podsumowujac, sposrod badanych komercyjnie dostepnych zestawow opartych zaréwno
o mono- jak 1 poliklonalne przeciwciata anty-Cms, zaden nie wykrywat w 100% wszystkich
badanych szczepow Cms. Najlepsze rezultaty uzyskano, stosujgc nowoopracowane w ramach
wynalazku H1 IgG poliklonalne skierowane na bakterie Cms pozbawione $luzow. Wykrywaty
one wszystkie badane szczepy Cms niezaleznie od stopnia ich mukoidalnosci. Opracowanie
tego typu przeciwciat charakteryzujacych si¢ jednocze$nie szerokim spektrum dzialania i
niereagujacych niespecyficznie z innymi patogenami ziemniaka pozwolilo na konstruowanie
nowych testow immunodiagnostycznych do identyfikacji tej bakterii. Szybkie, czule,
specyficzne testy immunodiagnostyczne cieszg si¢ ciggle zainteresowaniem 1 beda rozwijaly
si¢ w przysztosci (Danks 1 Barker, 2000). Wytworzenie nowych przeciwciat poliklonalnych
do wykrywania bakterii Cms, charakteryzujacych si¢ relatywnie wysoka specyficznoscig
wskazuje nowy kierunek, ktéry pozwala na opracowanie serologicznego sposobu wykrywania

bakterii skrajnie zr6znicowanych mukoidalnie.



Kolejnym etapem badan bylo opracowanie metod stuzacych izolacji 1 identyfikacji
bakterii Cms z prob srodowiskowych.
Pomimo wielu lat badan nie opracowano odpowiednich rozwigzan diagnostycznych
pozwalajacych na skuteczng, przyzyciowa izolacje oraz wysoce specyficzng identyfikacje
uzyskanych komorek bakterii Cms z tego typu prob. Réwniez zalecane obecnie przez EPPO
metody diagnostyczne nie daja takich mozliwosci. Bazujg one gldéwnie na zageszczaniu
bakterii poprzez wirowanie komoérek w polu sity odsrodkowej lub filtracje na filtrach
antybakteryjnych zawiesiny bakteryjnej (OEPP/EPPO 2006). Skutkiem tego jest koncentracja
komorek Cms wraz z innymi zanieczyszczeniami znajdujgcymi si¢ w badanej probcee.
Wynalazki przedstawione w ramach prezentowanego osiagniecia naukowego (H2,
Przewodowski, 2013; H3, Przewodowski, 2013; H4, Przewodowski, 2013) obejmujg
skuteczne rozwigzania dotychczasowych problemow z diagnostyka bakterii Cms z préob

srodowiskowych.

Wiele ze wspomnianych powyzej probleméw z izolacja 1 identyfikacja Clavibacter
michiganensis ssp. sepedonicus rozwigzano przy pomocy opracowan metodycznych w
ramach pierwszego z wynalazkoéw stanowigcych czes¢ dzieta (H2, Przewodowski 2013).

Wynalazek ten zawiera sposéb wykrywania obecnosci bakterii Cms z wykorzystaniem
membran poliwgglanowych oplaszczonych miejscowo przeciwciatami. Jego zasada dziatania
polega na tym, ze analizowang, potencjalnie zawierajacg bakterie Cms probe (np. ekstrakt z
tkanki bulw lub roslin ziemniaka) zawiesza si¢ w roztworze buforowym.Tak uzyskang
mieszanin¢ filtruje si¢ przez membrang, na powierzchni ktorejmiejscowo osadzono, za
pomoca polimeru, przeciwciala anty-Cms opracowane na potrzeby tego badania. Sposob
konstrukcji testu 1 zastosowanie wysoce specyficznych przeciwciat pozwala na szybkie i
wysoce selektywne wigzanie jedynie komorek Cms, z jednoczesng mozliwos$cig usunigcia
pozostatych zanieczyszczen obecnych w badanej probie. Te ostatnie, stanowigce komponenty
ekstraktu 1 komorki innych mikroorganizméw srodowiskowych, jako nie rozpoznane przez
przeciwciala, zostaja usunigte przeptywajac przez pory w membranie. Na etapie oceny
dziatania wynalazku, wykazano wysoka skuteczno$¢ immobilizowanych na powierzchni
polimeru przeciwcial anty-Cms.

Jednym z najwazniejszych rozwigzan w ramach wynalazku bylo opracowanie
odpowiednich warunkow buforowych, ktore z jednej strony pozwolity na zachowanie

odpowiedniej sily jonowej, niezbednej do skutecznego dziatania IgG (rozpoznania i wigzania



epitopow na powierzchni bakterii), a z drugiej strony nie powodowaty utraty zywotnosci
badanych komorek.

Rownie istotne bylo uzyskanie odpowiednich wiasciwosci potprzepuszczalnej matrycy
poliwegglanowej pozwalajace uzyska¢ wysoka skuteczno$¢ immunokoncentracji i usunigcie
zanieczyszczen. Poliweglan, z ktérego wykonana jest membrana charakteryzuje si¢ niska
reaktywnos$cig chemiczng 1 stosunkowo duzg odpornoscig fizyczng, natomiast srednica poréw
membrany jest kilkukrotnie wigksza od bakterii i komponentow ekstraktu. Wilasciwosci te
umozliwiaja szybka i skuteczng filtracje wynikajaca z dobrej przepustowosci membrany oraz
niskiej niespecyficznej sorpcji zanieczyszczen do jej powierzchni.

Ujemng strong stosowanego poliwegglanu, podobnie jak innych materialdow o niskiej
reaktywnos$ci chemicznej, jest brak mozliwosci bezposredniego umieszczenia przeciwciat na
jego powierzchni. Dlatego, w ramach osiggniecia naukowego, konieczne bylo znalezienie
sposobu, ktéry pozwolitby na trwalg, kowalencyjng immobilizacj¢ badanych IgG na
powierzchni membrany.

Przydatne okazalo si¢ do$wiadczenie zdobyte na stazu w firmie biotechnologiczne;]
Sartorius, na ktérym zajmowatem si¢ modyfikacja chemiczng powierzchni membran. Prace
wykonywatem woéwczas na membranach z regenerowanej celulozy, bogatych w reaktywne
chemicznie grupy aminowe i aldehydowe, ktore pozwalaly na stosunkowo latwe wigzanie do
powierzchni membrany makroczasteczek biologicznych, typu enzymy 1 przeciwciala. Z
drugiej jednak strony rozbudowana przestrzennie, kilkunastowarstwowa struktura membrany
oraz wysoka zawarto$¢ grup chemicznych powodowata wigzanie wielu zanieczyszczen, co
spowodowalo, ze uzycie tej membrany w diagnostyce Cms okazato si¢ zbyt ryzykowne.
Dlatego w ramach osiggnigcia zastosowano niereaktywng chemicznie membrang
poliwgglanowg oraz opracowano nowy sposob modyfikacji powierzchni przy uzyciu polimeru
aniliny bogatego w grupy aminowe oraz laczenia kowalencyjnego uzyskanego polimeru
aldehydem glutarowym lub nanoczasteczkami koloidu zlota. Zastosowany uktad poliweglan —
polianilina - IgG, pozwolil na izolacje wszystkich badanych szczepéw Cms, niezaleznie od
stopnia mukoidalno$ci. Z drugiej strony wysoka specyficznos¢ zastosowanych IgG
charakteryzujaca si¢ brakiem oddzialywan krzyzowych z komponentami ekstraktu 1 sluzow
innych bakterii, pozwala na tatwe pozbycie si¢ zanieczyszczen z badanej proby.

Sam sposob polimeryzacji aniliny w momencie opracowania rozwigzania byt znany (Y
Wei 1 in., 1989; Stejskal 1 in., 1999), jednak nie stosowano go natomiast do modyfikacji
membran poliweglanowych, ktore byly woéwczas nowoscig. Opracowany w ramach

wynalazku sposob polimeryzacji pozwolil na miejscowa aktywacje matrycy poliwgglanowe;j



polimerem. To z kolei, po stosowaniu aldehydu glutarowego lub nanoczgsteczek zlota jako

facznika IgG, umozliwilo chemicznie trwale mocowanie przeciwciat doktadnie w miejscu

tych modyfikacji. Niewatpliwg =zaleta takiego rozwigzania jest szybka 1 selektywna

koncentracja komorek bakterii Cms z duzej objetosci badanej proby na malej powierzchni i

przez to zwigkszenie czutosci detekcji.

Opracowany sposob pozwala dalej analizowa¢ na kilka sposobow immunoputapkowane
na powierzchni membrany komorki Cms:

1. Pierwszy sposob to bezposrednia wizualna analiza badanych bakterii Cms pod
mikroskopem klasycznym lub epifluorescencyjnym, po uprzednim wybarwieniu
powierzchni tych komorek odpowiednio koniugatem przeciwciat anty-Cms ze zlotem
koloidalnym lub barwnikiem fluorescencyjnym.

2. Drugi, nieco bardziej czasochlonny sposob, ktoéry pozwala uzyska¢ wyzsza czulosé
detekcji, to identyfikacja przyzyciowa, poprzedzona etapem biowzbogacania, polegajaca
na umieszczeniu 1 inkubacji membrany strong aktywng bezposrednio na podlozu
mikrobiologicznym 1 w ten sposéb namnozeniu bakterii Cms do dalszych badan.
Uzyskany, skoncentrowany i czysty izolat Zywotnych komorek mozna tatwo analizowac
dowolng technika EPPO (testem IF, PCR lub przyzyciowym na roSlinie
bioindykatorowej) bez ryzyka uzyskania wyniku fatszywie negatywnego.

Opracowana w ramach wynalazku metoda jest szybka, prosta 1 funkcjonalna. Umozliwia
zarOwno przyzyciowa, jak 1 wizualng - mikroskopowg ocen¢ morfologii identyfikowanych
komorek bakteryjnych. Uniwersalno$¢ opracowanego testu pozwala rowniez na diagnostyke
chor6b powodowanych przez inne patogeny po zastosowaniu przeciwcial ukierunkowanych

na danego patogena.

Kolejnym, opracowanym w ramach prezentowanego osiggni¢cia rozwigzaniem jest
zestaw inkubacyjny do wykrywania 1 przyzyciowego izolowania wybranych bakterii (H3,
Przewodowski 2013).

Zasada dzialania zestawu polega na tym, ze probe zawierajacg badane bakterie Cms (np.
ekstrakt z tkanki z ro$lin 1 bulw ziemniaka, gleby, wody), zawiesza si¢ w roztworze
buforowym 1 inkubuje w naczyniu z aktywowanym miejscowo immunopodlozem. W trakcie
inkubacji dochodzi do kontaktu bakterii z przeciwcialami znajdujagcymi si¢ na powierzchni
polimeru. Wskutek wysokiej specyficznosci przeciwciat anty-Cms, rozpoznane i wylapane z

roztworu zostaja jedynie komodrki Cms, natomiast inne drobnoustroje, jak rowniez pozostale



komponenty 1 zanieczyszczenia w probie zostajg skutecznie usunigte podczas etapu plukania.

Aby zapobiec przypadkowemu osadzaniu si¢ zanieczyszczeh oraz innych mikroorganizmow

mogacych zafalszowa¢ wynik analizy, naczynia do inkubacji wykonano z nisko reaktywnych

chemicznie materiatlow, jak polistyren, polietylen, poliweglan czy szklo. Z kolei umieszczenie
przeciwcial w $cisle okreslonym miejscu 1 na bardzo matej powierzchni naczynia pozwala
wytapa¢ bakterie Cms z duzej objetosci 1 silnie je skoncentrowaé. Przy bardzo duzych
objetosciach istotne jest, aby znajdujace si¢ na powierzchni polimeru przeciwciata
charakteryzowaly si¢ jak najwyzsza efektywnoscig 1 byly skierowane nie w sposob
przypadkowy, ale strong aktywna w kierunku antygenu. Ukierunkowany sposob
immobilizacji uzyskano poprzez oksydacje grup karboksylowych przeciwciat oraz
kowalencyjne wigzanie z grupami aminowymi polimeru poprzez redukcje/stabilizacje wigzan

przy pomocy NaCNBH4. Rozwigzanie to pozwolito znacznie zwigkszy¢ czulo$¢ reakcji a

przez to skroci¢ czas wykonania analizy.

Podobnie jak w przypadku wynalazku H2, zestaw inkubacyjny pozwala na potwierdzenie
obecnosci immunoputapkowanych komorek Cms na kilka sposobow:

1. Pierwszy sposdb umozliwia obserwacje 1 analiz¢ morfologii immunoputapkowanych
komorek Cms na podlozu lub jego fragmencie umieszczonym pod mikroskopem
klasycznym po uprzednim wybarwieniu komorek koniugatem przeciwciat anty-Cms ze
zlotem koloidalnym lub znacznikiem enzymatycznym (np. fosfatazg alkaliczng). Po
przeprowadzeniu reakcji enzymatycznej z substratem (BCIP/NBT) uzyskuje si¢
nierozpuszczalny produkt na powierzchni wytapanych komorek bakterii.

2. Istnieje roéwniez mozliwos¢ obserwacji immunopulapkowanych bakterii pod
mikroskopem epifluorescencyjnym po uprzednim wyznakowaniu tych komorek
koniugatem  przeciwciat anty-Cms z  odpowiednim  fluorochromem  (np.
indokarbocyjaning, fluoresceing lub kropkami kwantowymi). W tym przypadku
wykorzystuje si¢ nie tylko wlasciwosci fizykochemiczne polianiliny jako podloza dla
IgG, ale roéwniez jej wlasciwosci optyczne. Polimer ten posiada bowiem zdolno$¢
wytlumiania $wiatta UV wzbudzajacego swiecenie fluorochromu, ktorym wyznakowane
sg bakterie. Uzyskany obraz staje si¢ przez to bardziej kontrastowy. Standardowo do tego
celu stosuje si¢ albo ciemne (czarne) podioze oraz odpowiedni filtr.

3. Opracowany zestaw daje roéwniez mozliwos¢ identyfikacji  przyzyciowej
immobilizowanych komorek Cms. Zoptymalizowane warunki buforowe oraz odpowiedni
sposob usuwania (desorpcji) Cms z powierzchni immunosorbentu, pozwalaja na

zachowanie zywotnosci badanych komorek. Do desorpcji komoérek zastosowano silnie



alkaliczny bufor (np. 0,1M roztworu glicyna-NaOH pH 10,5), ktory zmniejsza site
wigzania przeciwciato-antygen i1 uwalnia bakterie z powierzchni immunosorbentu. To z
kolei umozliwia wykonanie posiewu na podlozu wzrostowym i namnozenie badanych
komorek. Uzyskanie zywotnych komorek i1 ich namnozenie ma ogromne znaczenie w
badaniu danego szczepu bakteryjnego w tescie patogenicznosci z udzialem roslin
indykatorowych, poniewaz pozwala stwierdzi¢, czy 1 jaki jest stopien zjadliwosci
(wirulencji) wyizolowanego szczepu bakteryjnego. Po namnozeniu uzyskany w ten
sposob czysty izolat Cms moze by¢ réwniez analizowany dowolng technikg zalecang

przez EPPO (testem IF, PCR) lub inng.

W porownaniu z zestawem do immunofiltracji opracowany zestaw nie wymaga
stosowania dodatkowych urzadzen i jest mniej wrazliwy na obecno$¢ komponentow i
zanieczyszczen obecnych w badanych prébach srodowiskowych. Ponadto, przez dowolnos¢ w
doborze pojemnosci naczynia, opracowany zestaw poza tkankami ros$linnymi umozliwia
badanie rowniez prob takich, jak woda Srodowiskowa 1 gleba, charakteryzujacych sie
znacznie wigksza objetoscig oraz wysokim stopniem zanieczyszczenia. Przeprowadzone w
ramach wynalazku badania z udzialem innych patogenow ziemniaka, jak bakterie
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum oraz Pectobacterium carotovorum subsp.
atrosepticum, wykazaty wysoka przydatno$¢ opracowanego zestawu w izolacji 1 identyfikacji

tych bakterii z ekstraktoéw bulw ziemniaka.

Ostatni wynalazek stanowigcy czg$¢ osiagnigcia, to zestaw do wykrywania 1
przyzyciowego izolowania bakterii Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus Ww
analizowanej probce, szczegdlnie przydatny w identyfikacji bakterii Cms w prébach silnie
zanieczyszczonych o duzej objetosci. (H4, Przewodowski 2013)

Zasada dzialania zestawu polega na umieszczeniu w analizowanej probie (ekstrakcie z
gleby lub wodzie srodowiskowej), drobnoziarnistego immunosorbentu w postaci mikrosfer
oplaszczonych przeciwciatami anty-Cms, wytapywaniu bakterii Cms podczas inkubacji 1
powolnej dekantacji mikrosfer na dnie naczynia, w ktorym znajduje si¢ badany roztwor.
Wskutek wysokiej specyficznosci przeciwciat anty-Cms, rozpoznane i1 wylapane zostajg
jedynie bakterie Cms, natomiast inne drobnoustroje, jak réwniez pozostale komponenty i
zanieczyszczenia proby zostaja skutecznie usuniete podczas etapu phukania.

Wynalazek ten, w odrdéznieniu od dwodch poprzednich, umozliwia izolacj¢ bakterii Cms
rownoczesnie z calej objetosci badanej proby. Podejmowane dotychczas przez firmy

komercyjne proby opracowania i wdrozenia zestawow do izolacji Cms z calej objetosci proby



przy wykorzystaniu zltoza magnetycznego okazaly si¢ malo skuteczne - z uwagi na brak
odpowiednio specyficznych przeciwciat oraz niskg trwalo$¢ matrycy magnetycznej.
Natomiast stosowanie proponowanych przez EPPO, opisanych wcze$niej sposobow izolacji
Cms powoduje pozostawanie duzej iloSci zanieczyszczen izolowanych wraz z bakteriami
Cms. Kluczowym rozwigzaniem okazalo si¢ zastosowanie, opracowanego w ramach
wynalazku H3, ziarnistego immunosorbentu charakteryzujacego si¢ odpowiednig trwatoscia i
rozbudowang powierzchnig sorpcyjna, co umozliwito szybkie 1 specyficzne wydzielenie
komorek Cms z duzej objetosci silnie zanieczyszczonych prob.

Jako podioze do izolacji uzyto komercyjnie dost¢pne mikrosfery dekstranu, powszechnie
stosowane w chromatografii kolumnowej jako Sephadex (Bilkova et al., 1997; Kaseda et al.,
2001; Karmarkar et al., 2006). Pomimo wielu korzystnych witasciwosci fizykochemicznych
dekstranu, sam material jako hydrozel ma maly ci¢zar wlasciwy 1 bardzo dlugo utrzymuje si¢
w roztworze. To z kolei uniemozliwia bezposrednie wykorzystanie mikrosfer dekstranu jako
immunopodioza do izolacji komodrek bakterii z silnie zanieczyszczonych préb o duzej
objetosci 1 gestosci. Konieczne bylo zatem, znalezienie sposobu pozwalajacego z jednej
strony na zwigkszenie cigzaru wlasciwego mikrosfer, a z drugiej na uzyskanie powierzchni
zdolnej do trwatego, kowalencyjnego osadzania przeciwciat na ich powierzchni. Pomimo
powszechnosci stosowania mikrosfer dekstranowych, zaden z dotychczasowych sposobow
modyfikacji nie pozwalat na osiggnigcie obu parametréw jednoczesnie.

Efekt ten uzyskano stosujac opracowany wg. niniejszego wynalazku sposob chemicznej
modyfikacji dekstranu (poprzez aminosilanizacj¢, aktywacj¢ aldehydem glutarowym i
chitozanem lub aminocysteing) oraz kowalencyjnego osadzania koloidu zlota i przeciwciat
anty-Cms na jego powierzchni.

Szczegblnie istotne okazato si¢ opracowanie 1 wykorzystanie nanoczasteczek koloidu
zlota, ktorych obecno$¢ na powierzchni mikrosfer pozwolila znacznie zwigkszy¢
powierzchni¢ sorbcyjng podloza, data mozliwo$¢ ukierunkowanego unieruchomienia
przeciwcial oraz nadata odpowiedni cigzar ziarnom dekstranu. To rozwigzanie pozwala na
chwilowe, kilkuminutowe utrzymanie mikrosfer w badanym roztworze i nast¢pnie ich
dekantacje na dnie naczynia, co znacznie upraszcza i usprawnia uzyskanie czystych izolatow
Cms, bez konieczno$ci stosowania dodatkowych urzadzen 1 procedur zalecanych przez
EPPO.

Opracowana w ramach wynalazku metodyka pozwala na  diagnostyke
immunokoncentrowanych na powierzchni mikrosfer komorek Cms kilkoma sposobami.

Pierwszy sposob to analiza immunoenzymatyczna po uprzednim zastosowaniu koniugatu



przeciwcial anty-Cms z enzymem (np. peroksydaza, alkaliczng fosfataza, lub innym), ktéry
po zastosowaniu odpowiedniego substratu, w przypadku obecnosci komorek Cms na
powierzchni mikrosfer pozwala uzyska¢ barwny produkt reakcji immunoenzymatycznej.
Natomiast wykorzystanie wtasciwosci dekstranu oraz opracowanie odpowiednich warunkéw
podczas izolacji pozwala zachowa¢ zywotno$¢ 1 wykona¢ identyfikacje przyzyciowa
izolowanych komoérek Cms. Etap biowzbogacania, pozwalajacy na namnozenie komorek Cms
do dalszych badan, nastepuje poprzez umieszczenie 1 inkubacj¢ mikrosfer bezposrednio na
mikrobiologicznym podlozu wzrostowym. Namnozone 1 zywotne komodrki Cms mozna
analizowa¢ po =zastosowaniu koniugatu przeciwcial anty-Cms ze zlotem koloidalnym,
enzymem lub fluorochromem, jak réwniez dowolng technika EPPO (testem IF, PCR lub
przyzyciowym na roslinie bioindykatorowej), bez ryzyka uzyskania wyniku falszywie
negatywnego.

Czulo$¢ testu immunoenzymatycznego 1 przyzyciowego z wykorzystaniem ziaren
dekstranu optaszczonych nanoczasteczkami koloidu zlota wynosita odpowiednio 500 i1 50
jtk/ml w przypadku wykrywania Cms. Z kolei zmiana na powierzchni dekstranu przeciwcial
anty-Cms na przeciwciatla skierowane na gram-ujemne bakterie Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum, pozwolito na detekcje komorek sprawcy mokrej zgnilizny
ziemniaka metodg immunoenzymatyczng. Udowodniono tym samym uniwersalno$¢ i
przydatnos¢ wynalazku w 1zolacji 1 identyfikacji innych patogenéw bakteryjnych w ekstrakcie

z bulw ziemniaka.



Podsumowanie
Podsumowujac warto zaznaczy¢, ze opracowane w ramach opisanego osiggnigcia

rozwigzania pozwalaja zredukowa¢ aktualnie wystepujace problemy z izolacjg 1 identyfikacja

sprawcy bakteriozy pierscieniowej z prob srodowiskowych.

Jednym z najwazniejszych dokonan osiggnigcia byto opracowanie wysoce specyficznych
poliklonalnych przeciwcial anty-Cms 1aczacych w sobie cechy zaro6wno wysokiej
specyficznosci przeciwciat monoklonalnych, jak 1 wysokiej czulosci przeciwciat
poliklonalnych (H1, Przewodowski 1 Przewodowska, 2017). Polaczenie tych wlasciwosci
pozwolito na detekcje komorek bakterii Cms niezaleznie od stopnia ich mukoidalnos$ci oraz
uniknigcie niespecyficznych oddzialywan =z innymi bakteriami 1 komponentami

zanieczyszczen znajdujacych si¢ w badanych prébach srodowiskowych.

Kolejnym waznym etapem bylo opracowanie materiatdw, warunkéw izolacji 1 metod
identyfikacji komorek bakteryjnych opisanych w trzech prezentowanych wynalazkach (H2,
Przewodowski, 20135 H3, Przewodowski, 2013; H4, Przewodowski, 2013). Zastosowanie
przeciwcial w opracowaniu immunosorbentow na powierzchni struktur porowatych
(membran), naczyh (szalek) lub mikrosfer umozliwilo szybka 1 wysoce specyficzng
koncentracje komorek bakterii Cms na malej powierzchni z duzej objetosci badanej proby, z
jednoczesng  eliminacja  innych  komorek  bakteryjnych  porastajacych  podloza
mikrobiologiczne dla Cms oraz substancji, ktorych obecnos¢ w testach typu PCR oraz IF

niesie wysokie ryzyko zafatlszowania wyniku.

Opracowane rozwigzania pozwalaja na identyfikacje immunopulapkowanych komoérek
Cms na wiele sposobow. Jednym z nich jest bezposrednia, wizualna analiza morfologii
immunopulapkowanych  komoérek  bakterii pod mikroskopem klasycznym  lub
epifluorescencyjnym, po uprzednim wybarwieniu powierzchni tych komoérek odpowiednio
koniugatem przeciwciat anty-Cms ze zlotem koloidalnym, enzymem Iub barwnikiem
fluorescencyjnym. Sposobem nieco dluzszym, ale pozwalajacym uzyska¢ wyzsza czulos¢
detekcjijest identyfikacja przyzyciowa poprzedzona etapem biowzbogacania.Pozwala ona na
uzyskanie czystego skoncentrowanego izolatu wysoce zywotnych komérek Cms do dalszych
badan. Uzyskany w ten sposob material mozna analizowaé stosujac koniugat przeciwciat
anty-Cms ze zlotem koloidalnym, enzymem lub fluorochromem Iub dowolng technikg EPPO
(testem IF, PCR lub przyzyciowym na roslinie bioindykatorowej) bez ryzyka uzyskania

wyniku falszywie negatywnego.
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5. Omoéwienie pozostalych osiggni¢¢ naukowo - badawczych.

Prace naukowo-badawcza rozpoczatem w 2001 roku pod kierunkiem dr hab. Jerzego
Lewosza na Wydziale Mechanicznym Politechniki Koszalinskiej. Gléwnym zagadnieniem
badawczym, ktérym si¢ wowczas zajmowatem bylo réznicowanie i identyfikacja odmian
ziemniaka przy pomocy technik biochemicznych 1 molekularnych. Realizowane prace
zwigzane byly z wykorzystaniem markerow biochemicznych oraz molekularnych
odpowiednio biatkowych inhibitorow trypsyny izolowanych metoda chromatografii
powinowactwa 1 analizowanych na podstawie elektroforezy poliakrylamidowej oraz
sekwencji DNA z bulw ziemniaka uzyskiwanych technikg ISSR-PCR (ang. Inter Simple
Sequence Repeat PCR) przy pomocy primerow intersatelitarnych typu AC i AG,
analizowanych technika elektroforezy agarozowej. Badania pozwolilty na opracowanie
szybkiej 1 specyficznej metodyki rdéznicowania i1 badania tozsamo$ci badanych odmian
ziemniaka 1 byly podstawg mojej pracy magisterskiej pt.: "ldentyfikacja jednorodnosci i
tozsamos$ci odmianowej ziemniaka przy pomocy markeréw biochemicznych 1 genetycznych",
ktora obronitem w 2001 roku z wynikiem bardzo dobrym.

Uzyskane wyniki majace potencjalnie duze znaczenie praktyczne, szczegélnie w
identyfikacji odmianowej ziemniaka, zostaly zaprezentowane podczas konferencji naukowo-

szkoleniowej (Przewodowski 1 in. 2006) oraz w formie publikacji (Przewodowski 1 in. 2007):

PUBLIKACIE:

1. Przewodowski W., Lewosz J., Treder K., Pilecki T., Barnyk A. 2007. Identyfikacja odmian ziemniaka
metoda elektroforetyczng. Biul. IHAR 243: 151-157.
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1. Przewodowski W., Lewosz J., Treder K., Pilecki T., Barnyk A. 2006. Identyfikacja odmian ziemniaka
metodami biochemicznymi. [W:] Nasiennictwo i ochrona ziemniaka. Konf. nauk-szkol. Kotobrzeg, 30-31
marca 2006. ITHAR ZNiOZ Bonin: 96.

Po obronie pracy magisterskiej, podjatem studia doktoranckie na Wydziale
Mechanicznym Politechniki Koszalinskiej. W poczatkowym okresie tj. od wrzesnia 2001 r.
do listopada 2002 r. prowadzilem badania w Katedrze Mikrobiologii. Dotyczyty one gldwnie
stosowania klasycznych technik mikrobiologicznych w  izolacji 1 identyfikacji
mikroorganizmow znajdujacych si¢ w zywnosci, jak rowniez patogenéw chorobotworczych
roslin, zwierzat 1 ludzi. Po przejsciu do Katedry Biochemii i Biotechnologii, moje badania
wzbogacone zostaly dodatkowo o szereg r6znych metod chemii 1 biochemii, jak roéwniez
technik bioanalizy 1 instrumentalnej analizy zZywnos$ci. Realizowane prace skupialy si¢ na
opracowywaniu sposobow wytwarzania oraz modyfikacji powierzchni nowego typu matryc

biosensorowych stuzagcych do budowy biosensorow wykorzystywanych w detekcji 1 analizie



mikroorganizmoéw. Wynikiem mojej pracy z tego okresu bylo m. innymi dokonanie dwoch
zgloszen patentowych na wynalazki dotyczace sposobu wytwarzania 1 modyfikacji bio-
membran (Przewodowski 1 Lewosz 2010a, 2010b). Badania te dotyczyly opracowania
nowych, aktywnych biologicznie, poOlprzepuszczalnych membran polifenolowych
powstajacych na bazie bton wiskozowych wskutek enzymatycznej kopolimeryzacji substancji
fenolowych z jednoczesng inkrustracjg aktywnych biologicznie czasteczek biologicznych.
Opracowane sposoby modyfikacji blony umozliwily kowalencyjne wigzanie do jej
powierzchni r6znych, biologicznie aktywnych czastek biologicznych (typu enzymy,
przeciwciala), pozwalajac tym samym na uzyskanie membrany aktywnej biologicznie.
Uzyskano w ten sposob szerokie potencjalne spektrum aplikacyjne opracowanych rozwigzan
w analizie laboratoryjnej, budowie biosensoréw, procesach z dziedzin biotechnologii,
technologii zywnos$ci 1 inzynierii Srodowiska. Mozliwosci wykorzystania wynalazkow
zaprezentowano na dwoch ogo6lnopolskich kongresach, tj. Biotechnologicznym w £odzi (2003
r.), Biochemii 1 Biologii Komorki w Olsztynie (2008 r.) (Lewosz 1 Przewodowski 2003,
Przewodowski 1 Lewosz 2008), oraz XXXVII Sesji Naukowej Komitetu Nauk o zywnosci
PAN, podczas ktorej praca zostala wyrdzniona przez komisj¢ ztozong z czlonkéw PAN za

innowacyjnos$¢, oryginalnos¢ oraz funkcjonalno$é¢ (Przewodowski 1 Lewosz 2006).

PATENTY:
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2. Przewodowski W., Lewosz J. 2006. Sposoby wytwarzania membran polifenolowych jako podtoza do
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306.

3. Przewodowski W., Lewosz J. 2008. The way of fabrication of polyphenolic membranes as functional
matrix for enzymes immobilization and their potential applications in production and food analysis.
(Poster) [In:] Session L. Biochemistry of Food and Nutrition of The Congress of Biochemistry and Cell
Biology, Olsztyn, Poland, September 7-11 2008, Abstracts, Acta Biochimica Polonica, 55(3): 280.

Jako beneficjent 11-miesiecznego stazu naukowego w ramach Programu Leonardo da
Vinci, uczestniczylem w badaniach realizowanych w firmie biotechnologicznej Sartorius
(Getynga, Niemcy), specjalizujacej si¢ w opracowywaniu i produkcji membran filtracyjnych.
Uczestniczylem woOwczas w badaniach wykonywanych w ramach migdzynarodowego
projektu AIMs (Methods for Material Performance and Evaluation) w 6 Programie Ramowym
UE, ktore polegaly na opracowaniu nowych i udoskonalaniu istniejagcych typdw membran

filtracyjnych stosowanych w oczyszczaniu bio-molekut (przeciwciat 1 innych bialek),



modyfikacji powierzchni tych membran, analizie instrumentalnej oraz wdrazaniu
opracowanych membran jako gotowych produktow na skale przemyslowa. Wykonywane
prace pozwolily mi na poznanie nowoczesnych technik modyfikacji powierzchni membran
oraz zdobycie doswiadczenia w zakresie modyfikacji chemicznej oraz biochemicznej matryc
filtracyjnych z regenerowanej celulozy i jej pochodnych. Wyniki opracowanych przeze mnie
podczas stazu rozwigzan zostaly wyrdznione przez kierownictwo dzialu za przydatnos¢ i
oryginalno$¢ oraz wdrozone do produkcji nowych membran stuzacych oczyszczaniu
czasteczek biologicznych o potencjalnym wykorzystaniu w medycynie, diagnostyce i
przemysle farmaceutycznym.

Rozpoczynajac studia doktoranckie, rownolegle jako wolontariusz rozpoczatem ponad
czteroletnig praktyke w Zakladzie Nasiennictwa i1 Ochrony Ziemniaka IHAR w Bonine.
Uczestniczagc w pracach realizowanych wowczas w Pracowni Serologii oraz Pracowni
Diagnostyki Molekularnej 1 Biochemii, wykonywalem badania, ktore dotyczyty
opracowywania przeciwcial poliklonalnych na wirusy ziemniaka oraz zestawoOw
immunologicznych do ich wykrywania. Pozwolilo mi to na zapoznanie si¢ z réznymi
technikami immunizacji zwierzat, oczyszczania przeciwciat z surowicy krwi oraz metodami
analizy jako$ci (miana 1 specyficzno$ci) uzyskanych przeciwcial Jednym z zadan bylo
opracowanie koniugatow uzyskanych przeciwcial z enzymami (np. alkaliczng fosfataza,
peroksydazg chrzanowa, itp.) pozwalajace na uzyskanie znacznikow immunoenzymatycznych
shuzacych wykrywaniu wirusoOw ziemniaka metoda ELISA. Po zatrudnieniu w styczniu 2006
roku, nadal uczestniczylem w pracach zwigzanych z diagnostyka wirusow, wykonujac m.
innymi zadania w ramach projektow badawczych, w tym z Postgpu Biologicznego w
Produkcji Roslinnej (PBWPR) MRiRW (2008-13) oraz NCN (2011-14). Wyniki prac zespotu
zaprezentowane zostaly podczas dwoch konferencji (Pilecki 1 in., 2006; Pilecki 1 in. 2007)
oraz w formie czterech publikacji (Treder 1 Przewodowski, 2009; Treder 1 in., 2009; Pilecki 1
in. 2009; Treder 1 in. 2015).
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2. Opracowanie procedury izolacji wirusow ro$linnych przy uzyciu membranowej chromatografii
jonowymienne;j”. 2011-2014. Projekt naukowy NCN nr N N310 728540. Gtowny wykonawca.
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Bazujac na doswiadczeniu zdobytym podczas prac zwigzanych z diagnostyka
wirusologiczng, rozpoczalem badania w kierunku immunodiagnostyki patogendéw
bakteryjnych ziemniaka, ze szczegdélnym uwzglednieniem kwarantannowych bakterii
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus, sprawcy bakteriozy pier§cieniowej ziemniaka. Z
uwagi na problemy z diagnostyka bakterii Cms opisane w autoreferacie, patogen wymagat
szczegblnego  podejscia metodycznego umozliwiajgcego  opracowanie = rozwigzan
diagnostycznych pozwalajacych unikng¢ wynikéw falszywych, towarzyszacych czgsto
zalecanym obecnie metodom detekcji Cms.

Jednym z waznych watkow badawczych bylo opracowanie odpowiednich przeciwciat
anty-Cms o wiekszej specyficznosci wzgledem szczepow Cms 1 nizszym oddzialywaniu
niespecyficznym z innymi patogenami ziemniaka oraz drobnoustrojami srodowiskowymi. W
tym celu opracowano 1 zastrzezono sposob uzyskiwania antygenu do immunizacji krélikow
oraz pozyskanie na jego podstawie przeciwciat anty-Cms. Efektem badan bylo przyznanie
dwoéch patentow UP RP (Przewodowski 1 Lewosz, 2012; Przewodowski 2012) oraz realizacja
pigciu projektow badawczych, tym trzech przyznanych przez Lokalng Komisje Etyczng (w
latach 2008, 2013 i 2018) oraz dwoch z PBWPR MNiRW (w latach 2008-13 i 2014-20).
Znaczna czgs¢ wykonywanych prac zwigzanych z opracowywaniem przeciwcial anty-
bakteryjnych skupia si¢ na poszukiwaniu i rozwoju nowych technik izolacji 1 podnoszenia
jakosci (czystosci, miana 1 specyficznosci) uzyskanych przeciwciat. Jednymi z technik
szeroko wykorzystywanych w prowadzonych badaniach sg techniki powinowactwa,
szczegbdlnie chromatografii kolumnowej oraz membranowej. Wyniki prac prezentowano na
trzech konferencjach (Barnyk i in. 2006; Przewodowski 1 Stochla, 2015; Przewodowski i
Przewodowska, 2017) oraz w formie czterech publikacji (Barnyk i1 in. 2008, Stochta i in.
2014; Stochta 1in. 2015 a i b).
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uzyskiwanych dwiema metodami do wykrywania Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus testem
DAS-ELISA. Progress in Plant Protection / Postepy w OchronieRo$lin 55: 352-357. DOI: 10.14199/ppp-
2015-060

4. Stochta W., Przewodowska A., Przewodowski W. 2015. Wykrywanie bakterii Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus przy uzyciu przeciwciat kréliczych uzyskiwanych dwoma réznymi sposobami. Prog.
Plant Prot. 55, 3: 352-357

PROJEKTY:

1. Wytwarzanie poliklonalnych przeciwcial kroliczych na patogeny ziemniaka oraz biatka roslinne". 2018-
2023. Projekt badawczy LKE nr 10/2018 realizowany na podstawie zgody Lokalnej Komisji Etycznej ds.
doswiadczen na zwierzgtach w Poznaniu. Kierownik.

2. Wytwarzanie przeciwciat poliklonalnych na patogeny ziemniaka i biatka roslinne". 2013-2017. Projekt
badawczy LKE nr 10/2013 realizowany na podstawie zgody Lokalnej Komisji Etycznej ds. doswiadczen
na zwierz¢tach w Szczecinie. Gléwny wykonawca.

3. Wytwarzanie przeciwcial poliklonalnych na patogeny ziemniaka”. 2008-2013. Projekt badawczy LKE nr
10/2008 realizowany na podstawie zgody Lokalnej Komisji Etycznej ds. do§wiadczen na zwierzgtach w
Szczecinie. Gtowny wykonawca.

4. Program Postep Biologiczny w Produkcji Roslinnej finansowany przez MRiRW. Okres trwania projektu
2008-2013, Projekt badawczy nr 4-3-00-6-01 pt.: ,,Opracowanie procedur i wytwarzanie materiatow
diagnostycznych do wykrywania Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus”. Wykonawca 2008-2010.
Kierownik 2011-2013.

5. Badania nad opracowaniem metod selektywnej izolacji oraz czulej identyfikacji bakterii Clavibacter
michiganensis ssp. sepedonicus w trudnych diagnostycznie probach srodowiskowych. 2014-2020. Projekt
badawczy MRiRW nr 4-3-00-6-01 pt.. realizowany w ramach programu Post¢pu Biologicznego w
Produkcji Roslinnej, IHAR-PIB Oddziat w Boninie. Kierownik.

KONFERENCIE

1. Przewodowski W., Stochta W. 2015. Oczyszczanie przeciwcial kroliczych metoda powinowactwa.
(Poster) [W:] Nasiennictwo i ochrona Ziemniaka, 48 Konferencja naukowo-szkoleniowa. Dzwirzyno, 13-
15 maja, Materiaty: 87.

2. Przewodowski W., Przewodowska A. 2017. Opracowanie nowej jakosci przeciwciatl poliklonalnych
wykrywajacych kwarantannowe bakterie Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus. (Prezentacja)
[W:] Nasiennictwo i Ochrona Ziemniaka, 50 jubileuszowa konferencja naukowo-szkoleniowa,
Dzwirzyno, 7-9 czerwca, Streszczenia: 37.

3. Barnyk A., Lewosz J., Treder K., Pilecki T., Przewodowski W. 2006. Zastosowanie chromatografii
tiofilnej w procesie produkcji zestawow diagnostycznych. (Poster) [W:] Nasiennictwo i ochrona
ziemniaka. Konf. nauk.-szkol. Kotobrzeg, 30-31 marca 2006. IHAR ZNiOZ Bonin: 95.

Poza diagnostyka immunologiczng, waznym elementem mojej dzialalnosci naukowej sa
dziatania majace na celu usprawnienie diagnostyki molekularnej bakteryjnych patogenow
ziemniaka. Dotychczasowe badania prowadzone w tym kierunku zwigzane byly z
opracowaniem roznych sposobdw izolacji kwaséw nukleinowych z prob srodowiskowych,
pozwalajacych na usunigcie inhibitorow hamujacych dziatanie polimeraz reakcji PCR,
badanie wptywu obecnosci Sluzow bakteryjnych zrdéznicowanych mukoidalnie bakterii Cms
na czuto$¢ testu PCR, badanie wptywu enzyméw litycznych na izolacje DNA oraz czulo$¢
testu PCR, jak rowniez opracowanie nowoczesnych metod izotermicznej amplifikacji kwasow
nukleinowych. Opracowane rozwigzania zaprezentowano na pigciu konferencjach

(Przewodowski 1 in. 2014 a i b; Salamonska 1 in. 2016; Salamonska i Przewodowski, 2017;



Salamonska 1 in. 2018) oraz w formie czterech publikacji (Chotuj i Przewodowski, 2014;
Przewodowski 1 in. 2014; Salamonska 1 in. 2016; Salamonska 1 Przewodowski, 2018).

PUBLIKACIE

1. Salamonska K. i Przewodowski W., 2018. Problem ze zwalczaniem i wystgpowaniem w Polsce bakterii
Ralstonia solanacearum — sprawcy $luzaka. Ziemniak Polski 2: 28-32.

2. Salamonska K., Stochta W., Przewodowski W. 2016. Nowoczesne metody diagnostyczne w identyfikacji
molekularnej bakterii kwarantannowych ziemniaka. Ziemniak Polski 4: 41-45.

3. Przewodowski W., Cholyj J., Przewodowska A. 2015. Wptyw réznych sposobdéw izolacji kwasow
nukleinowych z bakterii na czutos¢ testu PCR. Prog. Plant Prot. 55, 3: 321-326.

4. Choluj J., Przewodowski W. 2014. Technika PCR i jej modyfikacje w identyfikacji patogendéw
ziemniaka. Ziemn. Pol. 2: 40-45

KONFERENCIE

1. Salamonska K., Przewodowski W., Szarek D., Stochta W., Przewodowska A. 2018. Ocena obecnosci
Sluzéw bakteryjnych w diagnostyce molekularnej zréznicowanych mukoidalnie szczepoéw bakterii Cms.
(Prezentacja) [W:] 51 Konferencja naukowo-szkoleniowa '"Nasiennictwo i ochrona ziemniaka",
Dzwirzyno, 6-8 czerwca, IHAR-PIB ZNiOZ, Bonin, Streszczenia: 23

2. Salamonska K., Przewodowski W. 2017. Wplyw warunkow izolacji DNA na czuto$¢ testu molekularnego
w diagnostyce sprawcy bakteriozy pierscieniowej ziemniaka. (Prezentacja) [W:] 50 Konferencja
naukowo-szkoleniowa "Nasiennictwo i ochrona ziemniaka", Dzwirzyno, 7-9 czerwca, IHAR-PIB ZNiOZ,
Bonin, Streszczenia: 39

3. Salamonska K., Przewodowski W., Przewodowska A., Stochta W. 2016. Wptyw enzymow litycznych na
izolacjc DNA oraz czuto$¢ testu PCR w diagnostyce kwarantannowych bakterii ziemniaka. (P):
Nasiennictwo i Ochrona Ziemniaka. Konferencja naukowo-szkoleniowa. Dzwirzyno, 11-13 maja. IHAR,
ZNiOZ, Bonin: 72-73.

4. Przewodowski W., Chotuj J., Przewodowska A., Treder K. 2014. Detection of Clavibacter michiganensis
ssp. sepedonicus using Loop Mediatel Isothermal Amplification (LAMP). (Poster) [In:] Conference of
molecular Plant-Microbe Interactions by International Society of Molecular Plant-Microbe Interactions.
6-11.06.2014 Rodos, Grecja: P209.

5. Przewodowski W., Chotuj J., Przewodowska A., Treder K. 2014. Izotermiczna metoda amplifikacji
kwasow nukleinowych LAMP w nowoczesnej diagnostyce sprawcy bakteriozy pier$cieniowej ziemniaka.
(Referat) [W:] Nasiennictwo i ochrona ziemniaka. Konferencja naukowo-szkoleniowa. Dzwirzyno, 15-16
maja, IHAR-PIB ZNiOZ, Bonin, Streszczenia: 24-25.

Kolejnym zagadnieniem badawczym majacym na celu usprawnienie diagnostyki
bakteryjnych 1 wirusowych patogendéw ziemniaka bylo opracowanie nowoczesnych
materialow oraz niekonwencjonalnych metod stuzacych do izolacji 1 identyfikacji bakterii
Cms, pozwalajacych na szybsza i1 czulsza diagnostyke bakterii ziemniaka. W ramach
prowadzonych badan, opracowano takie materialy, jak polimery syntetyczne i naturalne,
nanoczgsteczki metali koloidalnych (m. in. zlota, srebra, miedzi 1 platyny), mikrosfery
krzemionkowe modyfikowane nanoczasteczkami koloidu zlota. Opracowane nanoczasteczki
stosowano zarowno jako podloze do przeciwcial, jak roéwniez jako marker (znacznik)
opracowanych przeciwcial. Jednym z wazniejszych etapéw badan bylo opracowanie nowych
sposobow chemicznej 1 biochemicznej modyfikacji powierzchni opracowanych materiatow.
Pozwolilo to na kowalencyjne 1 ukierunkowane osadzanie opracowanych przeciwcial na
powierzchni materialow dokltadnie w miejscu aktywacji podioza. Taki sposob mocowania
przeciwcial pozwala szybsze 1 bardziej efektywne dziatanie przeciwciat wzgledem badanego

antygenu (komorek bakterii, czasteczek wirusa, itp.).



Powyzsze badania realizowano w ramach dwoch projektow badawczych, PBwPR
projektu NCN (2008-11) i PBWwPR MRiRW (2008-13) oraz prezentowano na pigciu
konferencjach (Lewosz 1 in. 2005; Przewodowski 2012; Przewodowski 1 in. 2013;

Przewodowski 2013, 2017).

PROJEKTY

1. Optymalizacja nowych immunologicznych metod wykrywania bakterii Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus”. 2008-2011. Projekt badawczy NCN nr N N310 144235. Kierownik.

2. Opracowanie procedur i wytwarzanie materiatdw diagnostycznych do wykrywania Clavibacter
michiganensis ssp. sepedonicus”. 2008-2013. Projekt badawczy MRiRW 4-3-00-6-01. Wykonawca:
2008-2010. Kierownik 2011-2013.

KONFERENCIJE

1. Przewodowski W. 2017. Opracowanie innowacyjnych materiatdéw do izolacji i identyfikacji sprawcy
bakteriozy pierScieniowej ziemniaka z trudnych diagnostycznie prob srodowiskowych. (Prezentacja) [W:]
50 Konferencja naukowo-szkoleniowa "Nasiennictwo i ochrona ziemniaka", Dzwirzyno, 7-9 czerwca.

2. Przewodowski W. 2013. Modern diagnosis of Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus based on
colloidal gold as sensitive marker. (Presentation) [In:] Classical and molecular approaches in plant
pathogen taxonomy. Symposium, Warsaw, Poland, September 10-11, 2013. WULS-SGGW. Book of
Abstracts: 30.

3. Przewodowski W., Przewodowska A. and Treder K. 2013. Application of colloidal metal nanoparticles in
diagnosis of quarantine bacteria — Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus. (Poster) [In:] 10th
International  Congress of Plant Pathology. Pekin, Chiny. 24-31 wrzeénia 2013r
ActaPhytopathologicaSinica 43 (suppl.): 370.

4. Przewodowski W. 2012. Zastosowanie metali koloidalnych w diagnostyce wirusow. (Prezentacja) [W:]
XVI Sympozjum Sekcji Wirusologicznej Polskiego Towarzystwa Fitopatologicznego oraz XXXVIII
Konferencji Roboczej Wirusow Roslin Komitetu Ochrony Roslin PAN. Skierniewice, 18-19 wrzes$nia
2012: 33-34.

5. Lewosz J., Pilecki T., Przewodowski W. 2005. Nanoparticles as immunosorbents and markers for
detection of potato pathogens. (Poster) [In:] Meeting COST 853, Agricultural biomarkers for array-
technology. Sobieszewo June 19-21:56.

Jednym z najwazniejszych osiggnig¢ dotyczacych mojej dzialalnosci naukowo —
badawcze] jest opracowanie szeregu nowych metod 1 testow diagnostycznych stuzacych
wykrywaniu patogenow bakteryjnych ziemniaka. Do konstrukcji tych testow uzyto wczesniej
opracowane, wysoce specyficzne przeciwciata, ktore w zaleznosci od konstrukcji testu
umieszczano na odpowiednio zmodyfikowanych materiatach uzyskujac funkcjonalne podtoza
do szybkiej 1 wysoce specyficzne] izolacji komorek bakteryjnych. Odpowiedni sposéb
modyfikacji badanych materiatdw pozwolit na ukierunkowany sposéb osadzania przeciwcial,
strong aktywng przeciwciata w kierunku antygenu, co pozwolilo na szybka izolacje 1
identyfikacje patogendw ziemniaka z duzych objetosci, silnie zanieczyszczonych prob
srodowiskowych typu woda, gleba oraz ekstrakty z tkanek roslinnych. Opracowanie
odpowiednich sposobow modyfikacji powierzchni materialow umozliwilo uzycie tych
materiatow zar6wno w diagnostyce patogenow bakteryjnych, jak 1 wirusowych, natomiast
specjalna konstrukcja materiatow pozwala usuna¢ w jednym etapie wszystkie niechciane
zanieczyszczenia, jak inhibitory reakcji PCR, inne bakterie $rodowiskowe przerastajace

podioza mikrobiologiczne do namnazania Cms oraz komponenty tkanek roslinnych, ktore



zastaniajac pod mikroskopem badane komorki bakteryjne, dajg fatszywie negatywny wynik w
tescie IFAS. Zastosowanie immunopodlozy w opracowanych testach diagnostycznych
pozwala uniknag¢ tych trudnosci umozliwiajac dodatkowo zachowanie zZywotnosci
izolowanych komorek bakteryjnych. Izolacja zywych komorek bakterii ma bardzo wazne
znaczenie w przypadku koniecznosci prowadzenia badan dotyczacych patogenicznosci
badanego patogenu. Dodatkowym atutem opracowanych testow jest ich uniwersalnos¢,
charakteryzujaca si¢ mozliwoscig diagnostyki dowolnego patogenu, w zaleznosci od

Innowacyjno$¢ opracowanych testow zostata potwierdzona przyznaniem szcze$ciu
patentow, w tym czterech polskich (2013) i dwoch miedzynarodowych, odpowiednio
amerykanskiego (2014) 1 europejskiego (2016). Wynalazki byly prezentowane na
Migdzynarodowych Targach ,,BIO International Convention” w Chicago w 2010 roku,
natomiast wyniki badan prezentowano na pigciu konferencjach oraz w formie o$miu
publikacji.

Badania dotyczace weryfikacji opracowanych testow wykonatem w ramach projektu
LIDER (NCBiR), natomiast ochrong¢ patentowg uzyskatem dzigki realizacji projektu OPI
finansowanego z funduszy Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka (POIG).
Badania wykonane w ramach projektu LIDER pozwolily potwierdzi¢ funkcjonalno$¢ oraz
przydatno$¢ opracowanych rozwigzan w diagnostyce sprawcy bakteriozy pierScieniowej
ziemniaka. Opracowane wynalazki zostaly rowniez docenione zar6wno od strony naukowe],
jak 1 praktycznej na forum ogoélnopolskim w 2010 roku poprzez przyznanie 2 wyrdznieh w
dwoéch krajowych konkursach ,,Fundusze 1 Nauka” oraz ,Jako$¢ Roku 2010”. Ponadto za
realizowane prace zwigzane z dziatalno$cig naukowg oraz uzyskaniem patentow otrzymatem
dwie nagrody Dyrektora IHAR-PIB odpowiednio w 2009 12013 roku.

PATENTY

1. Przewodowski W. 2016. Immunological tests for the presence of bacteria which make use of antibodies
obtained using a specific method. Patent europejski przyznany przez EPO nr EP 2 205 735. Ochrona
patentowa na terenie Unii Europejskiej

2. Przewodowski W. 2014. Immunological tests for the presence of bacteria which make use of antibodies
obtained using a specific method. Patent amerykanski przyznany przez USPTO nr US 8,642,275 B2.
Ochrona patentowa na terenie USA.

3. Przewodowski W. 2013. Sposéb wykrywania obecnosci bakterii Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus w analizowanej probce. Patent UP RP nr P 213858. Ochrona patentowa na terenie Polski.

4. Przewodowski W. 2013. Sposéb wykrywania obecnosci bakterii Cms z wykorzystaniem membran
poliweglanowych zawierajacych immobilizowane przeciwciata. Patent UP RP nr PL 213857. Ochrona
patentowa na terenie Polski.

5. Przewodowski W. 2013. Zestaw inkubacyjny do wykrywania albo przyzyciowego izolowania
wybranych bakterii, Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus. Patent UP RP nr PL 213856. Ochrona
patentowa na terenie Polski.

6. Przewodowski W. 2013. Zestaw do wykrywania albo przyzyciowego izolowania bakterii Clavibacter
michiganensis ssp. sepedonicus w analizowanej probce. Patent UP RP nr PL 213855. Ochrona
patentowa na terenie Polski.



PUBLIKACIE

1.

2.

8.

Stochta W., Przewodowski W., Przewodowska A., Salamonska K. 2017. Immunodiagnostyczne metody
wykrywania i identyfikacji bakteryjnych patogenéw ziemniaka. Ziemniak Polski 1: 14-20.

Salamonska K., Stochta W., Przewodowski W. 2016. Nowoczesne metody diagnostyczne w
identyfikacji molekularnej bakterii kwarantannowych ziemniaka Ziemn. Pol. 2016, 4: 41-45
Przewodowski W., Barnyk A. 2010. Nowe metody diagnostyczne do wykrywania fitopatogennych
bakterii ziemniaka. Ziemn. Pol. 1: 33-38.

Przewodowski W., Barnyk A. 2009. Rapid test for identification of Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus. Prog. Plant Prot. 49, 2: 696-700.

Przewodowski W., 2009. Modern methods of diagnostics of Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus. Prog. Plant Prot. 49, 3: 1335-1343

Przewodowski W., Przewodowska A. 2015. New colloidal gold lateral flow strip for rapid detection of
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus. (Poster) [In:] 4th International Conference on Bio-Sensing
Technology, May 10-13, Lisbon ,Portugal: Book of Abstracts: P2.061.

Przewodowski W. 2010. Okreslenie zywotnoséci bakterii Cms w roznych mediach stosowanych w
metodach diagnostycznych. (Poster) [W:] XL Sesja Naukowa IOR — PIB, Poznan, 4-5 lutego 2010,
Streszczenia 50: 257.

Przewodowski W., Lewosz J., 2009. Szybki test do identyfikacji bakterii Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus.(Poster)[W:]XLIX Sesja Naukowa IOR — PIB, Poznan, 19-20 lutego, Streszczenia 49: 271.

PROJEKTY

1.

Nowe testy immunologiczne powszechnego stosowania wykrywajace bakterioze ziemniaka”. 2009-
2011. Projekt POIG nr POIG.01.03.02-14-013/08 realizowany w ramach Poddziatania 1.3.2 Osi
priorytetowej Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka, finansowany przez OPI. Kierownik.
Nowe narzedzie diagnostyczne o wysokiej czutosci i specyficznosci do wykrywania i identyfikacji
kwarantannowej bakterii Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus. 2012-2015. Projekt badawczy
LIDER nr Lider/28/199/L-3/11/NCBR/2012. Projekt NCBiR w ramach III edycji konkursu LIDER.
Kierownik

KONFERENCIE

1.

Przewodowski W. 2013. Nowy test diagnostyczny do identyfikacji kwarantannowej bakterii
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus.(Referat) [W:] Nasiennictwo i ochrona ziemniaka.
Konferencja naukowo-szkoleniowa. Dzwirzyno,16-17 maja, IHAR-PIB ZNiOZ,Bonin,Streszczenia: 38.
Przewodowski W. 2012. Wykrywanie zréznicowanych mukoidalnie szczepow bakterii Clavibacter
michiganensis ssp. sepedonicus w odniesieniu do testow przesiewowych zalecanych przez EPPO.
(Prezentacja) [W:] Nasiennictwo i ochrona ziemniaka. Konf. nauk.-szkol.. Dartéwko, 24-25 maja 2012.
IHAR - PIB ZNiOZ Bonin: 18-19.

Przewodowski W. 2011. Opracowanie i wykorzystanie testu paskowego typu LateralFlow w
diagnostyce bakteriozy pier§cieniowej ziemniaka. (Prezentacja) [W:] Nasiennictwo i ochrona
ziemniaka. Konf. nauk.-szkol.. Dartéwko, 19-20 maja 2011. IHAR - PIB ZNiOZ Bonin:40.
Przewodowski W. 2009. Szybki immunologiczny test do identyfikacji bakterii Clavibacter
michiganensis ssp. sepedonicus. (Prezentacja) [W:] Nasiennictwo i ochrona ziemniaka. Konf. nauk.-
szkol.. Dartowko, 21-22 maja 2009. IHAR ZNiOZ Bonin: 78.

Przewodowski W. 2009. Nowoczesne metody W diagnostyce bakterii
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus.(Prezentacja) [W:] XLIX Sesja Naukowa IOR — PIB,
Poznan, 19-20 lutego 2009, Streszczenia 49: 125.

NAGRODY | WROZNIENIA

1.

Nagroda Dyrektora Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin. Przyznana w 2014 roku pismem
Dyrektora IHAR-PIB Nr RN-23412014 z dnia 9 grudnia 2014r. za uzyskanie pigciu patentow w 2013
roku w Urzedzie Patentowym RP i jednego patentu w Urzedzie Patentowym USA w 2014 roku.

Tytut ,Jako$¢ Roku 2010”. Przyznany w 2011 roku w ogodlnopolskim konkursie projakosciowym
,,Jako§¢ Roku” przez Kapitule ztozong z ekspertow Polskiego Centrum Badan i Certyfikacji (PCBC) w
kategorii ,,Komercjalizacja badan” za projekt pt.:” Nowe testy immunologiczne powszechnego
stosowania wykrywajace bakterioze ziemniaka”.

Wyroznienie ,,Fundusze i Nauka” Przyznane w 2010 roku w ogdélnopolskim konkursie ,,Fundusze i
Nauka” za projekt pt.; ,,Nowe testy immunologiczne powszechnego stosowania wykrywajace
bakterioz¢ ziemniaka” realizowany w IHAR - PIB w ramach Poddziatania 1.3.2 Osi priorytetowe;j
Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka.

Nagroda Dyrektora Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin Przyznana w 2009 roku pismem
Dyrektora IHAR-PIB Nr D - 195/S/2009 z dnia 14 grudnia 2009r. za aktywno$¢, zaangazowanie i
wyrdzniajace wyniki w pracy naukowej w roku 20009.



1. Podsumowanie dorobku naukowego

Moj dorobek publikacyjny po uzyskaniu stopnia doktora obejmuje 28 pozycji, facznie z 4
pracami dotyczacymi osiggni¢cia naukowego (Tabela 1). Wérod nich 18 stanowig oryginalne,
opublikowane prace tworcze, z ktorych cze$¢ opublikowano w liczacych si¢ czasopismach
zagranicznych, jak American Journal of Potato Research, European Journal Plant Pathology
oraz PLOS One. Jestem autorem oraz wspotautorem 10 patentow o charakterze krajowym 1
migdzynarodowym. Wszystkie opracowane dotychczas wynalazki uznano za oryginalne,
czego efektem bylo przyznanie praw patentowych dla wszystkich dokonanych zgloszen, o
ktore aplikowatem. Wyniki realizowanych prac upowszechniatem réwniez uczestniczagc w
konferencjach naukowych, szkoleniach i1 seminariach. Po uzyskaniu stopnia doktora bratem
udziat facznie w 27 konferencjach naukowych, w tym 18 krajowych i 10 migdzynarodowych,
na ktorych wyglositem Iacznie 21 referatow 1  zaprezentowalem 22 postery. Jestem
beneficjentem dwoch stazy naukowych, w tym jednego (11-miesigcznego) zagranicznego
oraz jednego (6- miesiecznego) krajowego.

Przygotowalem 1 powadzilem 8 szkolen dla pracownikow PIORIN oraz producentow
ziemniakow, jak rOwniez 9 seminariow.

Pracowalem w 4 zespolach eksperckich oraz kierowalem zespotami badawczymi
uczestniczac w realizacji 12-tu projektéw krajowych i1 zagranicznych, w tym w szesciu jako
kierownik 1 o$miu jako wykonawca lub glowny wykonawca. Wazne znaczenie miata
realizacja projektow LIDER (NCBiR) oraz POIG (OPI), ktore pozwolity uzyska¢ wiele
cennego doswiadczenia 1 wiedzy w kierowaniu zespotami badawczymi 1 wlasciwej realizacji
projektow. Za aktywno$¢ naukowg 1 organizacyjng oraz realizowane projekty i patenty
uzyskatem lacznie 6 wyrdznien 1 nagrod.

Wykonywany charakter badan wymagal rowniez samoksztalcenia 1/lub zdobycia
odpowiednich kwalifikacji, czego efektem jest dotychczasowe uczestnictwo w 13 kursach
doszkalajacych w kraju i1 za granicg oraz zdobycie 7 zezwolen wymaganych w przypadku
prac badawczych z organizmami kwarantannowymi oraz zwierz¢tami laboratoryjnymi.
Aktualnie jestem czlonkiem 3 organizacji naukowych, szesciu sieci/konsorcjow badawczych,
Rady ds. Mlodych Naukowcow IHAR-PIB oraz Rady Doradczej Pomorskiego Osrodka
Doradztwa Rolniczego. 20 czerwca decyzja Rady Naukowej IHAR-PIB zostalem
promotorem pomocniczym w przewodzie doktorskim mgr M. Pietraszko przygotowujacej

prace na temat epidemiologii bakteriozy pier§cieniowej ziemniaka.



Tabela 1. Liczbowe zestawienie dorobku naukowego przed i po uzyskaniu stopnia doktora.

Liczba
Wyszczegolnienie Przed Po Razem
doktor. doktor.
Oryginalne opublikowane prace tworcze 1 18 19
(w tym na liscie Filadelfijskiego Instytutu Informacji Naukowej z IF)
Prace przegladowe i opracowania popularno-naukowo- - 9 9
upowszechnieniowe
Monografie (autor i/lub wspétautor) - 1 1
Zgloszenia patentowe i uzyskane patenty, w tym 4 15 19
» Zgloszenia i patenty krajowe 4(2i2) | 12(6i6) | 16(8i8)
¢ Zgloszenia i patenty miedzynarodowe y 3(1i2) 3(1i2)

Punkty za publikacje i patenty (wg MNiSW) ) {(Rok wyd) 33 506 539
Punkty za publikacje i patenty (wg MNiSW) (2016) 35 575 610
Impact factor publikacji (wg MNiSW) ) (Rok wyd) S 6,700 6,700
Impact factor publikacji (wg MNiSW) (2016) - 6,823 6,823
Liczba cytowania dla publikacji wg bazy WoS 13
Indeks Hirscha wg bazy WoS 1
Liczba cytowania dla publikacji wg bazy Google Scholar 20
Indeks Hirscha wg bazy Google Scholar 3
Prace badawcze i doniesienia opublikowane w 10 46 56
wydawnictwach z kongreséw i konferencji, w tym:

* recenzowane 3 12 15

¢ umieszczone w suplementach czasopism 1 4 5

e streszczenia 6 30 36
Wyktady i referaty wygloszone na seminariach i 14 48 62
konferencjach:

* miedzynarodowych ) 10 10

¢ ogolnopolskich 9 18 27

° nauczelniach i w innych jednostkach naukowych 3 12 15

* seminaria szkoleniowe 2 10
Czlonkostwo w organizacjach naukowych - 3 3
Czlonkostwo w radach naukowych i innych - 2 2
organizacjach poza naukowych
Granty ze srodkéw unijnych 1 2 3
Granty krajowe (kierowanie i/lub wykonawstwo}, w tym: 2 10 12

¢  ze Srodkéw MNiSW 2 3 5

s  zinnych $rodkéw - 7 7
Udzial w zespotach eksperckich i konkursowych (w tym
udziat w wykonaniu ekspertyz): - 4 4
Wykonane recenzje: - 11 11

Z uwagi na brak oddzialywania wspoélczynnika IF na patenty, w pozycjach dotyczacych patentéw nie zamieszczano jego wartosci.
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