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1. Imie i Nazwisko
Krzysztof Smietanka

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe - z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej

e Dyplom ukoniczenia studiéw na kierunku medycyna weterynaryjna, Akademia
Rolnicza (obecnie Uniwersytet Przyrodniczy) w Lublinie, 2000 r. lekarz
weterynaril

e Dyplom doktora nauk weterynaryjnych, Panstwowy Instytut Weterynaryjny -
Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach, 2007 r., tytut rozprawy doktorskiej:
»,Molekularna charakterystyka krajowych szczepow paramyksowiruséow ptakéw
serotypu 1”

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

e od 2000 r. - Panstwowy Instytut Weterynaryjny - Panstwowy Instytut Badawczy
w Putawach, Zaktad Choréb Drobiu

e od 2011 r. - Panstwowy Instytut Weterynaryjny - Panstwowy Instytut Badawczy
w Putawach, Zaktad Epidemiologii i Oceny Ryzyka

4. Wskazanie osiagniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) tytul osiagniecia naukowego/artystycznego

,Badania nad wystepowaniem, epidemiologia i patobiologia grypy ptakéw ze
szczeg6lnym uwzglednieniem zakazen wirusem H5N1”

b) (autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, nazwa wydawnictwa, rok wydania,
impact factor IF i punktacja MNiSW aktualna w roku publikaciji)

1. Smietanka K., Minta Z., Domanska-Blicharz K., Tomczyk G., Wijaszka T.. Avian
influenza H5N1 outbreak in a flock of mute swans in the city of Torun, Poland, in 2006.
Bull. Vet. Inst. Pulawy 2008, 52, 491-495.

IF=0,337, MNiSW =15 pkt

2. Smietanka K., Fusaro A., Domanska-Blicharz K., Salviato A., Monne I, Dundon W.G.,
Cattoli G., Minta Z.: Full-length genome sequencing of the Polish HPAI H5N1 viruses
suggests separate introductions in 2006 and 2007. Avian Dis. 2010, 54, 335-339.

IF=1,623, MNiSW = 32 pkt



3. Smietanka K., Pikuta A., Minta Z., Meissner W.: Evidence of persistence and multiple
genetic modifications of H7N7 low-pathogenic avian influenza virus in wild mallards in
Poland provided by phylogenetic studies. Avian Pathol. 2011, 40, 131-138.

IF=1,711, MNiSW = 32 pkt

4, Smietanka K., Minta Z., Wyrostek K., J6zwiak M., Olszewska M., Domanska-Blicharz K.,
Reichert M., Pikuta A., Habyarimana A., van den Berg T.: Susceptibility of pigeons to
clade 1 and 2.2 high pathogenicity avian influenza H5N1 virus. Avian Dis. 2011, 55, 106-
112.

IF=1,462, MNiSW = 32 pkt

5. Smietanka K., Minta Z., Wtodarczyk R., Wyrostek K., J6Zwiak M., Olszewska M., Minias
P., Kaczmarek K., Janiszewski T., Kleszcz A.: Avian influenza viruses in wild birds at the
Jeziorsko reservoir in Poland in 2008-2010. Pol ] Vet Sci. 2012,15, 323-328.

IF=0,565, MNiSW = 20 pkt

6. Smietanka K., Minta Z., Reichert M., Olszewska M., Wyrostek K., J6zwiak M., van den
Berg T.. Experimental infection of juvenile domestic and Canada geese with two
different clades of H5N1 high pathogenicity avian influenza virus. Vet Microbiol. 2013,
163, 235-241.

IF=3,327, MNiSW = 40 pkt

7. Olszewska M., Smietanka K!, Minta Z. Phylogenetic studies of H3 low pathogenic
avian influenza viruses isolated from wild mallards in Poland. Acta Vet Hung 2013, 3,
416-424

IF=1,173, MNiSW = 25 pkt
lautor korespondencyjny

Indywidualny wktad wspoétautoréw w powstanie w/w publikacji znajduje sie w
odpowiednich zatgcznikach do wniosku.

Sumaryczny wspo6tczynnik wptywu (IF) prac stanowigcych monotematyczny cykl:
10,198

Sumaryczna liczba punktow MniSW prac stanowigcych monotematyczny cykl: 196



c) omoOwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z
omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Grypa ptakéw (ang. avian influenza, Al) jest choroba zakazng wywotang przez
wirus z rodziny Orthomyxoviridae, rodzaj Influenzavirus A. Budowa antygenowa biatek
zewnetrznych - hemaglutyniny (HA) i neuraminidazy (NA) - stanowi podstawe podziatu
wiruséw Al na podtypy. Do chwili obecnej zidentyfikowano u ptakéw 16 podtypow HA
(H1-H16) i 9 podtypéw NA (N1-N9), wystepujacych w réznych kombinacjach (np. H5N1,
H1IN1, H13N6 itd.), a ptaki wolno Zzyjace nalezgce do rzedu blaszkodziobych i
siewkowych stanowia naturalny rezerwuar patogenu i pierwotne Zrédto zakazenia dla
drobiu. Zjadliwo$¢ AIV dla dzikich ptakéw jest zwykle niska (ang. low pathogenic avian
influenza, LPAI), natomiast u drobiu niektére wirusy podtypéw H5 i H7 moga ulegaé
mutacji do formy wysoce zjadliwej (ang. highly pathogenic avian influenza, HPAI) i
wywotywa¢ duze straty. Grypa ptakéw wywotana przez podtypy H5 i H7 podlega
obowiazkowi zgtaszania i zwalczania zar6wno w formie LPAI jak i HPAI, jednak
konsekwencje epidemiologiczne i ekonomiczne s3 nieporéwnywalnie wyzsze w
przypadku wysoce zjadliwej postaci choroby.

Z uwagi na duza zmiennos$¢ wirusa Al oraz dynamicznie zmieniajace sie
uwarunkowania w zakresie epidemiologii choroby u réznych gatunkéw ptakéw, celem
pracy, ktéra podjatem wspdlnie ze wspotpracownikami, byty badania nad grypa ptakow
w 3 aspektach:

1) epidemiologii zakazen wirusem wysoce zjadliwej grypy ptakéw (HPAI) H5N1 w
Polsce u drobiu i ptakéw dzikich - publikacje wymienione w p. 11 2

2) wystepowania wiruséw grypy w naturalnym rezerwuarze u ptakéw dzikich na
terenie kraju (publikacje 3, 5 i 7) oraz charakterystyki molekularnej wybranych izolatow
wirusa wykrytych u kaczek krzyzowek (Anas platyrhynchos) (publikacje 3 i 7)

3) wrazliwo$ci wybranych gatunkéw ptakéw (gesi domowe, bernikle kanadyjskie,
gotebie) na eksperymentalne zakazenie wirusem HPAI H5N1, w tym okre$lenia zakresu
i intensywnos$ci zmian anatomo-patologicznych i histopatologicznych, rozmieszczenia
wirusa w organizmie oraz jego siewstwa do srodowiska - publikacje wymienione w p. 4
i6

Glowne osiagniecia bedace rezultatem przeprowadzonych badan, wliczanych do
osiggniecia naukowego stanowiacego monotematyczny cykl publikacji:

L Wykazanie siewstwa wirusa grypy ptakéw H5N1 oraz serokonwersji u tabedzi
niemych nie wykazujqgcych objawoéw klinicznych choroby

Epidemia wysoce zjadliwej grypy ptakéow (HPAI) wywotana przez podtyp H5N1
wirusa objeta pod koniec 2003 r. duza cze$¢ Azji Potudniowo-Wschodniej, a w 2005
roku wirus pojawit sie w azjatyckiej czeSci Rosji, Kazachstanie, a nastepnie w Turcji,
Rumunii i Chorwacji (Sims i Brown, 2008). Od stycznia 2006 r. zaczeto obserwowac



masowe zachorowania i padniecia u ptakéw dzikich najpierw w Niemczech, a nastepnie
w innych panstwach Europy. Na poczatku marca 2006 r. rozpoznano pierwsze krajowe
przypadki zakazen H5N1 u 3 martwych tabedzi niemych znalezionych nad Wista w
centrum Torunia (Minta i wsp. 2007). Labedzie stanowily cze$¢ wiekszego stada,
liczacego 116 osobnikow, ktére zostaly zamkniete w specjalnie do tego celu
przygotowanej wolierze. Pie¢ dni po zamknieciu ptakéw w wolierze padt kolejny tabedz,
a badania narzadéw wewnetrznych potwierdzity u niego obecno$¢ wirusa H5N1.
Przeprowadzono szczeg6towe badania zywych tabedzi, od ktérych pobierano wymazy z
jamy ustno-gardtowej i kloaki (do badan metodami RT-PCR) oraz krew (do badan
serologicznych przy uzyciu metody ELISA, immunodyfuzji w Zelu agarowym oraz testu
hamowania hemaglutynacji - HI). Obecno$¢ materiatu genetycznego wirusa grypy
ptakéw wykryto u 32 tabedzi nie wykazujacych objawéw klinicznych choroby. Poziom
siewstwa byl jednak niski. Z kolei obecno$¢ przeciwcial typowo-specyficznych
wykazano metoda konkurencyjng ELISA (,competitive” ELISA) u ok. 90% ptakéw i
potwierdzono podtypowo-specyficznym testem HI dla antygenu H5 u ponad 70%
osobnikéw. U mniejszego odsetka tabedzi wykryto réwniez obecnos$¢ przeciwciat dla
podtypéw H1, H3, H7 i H9, chociaz przynajmniej w pewnym stopniu mogto to wynika¢ z
reakcji krzyzowych, gdyz test HI nie charakteryzuje sie wysoka swoistos$cig. Chociaz
tabedzie nieme s3 bardzo wrazliwe na zakazenie wirusem HPAI H5N1 w badaniach
eksperymentalnych (do 100% zachorowalno$ci i $miertelnosci) i sg réwniez uznawane
za ,ptaki wskaznikowe” (ang. ,sentinel birds”), u ktérych zwiekszona $miertelnos¢
powinna nasuwac podejrzenie obecnos$ci wirusa na danym obszarze, to wyniki
przeprowadzonych badan wtasnych wskazuja na dos$¢ niski odsetek $miertelnos$ci w
warunkach terenowych, co potwierdzajg inni autorzy. Dla przyktadu, podczas epidemii
w Czechach w stadzie 282 tabedzi padto tylko 12 osobnikéw (Nagy i wsp., 2007), a we
Francji nieco ponad 50 tabedzi ze stada liczacego ok. 800 ptakéw (Hars i wsp., 2008).
Z kolei w Wielkiej Brytanii w 2008 roku obecno$¢ wirusa H5N1 stwierdzono u 10
padtych tabedzi w stadzie liczacym kilkaset ptakéw. Przyczyny rozbieznos$ci pomiedzy
wynikami badan eksperymentalnych i obserwacji terenowych sa do$¢ ztozone, jednak
wyjasnieniem tego zjawiska, zaproponowanym w dyskusji do publikacji stanowigcej
efekt opisywanych badan, moze by¢ wczeéniejsza ekspozycja na zakazenie wirusem
grypy (najprawdopodobniej o niskiej zjadliwosci) i wyksztalcenia sie czesciowej
odpornosci krzyzowej na zakazenie HPAIV/H5N1. Opublikowane juz po6zniej wyniki
badan naukowcéw z Niemiec (Globig i wsp., 2009), Francji (Niqueux i wsp., 2010) i
Wielkiej Brytanii (Pybus i wsp., 2012) potwierdzajg, ze wsrod tabedzi niemych obecnos¢
seroreagentéw wystepuje w wysokim odsetku i przynajmniej czeSciowo wyjasnia
stosunkowo niska zachorowalno$¢ i $miertelno$¢ obserwowang w warunkach
terenowych.



1L Wykazanie, Ze krajowe przypadki zakazen wirusem wysoce zjadliwej grypy ptakéw
H5N1 u ptakéw dzikich i drobiu w 2006 i 2007 roku byly wywotane przez co
najmniej dwie niezalezne introdukcje réznigcych sie genetycznie wariantéw wirusa,
nalezgcych do linii azjatyckiej ,Qinghai”.

Wysoce zjadliwa grypa ptakéw wywotana przez podtyp H5N1 wystgpita w Polsce
dwukrotnie: w 2006 i 2007 roku (Minta i wsp., 2007; Smietanka i wsp., 2009). Ogétem w
okresie 5.03-7.05.2006 obecno$¢ wirusa potwierdzono u 64 ptakéw dzikich, gtéwnie
tabedzi niemych, ale réwniez u czapli siwej, tracza nurogesia i jastrzebia. Nie
odnotowano ognisk u drobiu. Z kolei na poczatku grudnia 2007 r. wirus H5N1 zostat
wykryty na 2 fermach indykéw w powiecie ptockim. Pomiedzy 1 a 22 grudnia 2007 r.
zarejestrowano ogétem 10 ognisk, w tym dziewie¢ u drobiu (oprécz indykéw réwniez u
kur niosek towarowych i kur w chowie przyzagrodowym) i jedno u ptakéw dzikich
utrzymywanych w azylu (bocian bialy i myszotéw zwyczajny). Koszty zwalczania
choroby, ktorej obecno$¢ wykryto ostatecznie w kilku powiatach znajdujacych sie na
terenie 2 wojewddztw: mazowieckiego i warminsko-mazurskiego, wyniosty ok. 12
milionéw ztotych (Smietanka i wsp., 2009). Podstawowym problemem naukowym jaki
pojawit sie w tym okresie bylo pytanie o geneze epidemii HPAI H5N1 z 2006 i 2007 r.
oraz o mozliwy zwigzek miedzy nimi.

Badania wykonano we wspétpracy naukowej z laboratorium referencyjnym ds.
grypy ptakéow Swiatowej Organizacji Zdrowia Zwierzat (OIE) w Legnaro (Wtochy) w
ramach konsorcjum naukowego Epizone, w ktérym bratem aktywny udzial. Badania
polegaly na wykorzystaniu techniki sekwencjonowania najpierw w celu okre$lenia
podstawowych markeré6w molekularnych dotyczacych zjadliwosci, adaptacji do
organizmu ptakéw i ssakéw oraz markeréw zwigzanych z lekoopornoscia, a nastepnie
ustalenia pokrewienistwa filogenetycznego pomiedzy wybranymi izolatami H5N1 z lat
2006 i 2007. Ogétem poddano sekwencjonowaniu genom 7 izolatow H5N1: 5 z 2006
roku (3 od tabedzi niemych, 1 od jastrzebia i 1 od tracza nurogesia) oraz 2 z 2007 roku
(1 od kurczat i 1 od myszotowa zwyczajnego), przy czym w wiekszosci przypadkow
uzyskano sekwencje obejmujacg od 90% do 100% ditugosci kazdego z genéw. W
pierwszej kolejnosci przeanalizowane zostaly markery molekularne determinujace
zjadliwo$¢, adaptacje do organizmu gospodarza oraz lekoopornosé. Rola markerow
molekularnych genomu wirusa grypy ptakéw zostata szczegétowo opisana w publikacji
przegladowej (Smietanka i Minta, 2011).

W wyniku przeprowadzonych badan wykazano, ze wszystkie izolaty wirusowe
byty wysoce zjadliwe, gdyz posiadaty liczne aminokwasy zasadowe (arginine i lizyne) w
miejscu ciecia hemaglutyniny (HA). Z kolei obecnos$¢ glutaminy w pozycji 238 i glicyny w
pozycji 240 biatka HA wskazuje na powinowactwo do receptorow a-2,3 kwasu
sjalowego, wystepujacych gtéwnie w nabtonku goérnych drég oddechowych u ptakéw (u
ludzi dominuja receptory kwasu sjalowego w konfromacji a-2,6). W neuraminidazie
(NA) stwierdzono obecnos¢ delecji 20 aminokwaséw, co sugeruje wzrost zjadliwosci dla
drobiu grzebigcego, jednak nie wykazano markeréw oporno$ci na oseltamivir,
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powszechnie stosowany lek przeciwwirusowy. Wykryta we wszystkich badanych
izolatach mutacja w pozycji 627 wirusowej polimerazy PB2, gdzie w miejsce
wystepujacego tam zwykle kwasu glutaminowego pojawila sie lizyna, jest markerem
zwiekszonej adaptacji i patogennosci dla ssakéw. W biatku NS1 wykazano obecno$¢
delecji 5 aminokwaséw w pozycjach 80-84, ktérych rola nie jest do konca poznana, ale
hipotetycznie moze réwniez wskazywaé¢ na zwiekszong patogenno$¢ dla ssakéw.
Reasumujac te cze$¢ badan, krajowe izolaty wiruséw H5N1 z roku 2006 i 2007 nie
réznity sie w zakresie gtdwnych markeréw molekularnych, charakteryzujac sie wysoka
zjadliwos$cig dla ptakéw, zwiekszonym potencjatem patogennosci i adaptacji do
organizmu ssakow, przy jednoczesnej wrazliwosci na najcze$ciej stosowane leki
przeciwwirusowe.

Wyniki badan filogenetycznych przeprowadzonych w oparciu o metode
przylaczania sgsiada (ang. neighbour-joining) wykazaty jednoznacznie, ze izolaty z 2006
i 2007 stanowity dwie wyraznie odrebne ,linie” kladu genetycznego 2.2, okreslane jako
2.2 11 (wirusy z 2006 r.) i 2.2 Il (wirusy z 2007 r.). W posredni sposéb potwierdza to, ze
przypadki HPAI z 2006 i 2007 roku wywotane zostaty przez co najmniej dwie niezalezne
introdukcje réznigcych sie co prawda nieznacznie, jednak bezsprzecznie odrebnych
genetycznie wiruséw. W zwigzku z tym odrzucili$my hipoteze, Ze ogniska HPAI H5N1 z
2007 roku byly kontynuacja epidemii z roku 2006. Wyniki badan filogenetycznych
wykazaty najblizsze pokrewienistwo wiruséw z 2006 r. z izolatami niemieckimi, ale
wszystkie nalezaty do tzw. ,chinskiej linii Qinghai”. Zgodnie z hipoteza, ktoérg
zaproponowaliSmy w publikacji, Zr6dtem ognisk w 2006 roku mogty by¢ ptaki dzikie,
ktére przeniosty wirus z Azji poprzez Rosje do krajow basenu Morza Battyckiego
(Szwecji, Danii, Polski i Niemiec).

Geneza przypadkow z 2007 r. jest znacznie trudniejsza do ustalenia. Wirusy
izolowane w Polsce byly spokrewnione z izolatami z Czech, Rumunii i Niemiec (i w nieco
mniejszym stopniu z Bliskiego Wschodu). W tym samym roku zgtaszano przypadki
H5N1 w tych wlasnie panistwach i najprawdopodobniej wirus zostat zawleczony z
jednego z nich. Niewyja$niona pozostaje kwestia, czy do przeniesienia na wirusa teren
Polski przyczynity sie ptaki dzikie czy dziatalno$¢ cztowieka zwigzana z handlem lub
transportem drobiu. Wirusy kladu 2.2 III wykrywano u ptakéw dzikich w panstwach
oSciennych - Niemczech i Republice Czeskiej - natomiast badania monitoringowe
prowadzone w naszym Kraju nie wykazaty obecno$ci wirusa w populacji wolno Zyjace;j.
Z kolei dochodzenie epidemiologiczne przeprowadzone przy uzyciu nowoczesnych
metod epidemiologii molekularnej nie wykazato jasnych powiazan z ktérymkolwiek z
ognisk chorobowych u drobiu w krajach sgsiadujgcych z Polska, a szczegdlnie w
Niemczech (Haase i wsp., 2010).



11 Wykazanie na drodze eksperymentalnego zakazenia wirusem HPAI/H5N1, zZe
gotebie domowe sq oporne na rozwdj choroby w formie klinicznej, podczas gdy
wirus wywotuje zachorowania i padniecia mtodych gesi domowych i bernikli
kanadyjskich

Epidemia HPAI/H5N1, ktéra w 2003 r. objeta duzy region Chin i Azji Potudniowo-
Wschodniej, a od 2005 r. zaczeta rozprzestrzenia¢ sie do Azji Centralnej, Bliski Wschod,
Europe i Afryke, byta wydarzeniem bezprecedensowym nie tylko z uwagi na skale
zasiegu geograficznego, ale réwniez z uwagi na fakt, ze wéwczas wirus H5N1 ujawnit
swoje szerokie spektrum patogennosci, obejmujgce nie tylko liczne gatunki ptakéw, lecz
réwniez ssaki, w tym kotowate i tasicowate oraz ludzi. Jednym z gtéwnym problemow
naukowych przed ktérym staneli specjalisci w zakresie grypy byta ocena wrazliwosci
réznych gatunkéw ptakéw na zakazenie wirusem HS5N1 oraz oszacowanie ich
epidemiologicznej roli jako bezobjawowego rezerwuaru (w tym mozliwosci
rozprzestrzeniania wirusa na dalekie odlegtosci), jak réwniez jako ,indykatora”
obecnosci tego patogenu na danym terenie.

Wspblnie z interdyscyplinarnym zespotem wirusologéw i patologéw podjatem
badania, ktérych celem byta ocena zjadliwosci dwoéch roéznigcych sie genetycznie
szczepow wirusa H5N1 dla gotebi domowych Columba livia, gesi domowych Anser anser
f. domestica i bernikli kanadyjskich Branta canadensis. Wybo6r gatunkéw podyktowany
byt kilkoma przyczynami, przedstawionymi ponizej.

Gotebie stanowig zr6znicowang ekologicznie populacje, ktérag mozna podzieli¢ na 3
grupy: gotebie domowe, miejskie (potomkowie domowych gotebi - uciekinieréow z
hodowli) oraz dzikie (w Polsce wystepuje golab grzywacz, sierpéwka, turkawka i
siniak). W zwigzku z tym moga one stanowi¢ ogniwo posrednie pomiedzy populacja
dzika a drobiem hodowlanym. W momencie podjecia badan publikacje dotyczace
wptywu zakazen wirusem H5N1 na gotebie byty nieliczne, jednak wskazujace na
stosunkowg duza oporno$¢ wrodzong tego gatunku, aczkolwiek wyniki nie byty do
konca jednoznaczne i wskazywaty m.in. na wpltyw genotypu wirusa uzytego do
zakazenia oraz jego dawke (Liu i wsp., 2007; Werner i wsp., 2007; Jia i wsp., 2008).
Podczas epidemii HPAI/H5N1 w Polsce w 2006 r., w krajowym laboratorium
referencyjnym ds. grypy wielokrotnie badano probki pochodzgce od gotebi z
przypadkéw masowych padnie¢ i w Zadnym przypadku nie uzyskano wyniku
dodatniego. Z drugiej jednak strony naturalne zakazenia gotebi byly na $wiecie
odnotowywane, opisano réwniez zejScie Smiertelne kota w nastepstwie zjedzenia zwtok
zakazonego H5N1 gotebia (Ellis i wsp., 2004; Songserm i wsp., 2006). Tak wiec rola
gotebi w epidemiologii zakazen wirusami grypy H5N1 wymagata dalszych badan.

Polska jest jednym z najwiekszych w Europie producentéw gesi, jednak rola tego
gatunku w epidemiologii HPAI/H5N1 byla niejednoznaczna, mimo Ze pierwszy
przypadek izolacji wirusa H5N1 tzw. ,typu azjatyckiego” miat miejsce w Chinach w 1996
r. wlasnie w stadzie gesi (Xu i wsp., 1999). Bardzo nieliczne publikacje naukowe



wskazujg na zréznicowana wrazliwos¢ gesi na zakazenie eksperymentalne, zalezng od
genetycznego wariantu wirusa H5N1 wykorzystanego w badaniach.

Bernikla kanadyjska Branta canadensis to péinocnoamerykanski gatunek dzikiej
gesi introdukowany do Wielkiej Brytanii w XVII wieku. Dzisiejsza rozprzestrzeniajaca
sie populacja potomkdéw bernikli - uciekinieréw z prywatnych hodowli - uznawana jest
za inwazyjna. W Polsce widywana jest regularnie, gbwnie w rejonie Zatoki Gdanskie;j,
gdzie w 2005 roku miat miejsce pierwszy udany leg (Meissner i Bzoma, 2009). Ze
wzgledu na zachowania synantropijne moze stanowi¢ ogniwo posrednie pomiedzy
populacja ptakéw dzikich i hodowlanych.

W celu oceny wrazliwosci gotebi na zakazenie wirusem HS5N1, cztery grupy
ptakéw w wieku 1 roku oraz 4 tygodni (10 ptakéw w kazdej grupie) zakazono
donosowo i dospojowkowo dawka 106EIDso (dawki infekcyjnej dla zarodkéw kurzych)
wirusa H5N1 nalezgcego do kladu 1 oraz krajowego izolatu H5N1 od tabedzi z 2006 r.
reprezentujgcego klad 2.2. W klatce z gotebiami zakazonymi umieszczono kurczeta SPF
kontaktowe, nie zakazone, w peini wrazliwe, stanowigce kontrole siewstwa i transmisji
wirusa. W 3, 5, 7 10 i 14 dniu po zakazeniu (p.i.) dwa ptaki z kazdej grupy
eksperymentalnej humanitarnie u§miercano i pobierano do badan histopatologicznych
oraz badan ilosciowa metoda real time RT-PCR grupe 14 narzad6w oraz wymazy z jamy
dziobowej i kloaki.

Podczas 14-dniowego okresu obserwacji nie stwierdzono wystepowania padnie¢
oraz objawdéw Kklinicznych w Zadnej z badanych grup wiekowych. W grupie zakazonej
wirusem H5N1 kladu 1 wykryto przy uzyciu metody real time RT-PCR krotkotrwate
(pomiedzy 3-7 dniem p.i.) i niewielkiego stopnia siewstwo wirusa z uktadu
oddechowego i pokarmowego (w zakresie 10%83-1035%EIDso) oraz niewielkiego do
umiarkowanego stopnia zmiany histopatologiczne w réznych narzadach, m.in. w
ptucach i mézgu, gtéwnie o charakterze krwotocznym i w postaci naciekéw
limfocytarnych. Obecno$¢ materiatu genetycznego wykryto w roéznych narzadach
wewnetrznych pomiedzy 3-10 dniem p.i, przy czym najwiecej w ptucach (10632-
10662EIDso/g tkanki) i moézgu (10586-10680EIDso/g tkanki) miedzy 5-7 dniem p.i.
Réwniez u 2 dorostych osobnikéw zakazonych wirusem kladu 1 H5N1 stwierdzono
obecnos$¢ przeciwciat w tesScie ELISA i hamowania hemaglutynacji. Nie stwierdzono
zachorowan u kurczat kontaktowych, co dowodzito braku efektywnej transmisji wirusa
do osobnikéw w pelni wrazliwych, pomimo niewielkiego stopnia siewstwa do otoczenia.

W odniesieniu do gotebi zakazonych wirusem kladu 2.2 stwierdzono jedynie
obecnos$¢ materiatu genetycznego H5N1 w tchawicy, ptucach, zotadku gruczotowym i
mie$niowym u 1 dorostego osobnika w 3 dniu p.i. podczas gdy wyniki probek wymazow
z jamy dziobowej i kloaki oraz surowic pobranych 14 dnia p.i. byty ujemne.

Wyniki przeprowadzonych badan potwierdzaja, Ze gotebie sa bardzo oporne na
zakazenie wirusem HPAI/H5N1 kladu 1 i 2.2 i oporno$¢ ta jest wysoka réwniez u gotebi
mtodych. Pewne réznice w sposobie reakcji ptakow na zakazenie eksperymentalne
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zalezne s3g od genotypu wirusa uzytego do zakazenia, przy czym nieco wyzsza zjadliwos¢
wykazat wirus H5N1 kladu 1, co wyrazato sie :

- dtuzsza replikacja wirusa w wiekszej liczbie narzadéw (z zaznaczonym neuro- i
pneumotropizmem), prowadzaca do indukcji umiarkowanego stopnia zmian
histopatologicznych

- siewstwem do $rodowiska (chociaz bez transmisji do ptakow wrazliwych)
- serokonwersja

Mechanizm opornos$ci wrodzonej u gotebi moze by¢ zwigzany z obecnoscia
receptoréw ,typu ludzkiego” (a-2,6) w nabtonku gérnych drég oddechowych, co
znacznie utrudnia zakazenie wirusami ,ptasimi” (Liu i wsp., 2009).

Kolejne badania eksperymentalne dotyczyly oceny patogenno$ci i stopnia
zjadliwo$ci wiruséw H5N1 dla mtodych gesi domowych i bernikli kanadyjskich. W tym
celu przeprowadzono ogoétem 4 rézne doswiadczenia, w ktoérych zastosowano zblizony
uktad eksperymentalny jak w przypadku opisanych wyzej badan na gotebiach.
Wykorzystano gesi domowe w wieku 18 dni i bernikle kanadyjskie w wieku ok. 3
tygodni, ktoére zakazono wirusami H5N1 nalezagcymi do dwéch réznych grup
genetycznych. Uzycie w badaniach dorostych ptakéw byto ze wzgledéw praktycznych
niemozliwe, gdyz klatki izolowane uzywane w tego typu do$wiadczeniach bytyby zbyt
mate. Ze wzgledu na bezpieczenstwo oséb obstugujacych zwierzeta oraz wykonujacych
sekcje i pobierajacych prébki do badan nie podjeto ryzyka utrzymywania ptakéw
zakazonych wirusem HS5N1 w pomieszczeniach w systemie wolno wybiegowym.
W wyniku zakazenia zaréwno gesi domowe jak i bernikle kanadyjskie chorowaty,
wykazujgc osowienie, brak apetytu, oraz objawy nerwowe (ruchy manezowe, drgawki,
zarzucanie glowy na grzbiet, krecz szyi), ktére prowadzity do skrajnego wyczerpania i
czesto Smierci. Zanotowano jednak rézng $miertelnos¢, siegajacg u bernikli wszystkich
osobnikéw (zgodnie z przyjeta w tego typu badaniach praktyka, ptaki bedace w stanie
agonalnym poddawano eutanazji), natomiast u gesi, w zaleznosci od wariantu
genetycznego wirusa, 4 do 5 ptakéw na 10 zakazonych, w zalezno$ci od kladu. Metoda
real time RT-PCR wykryto duza ilo§¢ wirusowego RNA we wszystkich badanych
probkach narzadéw oraz wymazach, jednak zdecydowanie najwiecej w moézgu. Zmiany
histopatologiczne byty rowniez wielonarzadowe, gtéwnie o charakterze krwotocznym,
zapalnym, a przy dluzej trwajacym procesie chorobowym réwniez martwicowym.
Przedtuzony czas trwania choroby i nizsza $miertelno$¢ u gesi domowych moze by¢
spowodowana niezidentyfikowanymi do tej pory czynnikami zwigzanymi zaréwno z
samym patogenem, jak rowniez z mechanizmami nieswoistej odpornos$ci wrodzonej
organizmu gospodarza.

Reasumujac, przeprowadzone badania nad patobiologia zakazen wirusami grypy
wykazaly zréznicowana wirulencje izolatbw H5N1 dla gotebi, gesi i bernikli
kanadyjskich, a uzyskane wyniki potwierdzaja, Ze masowe padniecia u gotebi nie
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powinny by¢ przyczyna alertu sktaniajagcego do natychmiastowych dziatan. Z drugiej
strony, gesi domowe i bernikle kanadyjskie powinny by¢ brane pod uwage przy
realizacji monitoringu biernego (objawowego), przynajmniej w odniesieniu do ptakéw
miodych.

V. Okreslenie prewalencji zakazen oraz identyfikacja gtéwnych gatunkéw ptakéw
dzikich ulegajqcych infekcjom wirusami grypy ptakéw na przyktadzie 3-letnich
badan monitoringowych na zbiorniku Jeziorsko w centralnej Polsce

Badania przeprowadzono w latach 2008-2010 na zbiorniku Jeziorsko, ktory jest
jednym z najwiekszych sztucznych zbiornikéw Polski (o powierzchni ok. 43 km?2).
Stanowi on siedlisko dla ponad 250 gatunkéw ptakéw, w tym 150 gatunkow legowych.
Jest rowniez waznym miejscem postoju i odpoczynku ptakéw podczas jesiennych
migracji, ktére gromadza sie wowczas w liczbie ponad 10 000 osobnikéw (Janiszewski i
wsp., 1998). Przed 2008 rokiem badania monitoringowe w tym miejscu nie byly
prowadzone na szerszg skale, warto jednak odnotowac fakt, iz jeden z 64 przypadkow
wykrycia wirusa H5N1 u dzikiego ptactwa w 2006 roku zostat potwierdzony u tabedzia
niemego znalezionego wtasnie w okolicach tego zbiornika (Minta i wsp., 2007).

W ramach przeprowadzonych badan monitoringowych pobrano w $cistej
wspotpracy z ornitologami 549 wymazdéw z jamy dziobowej i kloaki od 366 ptakow
nalezacych do 14 gatunkéw i reprezentujgcych 3 rzedy: blaszkodziobe (Anseriformes),
siewkowe (Charadriiformes) i zurawiowe (Gruiformes). Prébki badano przy uzyciu
metod real time RT-PCR, a probki dodatnie konwencjonalnym RT-PCR oraz metoda
izolacji na zarodkach. Wirus grypy ptakéw o niskiej zjadliwosci zostat wykryty u 14
ptakéw (prewalencja 3-letnia wyniosta 3,8%), w tym 12 cyraneczek Anas crecca, 1
kaczki krzyzoéwki Anas platyrhynchos i 1 cyranki Anas querquedula. Trzy wirusy nalezaty
do potencjalnie niebezpiecznego podtypu H5, ale badania molekularne potwierdzity ich
niski potencjat zjadliwosci. Zidentyfikowano jednakze unikalny, niespotykany do tej
pory profil aminokwasowy w miejscu ciecia HA: PQREIR*GLF w izolacie H5 od cyranki.
Badania filogenetyczne 3 wirusé6w H5 wykazaty ich umiejscowienie w grupie wiruséw
euroazjatyckich. Izolaty od cyraneczek z 2008 i 2010 r. zlokalizowaty sie na drzewie
filogenetycznym na sasiednich gateziach, co sugeruje, iz stosunkowo niedawno
oddzielity sie od wspdlnego przodka.

Innym interesujagcym wynikiem przeprowadzonych badan byto jednoczesne
wykrycie 4 wiruséw u 3 samic cyraneczki, Zerujacych razem i schwytanych 26 sierpnia
2010 r. o godz. 6.00. Dwie z nich byly zakazone wirusem Al podtypu H4N6, podczas gdy
u trzeciej wykryto obecno$¢ materiatlu genetycznego AIV podtypu H5 oraz
paramyksowirusa ptakow serotypu 4. Poniewaz stwierdzenie obecnos$ci dwdéch réznych
wiruséw grypy (H4 i H5) w tym samym miejscu i czasie moglto nasuwaé podejrzenie
wystapienia reasortacji (wymiany segmentéw genomu pomiedzy nimi), podjeto dalsze
badania, ktére z przyczyn obiektywnych (niepowodzenie izolacji wirusa H5 na
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zarodkach kurzych, najprawdopodobniej ze wzgledu na zbyt matg ilo§¢ wirusa w
wyjsciowym materiale) zawezono tylko do 2 wiruséw H4N6. Przeprowadzono
czeSciowe sekwencjonowanie 6 segmentéw genomu (od 460 do 780 pz) kodujacych
biatka wewnetrzne wirusa grypy i wykazano 100% homologii pomiedzy nimi, co w tym
przypadku wykluczyto mozliwo$¢ reasortacji. Niemniej jednak $ledzenie tego rodzaju
procesow jest bardzo cenne i niekiedy dostarcza bardzo interesujacych wynikéw. Dla
przyktadu, w badaniach Dugan i wsp. (2008) wykryto obecno$¢ 5 wiruséw H4N6 u
kaczek krzyzowek poddanych prébobraniu w tym samym miejscu, a sekwencjonowanie
genéw kodujacych biatka wewnetrzne AIV wykazato wystepowanie az 4 roéznych
konfiguracji genomowych, przy czym tylko 2 wirusy posiadaty jednorodny uktad genéw.

Podsumowujac, badania przeprowadzone na zbiorniku Jeziorsko wykazaly
stosunkowo wysokg prewalencje zakazen AIV (3,8% w ciggu 3 lat), znacznie
przewyzszajacq Srednig dla catego kraju (dane niepublikowane), co ttumaczy¢ nalezy
przede wszystkim czasem probkobrania (pdzne lato/wczesna jesien), kiedy odsetek
osobnikéw zakazonych czynnie AIV jest w Europie najwyzszy. Badania potwierdzity
réwniez, ze podobnie jak w innych czes$ciach $wiata, ptaki blaszkodziobe stanowig
gtowny rezerwuar wirusa. Wykrycie potencjalnie niebezpiecznych dla drobiu wiruséw
podtypu H5 uzasadnia potrzebe monitorowania sytuacji w tym zakresie w populacji
dzikich ptakéw.

V. Analiza epidemiologiczna zakazen wirusami grypy ptakoéw o niskiej zjadliwosci
nalezgcych do podtypéw H3 i H7 u kaczek krzyzowek i wykazanie, zZe gatunek ten
moze odgrywac¢ role w dtugotrwatym utrzymywaniu sie wirusa na ograniczonym
terytorium

W opisanych w p. IV badaniach monitoringowych prowadzonych na zbiorniku
Jeziorsko zakazenia AIV wykrywano gtéwnie u cyraneczek, co zwigzane byto
najprawdopodobniej ze specyfika miejsca. W badaniach prowadzonych na terenie
catego kraju od szeregu lat gatunkiem ptakéw u ktérego stwierdzana jest najwyzsza
prewalencja zakazen AIV jest kaczka krzyzéwka (dane niepublikowane). Podobna
tendencja stwierdzana jest w catej Europie (Munster i wsp., 2007). Wsréd licznych
podtypéw wiruséow grypy stwierdzanych u tego gatunku w Polsce w ramach
prowadzonych od blisko 10 lat badan monitoringowych wymieni¢ nalezy m.in. H1, H2,
H3, H4 i H7. Jednym z celéw, ktére postawitem sobie w mojej pracy, byta szczegétowa
charakterystyka genetyczna izolatow nalezgcych do podtypéw H7 i H3, z przyczyn
opisanych ponize;j.

Epidemie HPAI, ktérych przyczyna byty wirusy podtypu H7, chociaz znajdujace sie
oW cieniu” epidemii H5N1, moga mie¢ roéwniez powazne Kkonsekwencje
epidemiologiczne i ekonomiczne. Dwa najbardziej spektakularne przyktady to epidemia
HPAI/H7N1 we Wtoszech w latach 1999/2000, w wyniku ktérej padto i wybito ok. 13

12



milionéw ptakéw oraz HPAI/H7N7 w Holandii w 2003 r., podczas ktérej padto i
poddano eutanazji ok. 25 milionéw ptakéw, co stanowito ok. 1/3 catkowitej liczby
drobiu w tym kraju (Capua et al.,, 2000; Alexander et al.,, 2008). Wirusy H7 posiadaja
réwniez potencjat zoonotyczny, aczkolwiek do niedawna zakazenia u ludzi przebiegatly
zwykle tagodnie (nie liczac zgonu lekarza weterynarii w 2003 roku, ktérego przyczyna
byta niewydolno$¢ oddechowa wywotana zakazeniem wirusem H7N7). W ostatnim
czasie uwage naukowcow i opinii publicznej skupia stosunkowo wysoka patogennos$¢
wirusa H7N9 ptasiego pochodzenia, ktéry w Chinach wywotat juz kilkadziesigt zgonow
(stan na sierpien 2013) u ludzi. Na uwage zastuguje fakt, ze jest to wirus o niskiej
zjadliwosci dla drobiu.

Wirusy grypy ptakéw podtypu H3, chociaz nie s3 tak niebezpieczne jak H5 i H7, byty
niekiedy izolowane od drobiu wykazujgcego objawy ze strony ukitadu oddechowego
oraz spadki nie$nosci (Campitelli i wsp., 2002). W ostatnich latach opisywano réwniez
przypadki zakazen psé6w wirusami H3 pochodzacymi od ptakéw (Song i wsp., 2008; Li i
wsp., 2010). Zdecydowanie najistotniejsze w kontek$cie zagrozenia zdrowia
publicznego wydaje sie jednak wykazanie, ze wirus H3N2, ktéry wywotat pandemie u
ludzi w 1968 r. (tzw. ,grypa Hong Kong”) powstat w wyniku reasortacji pomiedzy
wirusami pochodzacymi od ptakéw i ludzi (Bean et al.,, 1992).

Celem pierwszej czeSci tego etapu pracy byta charakterystyka pokrewienstwa
genetycznego pomiedzy szczepami wirusa grypy ptakéw podtypu H7N7 izolowanymi od
kaczek krzyzéwek w Polsce w latach 2007-2009. Pochodzity one z populacji miejskich
Gdarnska (2 izolaty), Stupska (1 izolat) i Biategostoku (1 izolat).

Analiza markeré6w molekularnych wykazata profil w petni charakterystyczny dla
wiruséw izolowanych zwykle od dzikich ptakéw, bez cech wskazujacych na wzrost
zjadliwosci czy zwiekszony potencjat adaptacyjny dla drobiu i ssakéw oraz brak
opornosci na leki przeciwwirusowe, co wyraznie sugeruje, ze wirusy te nie krazyty
wcze$niej u innych zwierzat niz dzikie ptactwo. W analizie pokrewienstwa w oparciu o
gen HA, wszystkie krajowe izolaty zlokalizowaly sie w obrebie jednego kladu
genetycznego, jednak wirusy A/mallard/Poland/41/09 (Stupsk) i
A/mallard/Poland/446/09 (Gdansk) umiejscowione byly szczegdlnie blisko siebie na
drzewie filogenetycznym (>99% podobienstwa). Obydwa wirusy H7N7 izolowano w
odstepie 9 miesiecy z miejsc oddalonych od siebie w prostej linii doktadnie o 102 km.
Izolat A/mallard/Poland/01/08 réwniez umiejscowit sie na drzewie filogenetycznym w
tej samej grupie, jednak z nizszym procentem podobienstwa wynoszacym ok. 97,5%.
Z kolei analiza filogenetyczna w oparciu o gen neuraminidazy (NA) wykazata najblizsze
podobienstwo miedzy A/mallard/Poland/16/09 i A/mallard/Poland/446/09,
izolowanych w Gdanisku w tym samym miejscu (staw w Jelitkowie), w odstepie prawie
doktadnie jednego roku (12.01.2009-27.12.2009).

Powyzsze wyniki umozliwilty  sformutowanie whniosku, ze izolat
A/mallard/Poland/446/09 (Gdansk) powstat w wyniku reasortacji: gen hemaglutyniny
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ma wspoOlne pochodzenie z genem HA wirusa A/mallard/Poland/41/09 (Stupsk),
natomiast gen neuraminidazy - z genem NA wirusa A/mallard/Poland/16/09 (Gdansk).

Wykazanie ciggtosci pokrewienstwa pomiedzy réznymi izolatami tego samego
podtypu dowodzi posrednio, Ze genetycznie spokrewnione wirusy Al mogg krazy¢ u
dziko zyjacych kaczek krzyzéwek w Polsce przez dtugi czas (co najmniej 1 rok). W
szczegblnosci jest to istotne w odniesieniu do izolatéow A/mallard/Poland/16/09 i
A/mallard/Poland/446/09, wykrytych w doktadnie w tym samym miejscu w odstepie
prawie 1 roku, co $wiadczy o tym, ze wirusy (a przynajmniej niektore ich geny) moga
utrzymywac przez dtugi czas nawet na bardzo ograniczonym terenie. Staw, na ktérym
przebywaty kaczki, ma powierzchnie ok. 3500 mZ. W opublikowanej pracy wspoélnie z
wspotautorami postulowali$my, Ze rezerwuarem umozliwiajacym tak dtuga cyrkulacje
wiruséw sg kaczki krzyzéwki z populacji osiadtej. Na poparcie tej tezy, oprocz
posrednich dowodéw filogenetycznych, s$wiadczy fakt licznych obserwacji
ornitologicznych samca o numerze obraczki SN 11463, od ktérego pochodzit izolat
A/mallard/Poland/446/09. Probke do badan pobrano 27.12.2009, a z obserwacji
ornitologicznych wynika, ze byl widziany na tym samym zbiorniku lub w jego
najblizszych okolicach 23 lutego, 1 maja i w pierwszych dniach czerwca 2010 r.
(W.Meissner, informacja ustna).

Wirusy kraza zatem w populacji krzyzéwek osiadtych, jednak dochodzi réwniez do
ich rozprzestrzeniania na blizsze i dalsze odlegtosci, czego dowodem jest nie tylko
jednorodno$¢ genetyczna wiruséw z Gdanska, Stupska i Biategostoku, ale réwniez
wykrycie podobnych wiruséw w pétnocnych Niemczech i Holandii, ktére miato miejsce
juz po opublikowaniu wynikéw powyzszych badan (G. Koch, T. Harder, informacja
ustna). Z dotychczasowych informacji ornitologicznych wynika, Ze ten rejon Europy jest
miejscem zimowania krzyzéwek majacych tereny legowe w Polsce. Tak wiec kaczki
krzyzéwki z populacji wedrujacej odgrywaja role w rozprzestrzenianiu wirusé6w AlIV na
dalekie odlegtosci. Nalezy jeszcze podkresli¢, ze wiele lokalizacji, takich jak np. Gdansk,
w ktorym prowadzono duzg cze$¢ badan, jest miejscem, w ktérym populacje wedrujace i
osiadte kaczek krzyzowek koegzystuja (W. Meissner, informacja ustna).

Z innych waznych osiagniec tej czeSci pracy nalezy wspomnie¢ o wyjatkowo bliskim
pokrewienstwie gendéw HA i NP szczepu A/mallard/Poland/446/09 oraz wirusa
izolowanego w tym samym roku od gesi domowych w Czechach (99,4-99,8%
podobienstwa), co jest kolejnym potwierdzeniem, Zze dochodzi do transmisji zakazen
AlV od ptakdéw dzikich do drobiu.

W drugiej czesci badan dotyczacych epidemiologii molekularnej AIV w rezerwuarze
jakim jest kaczka krzyzowka poddaliSmy charakterystyce filogenetycznej 4 wirusy
podtypu H3 (H3N3, 2xH3N8 i H3N9) izolowane w latach 2006-2010 na terenie
wojewodztwa warminsko-mazurskiego (3 izolaty) i podkarpackiego (1 izolat).
Wykonano czeSciowe sekwencjonowanie wszystkich segmentéw genomu (wielko$é
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produktu poddanego analizie filogenetycznej, wynosita w zaleznosci od genu od 449 do
1000 pz).

Wyniki przeprowadzonych badan wskazujg na ciagly przeptyw genéw wirusa grypy
pomiedzy Eurazja i Afryka, a nawet Ameryka Potnocng (Alaska). Szczeg6lnie ta ostatnia
informacja jest interesujgca w kontekscie funkcjonujacego pogladu o wystepowaniu
dwéch odseparowanych linii genetycznych wiruséw grypy: euroazjatyckiej i
amerykanskiej, co wynika z do$¢ Scistego rozdzielenia geograficznego gtéwnych tras
migracji ptakow. Analiza filogenetyczna genu hemaglutyniny wszystkich badanych
izolatéw wykazata, ze tworza co prawda odrebng podgrupe, jednak w ramach jednej,
duzej grupy gromadzacej wirusy z Eurazji, Afryki oraz Alaski. Jest to zatem posredni
dowdd na to, Ze populacje ptakéw z Eurazji i Alaski nie s3 w 100% od siebie oddzielone i
dochodzi miedzy nimi co prawda do rzadkich, ale ewidentnych kontaktéw, ktore
skutkujg dwustronng ,wymiang” wiruséw grypy. Innym waznym osiggnieciem
przeprowadzonych badan byto wykazanie wysokiego stopnia pokrewienstwa pomiedzy
genem PA polskiego izolatu A/mallard/Poland/96/10 oraz izolatow wysoce zjadliwej
grypy ptakéw HS5N1 nalezacych do kladu 2.3.2. Badania przeprowadzone wcze$niej
przez Li i wsp. (2011) wskazywaty, ze gen PA wirusow H5N1 izolowanych od padtych
dzikich ptakéw w 2009 r. w rezerwacie Qinghai w Chinach byt jedynym, ktory odbiegat
swoim genetycznym profilem od genu PA stwierdzanego w HPAIV H5N1 kladu 2.3.2.
Wyniki naszych badan pozwalajg postawi¢ hipoteze, ze gen PA stwierdzany w chinskich
wirusach wysoce zjadliwych H5N1 kladu 2.3.2 z roku 2009 oraz w wirusie stabo
zjadliwej grypy ptakow H3N8 wykrytym w sierpniu 2010 r. w wojewoddztwie
warminsko-mazurskim (A/mallard/Poland/96/10) pochodza od wspolnego przodka,
ktérym byt prawdopodobnie, jak sugeruje Li i wsp. (2011), wirus H5N1 tzw. ,typu
Yamaguchi 2004”. Dowodzi to bezspornie, ze ptaki dzikie ulegaja mieszanym
zakazeniom wysoce i stabo zjadliwymi wirusami grypy, a w wyniku reasortacji powstaja
warianty posiadajace segmenty genomu pochodzace z réznych Zrédet. Konsekwencje
epidemiologiczne takich zdarzen nie sg znane, ale na pewno uzasadniajg koniecznos$¢
prowadzenia dalszych badan w tym zakresie. Podobnie jak w opisanym wyzej
przypadku wiruséw H7N7, niektére geny AIV/H3 wykazywaly homologie z genami
wirusow Al H5 i H7 izolowanych od drobiu (np. geny NP wirusa
A/mallard/Poland/358/06 oraz wiruséw stabo zjadliwej grypy ptakow H5 wykrytych u
kaczek hodowlanych we Francji w 2008 r., czy tez wiruséw HPAI /H7N7 z epidemii
holenderskiej w 2003 r.), co rowniez dowodzi transmisji zakazen od ptakéw dzikich do
drobiu, a niewykluczone, Ze réwniez w odwrotnym kierunku.
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5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych.

Po ukoniczeniu studiéw na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej AR w Lublinie w
2000 r. podjatem prace w Zaktadzie Choréb Drobiu Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego - PIB w Putawach pod kierownictwem prof. dr hab. Zenona Minty.
W pierwszym okresie pracy wiaczytem sie w dziatalno$¢ naukowo-badawcza zwigzana z
zakaznym zapaleniem torby Fabrycjusza (chorobg Gumboro) kurczat (IBD), co wynikato
w duzej mierze z aktywnego uczestnictwa Zaktadu w programie unijnym COST 828
Jmmunosuppressive viral dieseases of poultry” (,Immunosupresyjne choroby drobiu”).
W tym okresie bytem odpowiedzialny m.in. za eksperymentalne zakazenia kurczat SPF
krajowymi izolatami IBDV o roéznej zjadliwosci, ocena kliniczng oraz anatomo-
patologiczng zmian indukowanych przez te wirusy oraz przygotowaniem materiatu do
jego dalszej charakterystyki antygenowej molekularnej. Gtéwnym osiggnieciem w tym
okresie bylo opisanie nowej grupy genetycznej wiruséow IBD, ktéra tworza szczepy
izolowane na przelomie lat 70/80-tych XX wieku w Polsce i na Wegrzech.
Uczestniczylem roéwniez w zastosowaniu metody analizy restrykcyjnej (REA) do
réznicowania zjadliwo$ci izolatéw IBDV oraz przy produkcji przeciwciat
monoklonalnych dla IBDV. W 2004 roku wzigtem udziat w tygodniowym szkoleniu
(Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Instytut Wirusologii, Lipsk, prof. H. Miiller) w
zakresie metody real time RT-PCR do wykrywania wiruséw IBD oraz wykorzystania
metody REA i sekwencjonowania w ich dalszej charakterystyce.
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Badania nad IBD zbiegly sie w czasie z nawrotem epidemii zakaZnego zapalenia
krtani i tchawicy kur (infectious laryngotracheitis, ILT). Bralem aktywny udzial w
rozpoznaniu tych przypadkéw u kur niosek towarowych i kur stad reprodukcyjnych
oraz dokonatem wstepnej charakterystyce izolatow.

Réwniez od poczatku pracy bratem udzial w badaniach nad wirusami grypy
ptakow (AI) i rzekomego pomoru drobiu (ND). Od 2003 roku moja gtéwna uwaga
skupiona byta nad zagadnieniami zwigzanymi z ND, gdyz ta jednostka chorobowa byta
tematem mojej pracy doktorskiej, ktoérg obronitem w 2007 r. Temat dotyczyt
zastosowania metod biologii molekularnej do diagnostyki ND oraz molekularnej analizy
krajowych szczepow NDV izolowanych w latach 1970-2005 od kur, indykéw i gotebi.
W mojej pracy wdrozytem do rutynowego stosowania metode RT-PCR (nalezy
podkresli¢, Zze jest ona wykorzystywana do dzi§ w ramach dziatalno$ci ustugowej i
referencyjnej Zaktadu) oraz dokonatem klasyfikacji krajowych izolatéw na 3 grupy: do
pierwszej z nich (okre$lanej w nomenklaturze jako grupa 2) zaliczytem wirusy
lentogeniczne izolowane od kurczat i indykéw od poczatku lat 90-tych. Jedyny
zarchiwizowany wirus welogeniczny z 1970 r. nalezat do grupy 3b, a grupa 4b objeta
wirusy wykryte u gotebi w latach 1988-2005. W odniesieniu do izolatéw z grupy 2
udato sie ustali¢, ze wszystkie stanowig jednorodnag grupe pochodzaca od wirusa
szczepionkowego typu LaSota i ich cykliczne wykrywanie u kurczat brojleréw jest
zwigzane z masowym stosowaniem szczepien. Z kolei stwierdzenie obecnosci tych
wiruséw rowniez w stadach nieszczepionych $wiadczy o tym, Ze szczepy ,La Sota-
podobne” ktérych Zrédtem sg zywe szczepionki, mogg krazy¢ pomiedzy fermami drobiu.
W swojej pracy postulowatem potrzebe statego monitorowania sytuacji w tym zakresie,
gdyz w efekcie niekontrolowanej cyrkulacji wiruséw (nawet szczepionkowych) moze
doj$¢ do powstania mutacji w RNA, prowadzacych do negatywnych konsekwencji
epidemiologicznych. Badania nad rzekomym pomorem drobiu kontynuowatem w
kolejnych latach. Ich wymiernym efektem jest m.in. pierwsze w Polsce wykrycie
atypowego wirusa ND u gotebi oraz kierowanie dwoma projektami badawczymi:
+Wrazliwos¢ réznych gatunkéw drobiu na zakazenie wariantem gotebim wirusa
rzekomego pomoru drobiu” (MNiSW, 2010-2013) oraz ,Opracowanie i wdrozenie
technologii produkcji szczepionki wektorowej przeciwko chorobie Newcastle u kur”
(NCBIR, 2012-2015).

Jeszcze podczas pracy nad doktoratem zajatem sie tematyka, ktéra zdominowata
mojg pdzniejsza aktywnos$¢ naukows, czyli grypa ptakéw. Nalezy podkresli¢, ze mdj
pierwszy, chociaz epizodyczny kontakt z tym zagadnieniem, miat miejsce na samym
poczatku mojej kariery zawodowej, kiedy uczestniczytem w pionierskich w skali kraju
badaniach seroepidemiologicznych dotyczacych zakazen wirusem grypy drobiu w
rodzimych stadach kur i indykéw. W kolejnych latach uczestniczytem we wdrazaniu
metod biologii molekularnej do diagnostyki Al oraz programu nadzoru nad grypa w
populacji drobiu i ptakéw dzikich w Polsce. Niezwykle istotnym momentem zwrotnym
byt rok 2005, kiedy wirus H5N1 zaczat stwarza¢ powazne zagrozenie dla Europy
(ostatecznie pojawit sie w Europie jesienig tego roku), ja natomiast nadzorowatem duza
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cze$¢ badan dzikich ptakéw i drobiu, od ktérych prébki trafiaty do Zaktadu Choroéb
Drobiu, ktore krotko przedtem uzyskato status laboratorium referencyjnego ds. Al
Punktem kulminacyjnym mojej dziatalnosci w tym okresie byty lata 2006-2007,
kiedy odegratem znaczacg role w rozpoznaniu pierwszych przypadkéw HPAI/H5N1 w
kraju. Godny podkres$lenia jest fakt, ze szybka i skuteczna diagnostyka grypy ptakéw
odbyla sie dzieki wprowadzeniu do rutynowego stosowania metod biologii
molekularnych, walidacje ktérych nadzorowatem, potwierdzajac ich przydatnos¢.

Badania nad grypg, ktére kontynuowatem po 2007 r. (rok uzyskania doktoratu),
s tematem habilitacji i zostaly szczeg6towo opisane w pierwszej czesSci autoreferatu.
Nie uwzglednitem jednak w tym opisie szeregu opublikowanych badan, w ktérych moj
udziat byt drugorzedny. Naleza tutaj badania dotyczace przezywalnos$ci wirusa H5N1 w
$srodowisku wodnym (Domanska i wsp., 2010), analiza epidemii HPAI w Europie w
szerszym kontekscie (Harder i wsp., 2009; Haase i wsp., 2010), jak rowniez dalsze
doskonalenie metod diagnostyki grypy, w tym zastosowanie metody MSSCP oraz one-
step RT-PCR (Gromadzka i wsp., 2008; Nidzworski i wsp., 2013).

Z innych badan w zakresie awiopatologii, w ktérych uczestniczytem, zaliczy¢
nalezy wspoétudziat w wykryciu tzw. wariantu chinskiego (QX) wirusa zakaZnego
zapalenia oskrzeli kur (IB) oraz analiza filogenetyczna szczepéw IBV izolowanych w
latach 1997-2006 jak réwniez badania nad adenowirusem powodujacym wrzodziejace
zapalenie zotadka mie$niowego (ang. gizzard erosions - GE).

W 2011 r. podjatem nowe wyzwanie w mojej karierze zawodowej, ktére wigzato
sie z czeSciowg zmiang profilu badawczego. Nie rezygnujac z pracy w Zaktadzie Chorob
Drobiu (jednak ograniczajac zakres obowiazkéw), podjatem prace w Zaktadzie
Epidemiologii i Oceny Ryzyka PIWet-PIB jako kierownik tej jednostki. W mojej nowej
pracy staram sie potgczy¢ wiedze ekspertéw reprezentujacych rézne, pozornie odlegte
dziedziny, takie jak np. epidemiologia, wirusologia, ornitologia, a przede wszystkim
matematyka i statystyka. Cze$ciowo korzystam z juz zdobytych doswiadczen w
Zaktadzie Chor6b Drobiu. Wymiernym efektem jest realizowany od 2012 r. projekt
badawczy finansowany przez Narodowe Centrum Nauki pt. ,Ocena ryzyka introdukcji i
rozprzestrzenienia wiruséw grypy ptakéw w Polsce”, ktéry polega m.in. na ocenie roli
kaczek krzyzéwek w epidemiologii grypy ptakow w oparciu o badania telemetryczne
(Sledzenie szybkosSci i kierunkéw przemieszczen kaczek przy uzyciu nadajnikow
GPS/GSM). Nadzoruje rowniez proces wdrazania narzedzi geograficznego systemu
informacji (GIS) w badaniach epidemiologicznych oraz zastosowania modeli
matematycznych do oceny ryzyka wprowadzenia chor6b zakaznych do Polski za
posrednictwem importu. Ponadto analizuje wyniki badan zgromadzone w centralnej
bazie danych CELAB.
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6. Sumaryczne podsumowanie dorobku naukowego

(szczegotowy wykaz znajduje sie w zatgczniku nr 3 do wniosku o

przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego)

Czasopismo Rok publikacji Liczba Impact Factor w | Sumaryczny
(alfabetycznie) publikacji roku publikacji Impact
Factor
Acta Veterinaria 2013 1l 15173 15173
Hungarica
Archives of 2004 il 2,159 2,159
Virology
Avian Diseases 2010 2 1,623 3,246
21 1 1,462 1,462
Avian Pathology 2011 1 1,711 1713
Bulletin of the 2002 1 0,244 0,244
Veterinary 2003 2 0,190 0,380
Institute in Pulawy 2005 it 0,290 0,290
2006 3 0,402 1,206
2007 1 0,273 Bl
2008 1 0,337 0,337
Central European 2013 1 1,0 1,0
Journal of Biology
Emerging 2009 1 6,794 6,794
Infectious
Diseases
Infection Genetics 2010 it 3,086 3,086
and Evolution
Molecular and 2008 3 2,196 2,196
Cellular Probes
Polish Journal of 2011 1 0,565 0,565
Veterinary 2012 i 0,565 0,565
Sciences
Poultry Science 2011 1 1,728 1,728
Veterinary 2012 s 3 -3 3,02
Microbiology 2013 1 3,327 3327
Veterinary Record 2006 : 1,540 1,540
Ogotem liczba publikacji w czasopismach z listy JCR 25
Ogotem liczba publikacji w czasopismach spoza listy JCR oraz monografii 44
i rozdziatéw w ksigzkach
Ogotem liczba komunikatéw konferencyjnych 64
Sumaryczny wspoétczynnik wptywu (Impact Factor, IF) 36,609
Sumaryczny IF przed uzyskaniem doktoratu 6,092
Sumaryczny IF po uzyskaniu doktoratu 30,517
Liczba cytowan (bez autocytowan) wg Web of Science 78
Indeks Hirscha wg Web of Science 5
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