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Streszczenie

Koronawirusy jako zréznicowana grupa patogendéw stanowia powazny problem zdrowotny
licznych gatunkow ptakéw, ssakow w tym cztowieka. Patogeny te charakteryzuja si¢ duzym stopniem
zmiennos$ci oraz stosunkowo wysokim potencjatem przetamywania barier migdzygatunkowych czego
przyktadem jest pojawienie si¢ w 2019 roku pandemicznego wirusa SARS-CoV-2. U przedstawicieli
gromady Aves koronawirusy to przede wszystkim czynniki chorobowe drobiu hodowlanego, ktore
zagrazaja zdrowiu i produkcji zwlaszcza w wielkostadnej produkcji drobiu pociagajac za sobg olbrzymie
straty ekonomiczne. Co wazne, badania ostatnich lat §wiadczag o duzo wiekszym zrdéznicowaniu
koronawirusow, ktore wystepuja u licznych gatunkéw ptakéw wolnozyjacych jako infekcje
asymptomatyczne. Biorac pod uwage duze zrdznicowanie gatunkowe ptakdéw oraz ich zdolno$ci
migracyjne uwaza si¢, iz moga petic role nie tylko rezerwuaru gamma i deltaCoVs, ale roéwniez
wektora W rozprzestrzenianiu koronawirusOw na znaczne odlegloéci. Ponadto poprzez bliskie
bytowanie i kontakt dzikich ptakow z drobiem moze dochodzi¢ do wymiany genowej, a W konsekwencji
powstawania nowych wariantoéw CoVs.

Gtéwnym celem niniejszej pracy byla ocena wystepowania gamma- i deltakoronawirusow w
populacji dzikich ptakéw na terenie Polski oraz ich charakterystyka molekularna. W pierwszy etapie
zaadaptowano metod¢ pankoronawirusowg RT-nested PCR, polegajaca na amplifikacji 554 nt
fragmentu polimerazy odpowiadajacy domenie nspl2-RdRp. Zastosowana metoda umozliwita
wykrycie materialu genetycznego CoV w 166 probkach na 3998 przebadanych (4,15%) ptakow
wolnozyjacych. Wsérod 81 przebadanych gatunkow, nalezacych do 12 rzgdow obecnos¢ CoV
stwierdzono u 16 gatunkéw reprezentujacych rzedy Anseriformes, Charadriiformes, Passeriformes,
Columbiformes, Pelaconiformes, Ciconiformes, Psittaciformes. Przeprowadzone badania wykryty
obecno$¢ wirusa u kolejnych gatunkéw, wezesniej nie wymienianych jako CoV-dodatnie, tj. u gesi
zbozowej, mewy siwej, bekasa kszyka, rybitwy rzecznej, tyski zwyczajnej oraz szpaka zwyczajnego. Z
kolei najwyzsza prewalencj¢ CoV siggajaca 3,51% 1 5,59% stwierdzono u przedstawicieli Anseriformes
i Charadriiformes bedacych gtéwnym rezerwuarem CoV.

Dokonujac oceny wystepowania CoV w populacji dzikich ptakow w Polsce podjeto rowniez
probe oszacowania zaleznosci zmian poziomu zakazen CoV od pory roku. Oceng tg przeprowadzono
dla dwoch najliczniej reprezentatywnych w badaniach gatunkéw tj. kaczki krzyzowki, tfabedzi niemych
oraz mew potraktowanych jako podrodzina. Istotne réznice w wystepowaniu CoV stwierdzono u
kaczek krzyzowek i mew w miare zmieniajacych si¢ por roku, u ktorych najwyzszy odsetek zakazen
CoV odnotowano w okresie pdznego lata/wczesnej jesieni, a nastgpnie w okresie zimowym. Wynika to
z wigkszej wrazliwosci na zakazenia mtodych osobnikow. Duza role odgrywa takze skupianie si¢
ptakow w duze grupy, zwlaszcza w okresie sezonowych migracji, co sprzyja transmisji patogendow
miedzy osobnikami.

Wsrod wykrytych CoV zidentyfikowano zaréwno gamma- jak i1 deltakoronawirusy, ktore

roznity si¢ od siebie czestoscig wystepowania, zakresem i specyficzno$cig gatunkowa gospodarza.



Najczesciej identyfikowano gammaCoV z prewalencjg na poziomie 3,5% w poréwnaniu do deltaCoVs,
ktérych prewalencja wynosita 0,65%. GammaCoV wykrywano najczesciej u ptakéw blaszkodziobych,
u ktorych stanowity 100% wszystkich CoV. W obrgbie Anseriformes gammaCoV najczesciej
identyfikowano u kaczek krzyzoéwek (4%) oraz u tabgdzi niemych (2%). Oprocz blaszkodziobych
gammaCoV identyfikowano licznie usiewkowych (3,14%) oraz u got¢bi miejskich (47,4%) z
Columbiformes. Pojedyncze zakazenia stwierdzano rowniez u przedstawicieli rzgdow Gruiformes,
Galliformes oraz Passeriformes co wskazuje na szeroki zakres gospodarzy gammaCoV.
Deltakoronawirusy najliczniej wykrywano u mew (Charadriiformes) oraz u pojedynczych
przedstawicieli dwoch kolejnych rzgdow Galliformes oraz Suliformes, co moze wskazywac¢ na wezszy
zakres gospodarzy niz w przypadku gammaCoV. Przeprowadzone badania ponadto wykazaly, iz
zar6wno mewy jak roéwniez bazanty moga by¢ gospodarzem dla gamma- jak i deltaCoVs.

Na podstawie przeprowadzonej analizy filogenetycznej 71 wykrytych szczepow: 46 gammaCoV
i 25 deltaCoVs w oparciu 0 fragment genu RdRp wykazano, ze gammaCoV nalezg do podrodzaju
Igacovirus oraz Brangacovirus. Wykryte szczepy w obrebie podrodzaju Igacovirus utworzyty 3 grupy
filogenetyczne. Najliczniejsza grupe stanowily igakowirusy tworzace wspoOlng gatez drzewa
filogenetycznego razem z przedstawicielem gatunku DuCoV2714. Grupa ta obejmowata igakowirusy
pochodzace od ptakow blaszkodziobych i siewkowych uktadajace si¢ w dwie podgrupy. Jednakze
podgrupy to nie byly jednorodne co wskazuje, iz niektore igakowirusy cho¢ wykazuja specyficznosé
gatunkow3 to jednak mogg tez przenosi¢ si¢ pomigdzy roznymi gatunkami ptakéw. W obrgbie drugiej
grupy znalazly si¢ dwa igakowirusy pochodzace od ggsi gegawy oraz bazanta zwyczajnego i torzyly
one wspoélna galaz filogenetyczng z gatunkami AvCoV/AvCoV9203 czyli od lat znanymi patogenami
drobiu (IBV, TCoV). Uzyskane wyniki potwierdzaja, iz ptaki dzikie mogg by¢ rezerwuarem szczepow
CoV homologicznych do IBV, chociaz w Polsce zjawisko to jest raczej okazjonalne. Trzecig odrebng
grupe tzw. ,,pigeon-like” utworzylty szczepy zidentyfikowane u gotebi (Columbiformes) i szpaka
(Passeriformes).

Analiza filogenetyczna deltaCoV wykazata przynalezno$¢ wigkszosci szczepow do podrodzaju
Buldecovirus a tylko jeden szczep pochodzacy od kormorana nalezat do podrodzaju Herdecovirus.
Najwickszy odsetek buldekowiruséw (ponad 88%) zidentyfikowano u mew i tworzyly one odrebng
grupe filogenetyczng. Przeprowadzone badania wskazuja potrzebe ustalenia takiego gatunku i wlasciwa
wydaje si¢ rekomendacja na to miejsce szczepu Black-headed gull dCoV/Poland/P350/2017 (Gull CoV
PL350), dla ktérego w niniejszych badaniach uzyskano pelna sekwencje. Kolejng odrebna grupe
buldekowirusow, nie reprezentowang przez oficjalny gatunek tworzyt szczep pochodzacy od bekasa
kszyka z rodziny Scolopacidae. Zaledwie jeden buldekowirus zidentyfikowany u bazanta zwyczajnego
z rodziny Galliformes uplasowatl si¢ w grupie skupiajacej gatunek ratyfikowany przez ICTV -
koronawirus $§win HKUI1S5. Ponadto wykryty w niniejszych badaniach deltaCoV u bazanta jest
pierwszym takim przypadkiem na §wiecie.

Kolejnym celem pracy bylo uzyskanie pelnych sekwencji genomowych wybranych CoV



z wykorzystaniem NGS. W podjetych probach uzyskano cztery petne sekwencje deltakoronawirusow
oraz jedng czgSciowa sekwencje gammakoronawirusa. Wszystkie pochodzity od ptakow rodziny
Laridae. Uzyskane sekwencje CoV sg pierwszymi od dzikich ptakéw z terytorium Europy/Polski oraz
pierwszymi scharakteryzowanymi wirusami wykrytymi u mew.

W badaniach podjeto rowniez badania serologiczne, a obecnos¢ przeciwciat §wiadczacych o
kontakcie ptakow dzikich z wirusami IB-podobnymi oznaczono zestawem komercyjnym. ELISA.
Wysoki odsetek dodatnich surowic (64%) uzyskano w przypadku bocianéw biatych, natomiast zaledwie

4 (4,6%) w przypadku kaczek krzyzowek.



Summary

Coronaviruses, as a diverse group of pathogens, constitute a serious health problem for
numerous species of birds and mammals, including humans. These pathogens are characterized by a
high degree of variability and a relatively high potential of breaking interspecies barriers, as exemplified
by the appearance of the pandemic SARS-CoV-2 in 2019. In the representatives of the Aves,
coronaviruses are primarily pathogens of poultry, which threaten their health and production, especially
in intensive farming, causing enormous economic losses. Importantly, recent studies have been shown
a much greater diversity of coronaviruses, which occur in many species of free-living birds as
asymptomatic infections. Considering the large diversity of bird species and their migration abilities, it
is believed that they can act not only as a gamma and deltaCoVs reservoir, but also as a vector in the
spread of coronaviruses over long distances. In addition, due to the close existence and contact of wild
birds with poultry, gene exchange may take place, which could influence the formation of new CoVs
variants.

The main aim of this study was to assess the occurrence of gamma- and deltacoronaviruses in
the population of wild birds in teritory of Poland and their molecular characteristics. In the first stage,
the pancoronavirus RT-nested PCR method was adopted, which enable the amplification of 554 nt
polymerase gene fragment corresponding to the nsp12-RdRp domain. The applied method made it
possible to detect genetic material of CoV in 166 samples out of 3998 tested (4.15%). Among the 81
tested bird species, belonging to 12 orders, the CoV presence was found in 16 species Anseriformes,
Charadriiformes, Passeriformes, Columbiformes, Pelaconiformes, Ciconiformes, and Psittaciformes.
The conducted studies revealed the CoV presence in species, previously not mentioned as CoV-positive,
i.e. bean goose, common gull, common snipe, common tern, Eurasian coot and common starling. In
turn, the highest CoV prevalence, reaching 3.51% and 5.59%, was found in representatives of
Anseriformes and Charadriiformes, which are the main reservoir of CoV.

We also try to assess the occurrence of CoV in the population of wild birds in Poland In
following seasons of the year. This assessment was carried out for two the most numerous studied bird
species, i.e. mallards, mute swans but also for gulls treated as bird subfamily. Significant differences in
the occurrence of CoV were found in mallards and gulls, with the highest rates of CoV infections
recorded in late summer/early fall and then in winter. This is due to higher sensitivity to infections in
juveniles. The grouping of birds also plays an important role, especially during seasonal migrations,
which favors the transmission of pathogens between individuals.

Among detected CoVs, both gamma- and deltacoronaviruses were identified, however thjeuir
occurrence differed depending on frequency and specificity of the host. GammaCoV was the most
frequently identified with a prevalence of 3.5% compared to deltaCoVs with a prevalence of 0.65%.
GammaCoVs were detected mostly in Anseriformes, in mallards (4%) and mute swans (2%). Apart from

Anseriformes gammaCoVs were also identified in Charadriiformes (3.14%) and in Columbiformes



(47.4%). Single CoV infections were also found in representatives of Gruiformes, Galliformes and
Passeriformes, indicating a wide range of hosts for gammaCoV. Deltacoronaviruses were most
frequently detected in gulls (Charadriiformes) and in single representatives of two consecutive orders
Galliformes and Suliformes, which may indicate a narrower host range than in the case of gammaCoV.
The conducted studies also showed that both gulls and pheasants (Phasianus colchicus) can be hosts for
gamma- and deltaCoVs.

Phylogenetic analysis of 71 detected CoV strains: 46 gamma- and 25 deltaCoVs shows that
gammaCoV belong to the Igacovirus and Brangacovirus subgenus. The detected strains within the
Igacovirus subgenus formed 3 phylogenetic groups. The most numerous group were igacoviruses
forming a common branch of the phylogenetic tree with the DuCoV2714 species. This group consisted
of igacoviruses originating from Anseriformes and Charadriiformes, arranged into two subgroups.
However, these subgroups were not homogeneous, which indicates that some igacoviruses, could also
spread between different bird species. The second group included two igacoviruses from the greylag
goose and common pheasant, and they were within common phylogenetic branch with
AvCoV/AvCoV9203 species (poultry pathogens IBV, TCoV). The obtained results confirm that wild
birds can be a reservoir of CoV strains homologous to IBV, although in Poland this phenomenon is
rather occasional. The third separate group called as the “pigeon-like” was formed by the strains
identified in pigeons (Columbiformes) and starling (Passeriformes).

In turn, phylogenetic analysis of deltaCoV revealed that most of them belongs to the
Buldecovirus subgenus and only one strain identified in cormorant belongs to the Herdecovirus
subgenus. Over 88% of buldecoviruses were identified in gulls and they formed a separate phylogenetic
group. Our studies indicate the need to establish new deltaCoV species and it seems appropriate to
recommend the Black-headed gull strain dCoV/Poland/P350/2017 (Gull CoV PL350) as representative,
for which the full sequence was obtained in this study. Another separate group of buldecoviruses, not
represented by the official species, forms the strain identifiers in common snipe (Scolopacidae). Only
one buldecovirus identified in the common pheasant (Galliformes) was within the group occupied by
the species ratified by ICTV - swine coronavirus HKU15. Moreover, deltaCoV detected in this study in
pheasant is the first such case in the world.

Another goal of the study was to obtain complete genome of selected CoVs using NGS. Four
complete sequences of deltacoronaviruses and one partial sequence of gammacoronavirus were
obtained. All sequenced strains were detected in gulls. The obtained CoV sequences are the first
sequenced in Europe/Poland and the first detected in gulls.

Serological tests using commercial ELISA kit revealed the presence of antibodies against IB-

like viruses in sera of white storks (64% of positives) but also of mallards (4.6%).



