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Rozprawy doktorskiej lek. wet. Kamili Natalii Dziadek

p.t.: ,Zmiennos¢ genetyczna wirusa grypy ptakow u réznych gatunkow drobiu”

Przygotowanej pod kierunkiem Promotora dr hab. Krzysztofa $mietanki, profesora instytutu
w Zaktadzie Wirusologii i Choréb Wirusowych Zwierzat
Paristwowego Instytutu Weterynaryjnego — Parfistwowego Instytutu Badawczego
7 udzialem Promotora pomocniczego dr Edyty Swieton z Dziatu Naukowego Wsparcia
Potencjatu Badawczego

Paristwowego Instytutu Weterynaryjnego — Pafistwowego Instytutu Badawczego

Wirusy grypy ptakow (AlV; avian influenza virus) stanowig istotne zagrozenie
zaréwno dla przemystu drobiarskiego, jak i systeméw zdrowia publicznego. W Polsce
pierwsze potwierdzenie obecnoéci wirusa grypy u ptakow odnotowano w 1995 roku (podtyp
H7N7 u indykéw). W kolejnych latach obserwowano serologiczne dowody kontaktu drobiu z
wirusami grypy, gdzie przefomowym momentem byto pojawienie sig wysoko zjadliwego
wirusa H5N1 w latach 2006—2007, ktéry po raz pierwszy wywotat ogniska zaréwno u ptakow
dzikich, jak i hodowlanych. Po okresie wzglednego spokoju, W 2013 roku odnotowano istotng
epizoocje nisko zjadliwego wirusa HION2, a od 2016 roku dominuja w Europie, w tym takze i
w Polsce, wirusy z grupy H5Nx (szczegolnie H5N8, w nastepnej kolejnosci HS5N1). Epizoocja z
lat 2020-2021 byta najpowazniejsza W historii naszego kraju i zapoczatkowata zjawisko
saniku sezonowosci zakazen, co doprowadzito do endemicznego wystepowania wirusa.

Zjadliwos¢ oraz zdolnoéci adaptacyjne AlV s3 éci¢le zwigzane z jego zmiennoscig
genetyczng. Kluczowa role odgrywa tu biatko hemaglutyniny (HA), ktorego struktura
decyduje o patogennosci wirusa (LPAI oraz HPAI). Mutacje w tym regionie moga prowadzi¢

do przejscia formy nisko zjadliwej w wysoko zjadliwg. Istotne znaczenie ma takze
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powinowactwo hemaglutyniny do receptorow komorkowych typu ptasiego (SAa2,3Gal) lub
ludzkiego (SAa2,6Gal), co warunkuje mozliwos¢ zakazania nowych gospodarzy, w tym ludzi.
Dodatkowo procesy takie jak glikozylacja hemaglutyniny wptywajq na unikanie odpowiedzi
immunologicznej gospodarza. Drugim waznym elementem jest neuraminidaza (NA), ktérej
zmiany moga zwiekszaé adaptacje wirusa do drobiu oraz wptywaé na jego zakaznosc.
Neuraminidaza stanowi réwniez istotny cel dziatania lekéw przeciwwirusowych, choé
obserwuje sig narastajaca opornos¢ wiruséw grypy na tg grupe preparatow. Kluczowe
znaczenie dla replikacji wirusa ma kompleks polimerazy (PB2, PB1, PA). Mutacje takie jak
PB2-E627K czy PB2-D701N zwiekszaja zdolnoéé wirusa do namnazania si¢ W komérkach
ssakéw, co ma istotne znaczenie w kontekscie potencjatu zoonotycznego. Dodatkowe biatka
wirusowe (np. NS1, PB1-F2) moga modulowaé odpowiedz immunologiczng gospodarza i
wptywac na wirulencjg.

Zakazenia drobiu moga nastepowaé zarbwno poprzez bezposredni kontakt z dzikim
ptactwem wodnym (naturalnym rezerwuarem wirusa), jak i posrednio — poprzez skazone
érodowisko lub dziatalnoé¢ cztowieka. 7akazenia wirusami LPAI czesto przebiegaja
bezobjawowo, jednak podtypy H5 i H7 niosg ryzyko mutacji do form wysoko zjadliwych.
Ogniska HPAI charakteryzuja sie wysoka ¢miertelnoscia, objawami ogélnoustrojowymi oraz
znacznymi stratami ekonomicznymi. AlV stanowi réwniez zagrozenie dla ssakéw, w tym
ludzi. W latach 2003-2025 odnotowano globalnie 985 przypadkow zakazer H5N1 u ludzi,
zauwazalnie wysoka émiertelnoscia. W ostatnich latach obserwuje sie wzrost liczby zakazen
u innych ssakéw (np. kotow, bydta, ale takze i pséw), co wskazuje na postepujaca adaptacje
wiruséw grypy do nowych gospodarzy i podkresla znaczenie idei ,One Health”.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska liczy 192 strony, W tradycyjnym
uktadzie dla prac tego typu, Z klasycznym podziatem na wstep, cele badawcze i hipotezy,
materiat i metody, wyniki, dyskusje, whnioski oraz bibliografie liczaca 188 pozyciji. Procz tego
na poczatku pracy samieszczono streszczenia W jezyku polskim i angielskim, wykaz artykutow
(artykutu) naukowego wchodzacego W sktad rozprawy doktorskiej, spis tresci oraz wykaz

stosowanych skrotow.
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Hipotezy badawcze i cele pracy zostaty sformutowane jasno i klarownie; ponadto
opatrzono je wstgpem, liczacym 16 stron, ktéry znaczaco utatwia zrozumienie przestanek
podjecia tej wilaénie tematyki przez Doktorantke. Same badania obejmowaty dwie czesci:
analize molekularno-filogenetyczng wiruséw grypy ptakow krazacych w Polsce W latach
2018-2022 oraz eksperymentalne badania patogennosci i zmiennoéci genetycznej wirusa
LPAIV H7N7 u réznych gatunkow drobiu. W pierwszym etapie przeanalizowano 52 izolaty AIV
(10 LPAI i 42 HPAI H5Nx) pochodzace z krajowego monitoringu. Wykorzystano probki od
dzikich ptakéw i drobiu, a wykrywanie wirusa przeprowadzono metodg RT-PCR. Nastepnie
zastosowano sekwencjonowanie NGS, co pozwolito na uzyskanie petnych genomow
wiruséw. Analiza bioinformatyczna i filogenetyczna umozliwita oceng pokrewienstwa
szczepow, identyfikacjg reasortacji oraz powigzan epidemiologicznych, a takie wykrycie
markeréw zwigzanych z patogennosciq i adaptacja. W drugim etapie przeprowadzono
doéwiadczenia na kurach, przepiorkach, indykach i kaczkach zakazonych eksperymentalnie
wirusem LPAIV H7N7 pochodzenia dzikiego. Monitorowano przebieg zakazenia przez 7 dni,
oceniajac siewstwo wirusa metoda RT-PCR oraz okreslajgc cechy zakazenia (okres utajenia,
czas trwania i poziom wydalania wirusa). Analizy statystyczne wykonano testami
nieparametrycznymi.

Dodatkowo Doktorantka zastosowata gtebokie sekwencjonowanie probek o wysokiej
sawartoéci RNA wirusa W celu analizy réznorodnosci genetycznej. Oceniano strukture
populacji wirusa (quasi-gatunki), liczbe i czgstos¢ wariantéw, entropie Shannona oraz udziat
mutacji synonimicznych i niesynonimicznych, a takze warianty de novo i te pochodzace z
inokulum.

Catoéé¢ badan lek. wet. Kamili Dziadek umozliwita kompleksowq charakterystyke
wiruséw grypy ptakow w warunkach naturalnych i eksperymentalnych oraz oceng
mechanizméw jego ewolucji i adaptacji do réinych gospodarzy. Pozwolito to na
kompleksowg oceng zmiennodci genetycznej wiruséw grypy ptakow zaréwno w $rodowisku
naturalnym, jak i w warunkach eksperymentalnych, ze szczegolnym uwzglednieniem
procesow ewolucyjnych oraz potencjalnych mechanizméw adaptacji wirusa do nowych

gospodarzy.
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Badania Doktorantki wykazaty, ze wysoka zmiennos¢ genetyczna wirusow HPAIV
H5Nx w latach 2020-2022 wynikata z dziafania wielu mechanizmow ewolucyjnych, w tym
dryfu genetycznego, reasortacji segmentéw genomu oraz wielokrotnych introdukcji wirusa
do Polski z roznych regionow Swiata. Potwierdzono dynamiczny, globalny charakter
rozprzestrzeniania sig AIV oraz obecno$¢ mutacji 0 potencjalnym znaczeniu zoonotycznym,
co podkresla koniecznoé¢ statego monitoringu wirusa, obejmujacego zaréwno HPAIV, jak i
LPAIV oraz analize¢ genomow3a markeréw funkcjonalnych.

W czesci eksperymentalnej Doktorantka wykazata, ze wirus LPAIV H7N7 skutecznie
sakaza rozne gatunki drobiu, jednak infekcja ma zwykle przebieg bezobjawowy i
krotkotrwaty. Stwierdzita takze wyraine roinice W tropizmie: u drobiu grzebigcego
dominowata replikacja W uktadzie oddechowym, a u ptactwa wodnego w ukfadzie
pokarmowym, €O przektada sig na odmienne drogi transmisji (kropelkowa i fekalno-oralng).
7akazenie prowadzito do powstania Ztozonej populacji wirusa (quasi-gatunkéw),
sdominowanej przez warianty mniejszosciowe, CO wskazuje na wczesng faze adaptacji wirusa
do gospodarza. Choé pojawiaty si¢ nowe warianty o potencjalnym znaczeniu biologicznym
(np. MP-G950A), nie ulegaty one utrwaleniu w populacji dominujacej. Autorka nie wykazata
istotnych réznic miedzygatunkowych w ogolnej réznorodnosci genetycznej wirusow grypy,
choé¢ obserwowano pewne réznice wewnatrzgatunkowe, szczegolnie u kaczek. Wyniki te
sugeruja silny wptyw poziomu replikacji wirusa na oceng jego smiennoéci (ujemna korelacja z
entropig Shannona), co moze prowadzi¢ do czesciowego zanizania obserwowanej
réznorodnosci. Catos¢ wynikow Doktorantki potwierdza wysoka dynamike ewolucyjna AlV
oraz jego zdolnos¢ do adaptacji, istotng z punktu widzenia epizootiologii i zdrowia
publicznego.

Kluczowe mechanizmy zmiennoéci wirusow grypy ptakéw stanowia dryf genetyczny
oraz reasortacja, umozliwiajace szybkie powstawanie nowych wariantow. Introdukcja wirusa
do stad drobiu zwigksza jego potencjat adaptacyjny i epidemiologiczny. W sezonie
2020/2021 w Polsce dominowat jednorodny genotyp H5N8 (A), a poziom reasortacji byt
umiarkowany. W latach 2021/2022 nastapit wyrazny wzrost réznorodnoéci genetycznej, z

dominacja H5N1 i wieloma nowymi genotypami, €O wskazuje na rozwoj endemii HPAIV w
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Europie. Wigkszo$¢ wariantéw wiruséw miata pochodzenie regionalne, jednak potwierdzono
takze introdukcje spoza Europy. Wyniki te potwierdzaja dynamiczny, transkontynentalny
charakter ewolucji wirusow grypy ptakéw oraz znaczenie statego monitoringu genetycznego.
Analiza wiruséow HPAI H5Nx z Polski (2020-2022) pokazuje, ze segmenty HA i MP byty
najbardziej stabilne, a takze czesto NA, co sugeruje ich wspdlna koadaptacje zwiekszajaca
przewage H5N1 (np. transmisjg). Reasortacja z wirusami LPAI byta mozliwa, ale trudna do
uchwycenia przez braki w danych. Wykazano natomiast liczne przyktady dryfu genetycznego,
zwhaszcza przy duzych ogniskach i wysokiej sakaznoéci wirusa wsrod ptakéw. Mimo wielu
mutacji zwigzanych z adaptacjg i potencjatem zoonotycznym, W Polsce nie potwierdzono
zakazeh LPAI u ssakow (prawdopodobnie przez brak Scistego monitoringu). Jednoczesnie
podobne zmiany byty powszechne w Europie. Wirusy LPAI byty bardzo zréznicowane, ale
stabo poznane genetycznie. Co waine, czeé¢ mutacji (np. wptywajacych na potencjalna
oporno$¢ na leki przeciwwirusowe) wystepowata takze u nich, co podkresla ich znaczenie
epidemiologiczne. Eksperymenty na drobiu potwierdzity, ze sakazenie LPAlI (H7N7) ma
gtéwnie bezobjawowy przebieg, a jego dynamika zalezy od gatunku i adaptacji wirusa.
Stwierdzono takze, iz przepidrki, kaczki, kury i indyki réznig sig podatnoscig na zakazenie
wirusem grypy ptakéw oraz sposobem jego wydalania i replikacji. Przepiorki wykazuja
bardzo wysokie wydalanie wirusa, gtéwnie z ukfadu oddechowego, czesto bez objawoéw
choroby, co czyni je potencjalnymi ,gospodarzami posrednimi” sprzyjajacymi transmisji i
powstawaniu nowych wariantow wirusa. U drobiu grzebigcego (kury, indyki, przepiorki)
wirus namnaza sie przede wszystkim w ukfadzie oddechowym, natomiast u kaczek w
uktadzie pokarmowym, €O wigze sig z rozmieszczeniem receptorow komdrkowych. Kaczki
charakteryzuja sig diuzszym i silniejszym siewstwem wirusa z przewodu pokarmowego oraz
dominacjg transmisji fekalno-oralnej. Rdznice W drodze zakazenia wplywaja na tempo
replikacji wirusa W roznych uktadach. Analiza réznorodnosci genetycznej wykazata brak
jednoznacznych, uniwersalnych trendow, cho¢ przepiorki czesto wykazywaty wigksza
zmienno$¢ wirusa.

Ogdlnie obserwuje sie ujemna korelacje miedzy poziomem replikacji wirusa a jego

réznorodnoscia genetycznag, szczegblnie wyrazng u przepidrek. Poziom replikacji wirusa
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grypy ptakow (LPAIV) silnie wptywa na jego réznorodnos¢ genetyczng, szczegOlnie u
przepiorek, gdzie wysoka replikacja wiaze sie z wigksza liczbg wariantéw i ztozonoscia
populacji wirusa. Wskazuje to, ze obserwowane wzrosty réznorodnosci W poznych etapach
sakazenia (np. 7 dpi) moga by¢ artefaktem wynikajacym z niskiego poziomu siewstwa.
Podobna, cho¢ stabsza zaleznoé¢ wystepuje u indykéw, natomiast u kur i kaczek
réznorodnoé¢ wirusa zalezy takze od innych, niebadanych czynnikéw. U kaczek réznorodnos¢
wirusa w uktadzie oddechowym nie wykazuje istotnej korelacji z poziomem replikacji, co
sugeruje wptyw odmiennych warunkow selekcyjnych w réznych uktadach (oddechowym i
pokarmowym). Poréwnania miedzygatunkowe nie wykazaty istotnych réznic w liczbie
wariantéow ani ztozonosci populacji, co oznacza brak jednoznacznych trendow W
réznorodnoéci genetycznej H7N7 LPAIV miedzy gatunkami drobiu. W analizie wariantow
stwierdzono wysoka czestos¢ mutacji niesynonimicznych oraz oznaki pozytywnej selekcji,
szczegdlnie w genach HA, NA i MP, co wskazuje na adaptacje wirusa do gospodarza.
Zidentyfikowano takze warianty de novo, w tym MP-G950A (M2: D88N), obecny u wszystkich
badanych gatunkéw, ktéry moze miec znaczenie funkcjonalne i adaptacyjne. Wiekszos¢
mutacji o potencjalnym znaczeniu biologicznym ulegata jednak szybkiemu wygaszaniu, co
sugeruje dominacje dryfu genetycznego i efektéw losowych nad trwata selekcja. Uzyskane
przez Doktorantke wyniki omoéwione w ,Dyskusji” nie potwierdzaja hipotez o wyraznych
miedzygatunkowych réznicach w roznorodnosci wirusa, choé¢ wskazuja na zfozone,
dynamiczne procesy ewolucyjne zachodzace podczas zakazenia drobiu.

W mojej opinii rozprawa doktorska lek. wet. Kamili Dziadek zostata przygotowana z
wielka starannoscia, uzyskane wyniki s3 precyzyjnie udokumentowane, za$ wyciagnietych 6
wnioskéw jest logicznych i w petni wynikajacych z treéci pracy. Wszystko to sktada sie na
tatwoi¢ odbioru zawartych w rozprawie Doktorantki informaciji.

Z calym przekonaniem stwierdzam wiec, iz W mojej opinii rozprawa doktorska lek.
wet. Kamili Dziadek stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, a €0 za tym idzie,
spetnia wymogi Ustawy 0 stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki z dnia 14.03.2003 r. (Dz.U. 2003 nr 65, poz. 595) z pozniejszymi zmianami. Wnoszg

satem do Rady Naukowej Panistwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego
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szczenie lek. wet. Kamili Dziadek do dalszych etapow przewodu

Instytutu Badawczego O dopu

doktorskiego.
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