Streszczenie

Grypa ptakéw (Al, ang. avian influenza) jest jedng z najwazniejszych jednostek
chorobowych drobiu i ptakéw wolno zyjgcych, ktéra widnieje na liscie choréb Swiatowej
Organizacji Zdrowia Zwierzat (WOAH, ang. World Organisation for Animal Health).
Wybuchy ognisk Al pociggaja za sobg ogromne straty materialne dla sektora
drobiarskiego i powigzanych z nim gatezi przemystu, a ponadto stanowig narastajgce
zagrozenie dla zdrowia publicznego. Czynnikiem etiologicznym Al jest wirus grypy ptakéw
(AIV) typu A -Alphainfluenzavirus z rodziny Orthomyxoviridae - charakteryzujgcy sie
wysokg zmiennoscig genetyczna. Jako wirus RNA o segmentowanym genomie, AlV
nieustannie podlega dwoém podstawowym mechanizmom zmiennosci - dryfowi
genetycznemu i reasortacji. Oba ww. mechanizmy warunkujg statg ewolucje wirusa,
ktéra moze prowadzi¢ do nabywania nowych cech adaptacyjnych, a nawet
przetamywania barier miedzygatunkowych. Wyrdznia sie dwie formy AlV: nisko zjadliwg
(LPAIV) oraz wysoce zjadliwg (HPAIV), a stosowana klasyfikacja opiera sie na zdolnosci
wirusa do wywotywania choroby w modelu in vivo - u kur. Przemiana LPAIV do formy
HPAIV jest mozliwa w wyniku spontanicznej mutacji w miejscu ciecia hemaglutyniny
(HACS, ang. haemagglutinin cleavage site). Moze do niej dojs¢é np. w przypadku
introdukcji LPAIV do drobiu na skutek kontaktu stada z naturalnymi gospodarzami i
rezerwuarem AIV w $rodowisku - przedstawicielami rzedéw blaszkodziobych i
siewkowych. Sledzenie zmienno$ci AIV w warunkach naturalnych oraz eksperymentalne
badanie jej mechanizméw pozwala lepiej zrozumie¢ dynamike epidemii, w tym proces
przetamywania barier miedzygatunkowych, stanowigc element wczesnego ostrzegania
przed pojawianiem sie wariantéw potencjalnie niebezpiecznych dla zwierzat i ludzi.

Celem pierwszego zadania badawczego pracy doktorskiej byta ocena réznorodnosci
genetycznej wiruséw LPAI (n=9) i HPAI (n=43), wykrytych na terenie Polski w latach 2018-
2022, jak réwniez okreslenie mechanizmow zmiennosci genetycznej tych wiruséw oraz
préba identyfikacji markerdow genetycznych modulujacych wtasciwosci biologiczne AlV.
Przeprowadzona analiza filogenetyczna potwierdzita przynaleznos$¢ polskich wirusow
HPAI do kladu 2.3.4.4b linii H5 Goose/Guangdong, a dla wiekszosci z nich wykazane
zostato réwniez pokrewienstwo z wirusami wystepujgcymi w tym czasie w Europie. W
sezonie HPAI 2020/2021 w Polsce jako dominujacy podtyp okreslony zostat HSN8 HPAIV,
a rok pdézniej wykrywano wytgcznie genotypy H5N1 HPAIV (G1-G7). Jeden z nich -
reasortant H5N1-G7 - stanowit niezalezng introdukcje spoza Europy. Nastepnie,
wykluczono pokrewienstwo filogenetyczne miedzy wirusami o odmiennym stopniu
zjadliwosci (HP/LP), co neguje role wykrytych w kraju wiruséw LPAI jako donoréw genéw
dla wirusow HPAI w Polsce (2020- 2022). Jednak analiza filogenetyczna pozwolita na
identyfikacje duzej réznorodnosci wiruséw H5N8 HPAI, powigzanych z masowymi
upadkamitabedzi nad Zatokg Gdanskg w 2021 r., implikujgc jednoczesng introdukcje co
najmniej pieciu réznych wirusow do tego regionu.



Powyzsze wskazuje na fakt, ze réznorodnos$é¢ genetyczna wiruséw HPAI w latach 2020-
2022 byta wynikiem wspoétwystepowania réznych mechanizméw, m.in. dryfu
genetycznego, reasortacji oraz niezaleznych introdukcji, w tym z odlegtych geograficznie
regionéw swiata. Dalsza charakterystyka molekularna sekwencji wiruséw LPAI oraz HPAI
wykazata obecnos$é réoznorodnych markerdéw genetycznych wptywajgcych na wtasciwosci
adaptacyjne wirusa (zjadliwos¢ AlV, wigzanie receptoréw, odpowiedz immunologiczna,
etc.). Moze to sugerowacé stopniowy wzrost potencjatu zoonotycznego krgzacych
wiruséw. W ramach drugiego zadania badawczego niniejszej rozprawy podjeto prébe
okreslenia zmian w réznorodnosci i ztozonosci populacji wirusa w cyklu jednego
eksperymentalnego zakazenia wybranych gatunkéw drobiu (kur, przepidrek, indykéw
i kaczek). Do inokulacji ptakow uzyto H7N7 LPAIV, ktéry pochodzit od kaczki krzyzéwki i
nie wykazywat cech adaptacji do drobiu (tzw. , typ dziki” wirusa). W 2, 4 i 7 dniu po
zakazeniu (dpi) od ptakéw pobierane byty wymazy z jamy dziobowo-gardtowej i kloaki,
ktére nastepnie wykorzystano do oceny poziomu siewstwa AIV z obu miejsc jego
replikacji. W dalszym przebiegu wymazy poddane zostaty sekwencjonowaniu
wysokoprzepustowemu (ang. High-Throughput sequencing) na platformie Illumina, a
nastepnie byty przedmiotem rozszerzonej analizy wariantéw. Populacje wirusowe
pochodzace z kazdego wymazu scharakteryzowano na podstawie wybranych
parametréw (np. liczba wariantéow, entropia Shannona), aby oceni¢ réznorodnosc¢
genetyczng populacji wirusowych. Podczas analizy szczegélng uwage poswiecono takze
selekcji wariantdw o potencjalnych zdolnosciach adaptacyjnych, ktére opisano w
literaturze.

Badania eksperymentalne potwierdzity, ze przy dawce 106 EID50 wirus inokulacyjny -
H7N7 LPAIV ,typu dzikiego” - moze skutecznie zakazaé wybrane gatunki drobiu, a
zakazenie ma zwykle przebieg krétkotrwaty i bezobjawowy. Potwierdzono, ze tropizm ww.
wirusa zalezy od rzedu gospodarza - u drobiu grzebigcego dominuje replikacja w uktadzie
oddechowym, a u drobiu wodnego w uktadzie pokarmowym, co skutkuje odmiennymi
drogi transmisji AIV u tych grup. Szczegoétowa analiza populacji wirusowych z obydwu
uktadéw wykazata, ze replikacja H7N7 LPAIV ,typu dzikiego” prowadzi do powstania
populacji zdominowanej przez warianty mniejszosciowe (<10%), odzwierciedlajace
wczesny etap adaptacji do nowego gospodarza. Potwierdzono, ze warianty potencjalnie
modulujgce wtasciwosci biologiczne wirusa, moga pojawiac¢ sie w trakcie zakazenia
drobiu, jednak nie sg utrwalane w sekwencji konsensusowej. Mimo to, jeden z wariantow
- MP-G950A [M2: D88N] - jest kandydatem do dalszych testéw funkcjonalnych in vitro ze
wzgledu na swoje wystepowanie u wszystkich gatunkéw drobiu. W przeprowadzonych
badaniach nie potwierdzono trwatych miedzygatunkowych réznic w kumulatywnej liczbie
lub udziale poszczegdlnych wariantow. Natomiast kaczki stanowity jedyny gatunek z
wyzszg roznorodnoscig genetyczng AIV w tchawicy niz w kloace, co moze wynikac z
odmiennego S$rodowiska selekcyjnego w uktadzie oddechowym w poréwnaniu z
przewodem pokarmowym. Jednak w interpretacji tych wynikéw nalezy uwzglednic¢ silng



ujemna korelacje ,entropia Shannona-siewstwo” , ktéra moze zanizaé estymacije
réoznorodnosci w uktadzie pokarmowym.

Wyniki badan uzyskane w ramach rozprawy doktorskiej sugeruja, ze konieczne jest
wzmochnienie monitoringu AIV w populacji wolno zyjgcej, ktéry bedzie obejmowaé
wykrywanie oraz analize genomowa nie tylko HPAIV, ale rowniez LPAIV. W tym zakresie
nalezy potozy¢ szczegélny nacisk na identyfikacje i sledzenie markerdow genetycznych o
potencjale funkcjonalnym. Poniewaz mechanizmy adaptacji AlV pozostajg w duzej
mierze niepoznane, zasadne wydaje sie rowniez kontynuowanie badan nad ewolucjg
wirusow Al. Niemniejjednak, konieczne jest uwzglednienie czynnikéw immunologicznych
gospodarza.



