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Norka amerykaska (Neovison visonnalezy  diagnostyk i detekcg wirusa, pocawszy od
do najpopularniejszych zwietz futerko-  prostych metod serologicznych, poprzez testy
wych hodowanych w Polsce, zaréwno podimmunoenzymatyczne,zapo dynamicznie roz-
wzgledem skali hodowli, jak i jakiei futra (Fel-  wijajace s¢ narzdzia biologii molekularnej.
ska-Btaszczyk i in., 2010). Pod wzdem pro-  Technikami stosowanymi pierwotnie byty: préba
dukcji skor Polska znajdujeesiv czotéwce pro- jodowa, ktéra pozwala na wykrycie gammaglo-
ducentow europejskich, a jej udziat w ogolnej bulinemii (Cho i Greenfield, 1978) oraz elektro-
poday skor futrzarskich w 2012 r. wynosit po- foreza surowicy krwi (Knuuttila i in., 2009 b).
nad 11%, plasdf nasz kraj na czwartej pozycji Niespecyficzna metoda jodowa byla stosowana
wsrod krajow europejskich. W 2013 r. Polska juz na pocztku lat 60. XX w. (Henson i in.,
dostarczyta na rynek 6,7 min skor, z czego po-1962). Warto wspomndeistotry role, jaka ode-
nad 90% stanowity skory norek. Przemyst fu-grali naukowcy z Instytutu Zootechniki we
trzarski w roku 2013 wygenerowat dochdd wprowadzaniu metody jodowej w haszym kraju.
w wysokaci ponad 580 min ziotych (dane z ra- Zesp6t pod kierownictwem profesor Ocetkie-
portu PWC z maja 2014). Istotnym czynnikiem, wicz (Ocetkiewicz i in., 1972) popularyzowat
zmniejszajcym dochody hodowcdw, jest cho- technike, ktdra ze wzgldu na koszt, prostet
roba aleucka norek (AMD), wywotywana przez i czas réwni¢ obecnie mge by wykorzysty-
parwowirusa, nalecego do rodzajlAmdovirus  wana jako dodatkowy etap diagnostyczny.

(Huang i in., 2014). Choroba m® przybiera Zaréwno préba jodowa, jak i elektrofo-
zaréwno postanietrwatych zakaen, jak i miet reza surowicy, ze wzedllu na swaj nisky specy-
przebiegsmiertelny (Li i in., 2012). Najwaniej-  ficznos¢, w rutynowej diagnostyce zostaly za-

szy dla hodowcow jest fakke cechuje giona  stgpione bardziej precyzyjnymi technikami.
znacznym obreniem parametrow rozrodczych, Obecnie najpowszechniej stosowanymi meto-
takich jak plenné i przezywalnas¢ potomstwa; dami & immunoelektroforeza przeciwguowa
dodatkowo mog wyskpowa spontaniczne (CIEP) oraz test ELISA (Andersson i Wallgren,
ronienia (Reichert i Kostro, 2014 a). Mimo 2013; Cepica i lwamoto, 2012; Farid i in., 2012).
podjtych préb wprowadzania szczepionek Obydwie metody & oparte na reakcji antygen-
(Aasted i in., 1998; Castelruiz i in., 2005), nadalprzeciwciato. Metoda CIEP wykrywa przeciw-
najskuteczniejszymi rozwkaniami g: profi- ciala skierowane przeciw wirusowi, detekcja
laktyka, wczesna diagnostyka oraz kontrolamateriatu zakanego jest madiwa po 5—7 dniach
materiatu hodowlanego pochedego z zakupu. od zakaenia (Bloom i in., 1994; Knuuttila i in.,
2014). Istotg wad jest fakt,ze metoda wykrywa
Klasyczne metody diagnostyki AM DV wytacznie nadmiar przeciwcial, ktore pozostaj
Istnieje wiele metod, unitiwiajacych  we krwi po utworzeniu komplekséw immunolo-
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gicznych (Cepica i lwamoto, 2012), dlatego nie-nia, mimo pozbycia gichorych zwierzt. Obec-
mozliwa jest detekcja zaken przegciowych — nos¢ wirusa w srodowisku mae skutkowa
i nietrwatych (Andersson i Wallgren, 2013). Po- réwniez przenoszeniem go przez personel wraz
nadto, imunnoelekrtoforeza przeciwgowa mo-  ze sprgtem i odziea (Prieto i in., 2014).
ze dawa wyniki falszywie dodatnie w przypadku
obecnaéci komplekséw przeciwciat, co wskazuje M olekular ne metody diagnostyki AM DV
na kontakt z patogenem, a nie musi oznacza Znaczny posip w diagnostyce mag
obecndci wirusa, ktéry mogt zostazwalczony stanowé metody molekularne, pozwadag nie
(Jensen i in., 2011). Mbwe 3 rowniez wyniki tylko na potwierdzenie dolz wykluczenie zaka-
falszywie ujemne w przypadku wczesnych eta-zenia, ale take, dzeki narzdziom bioinforma-
péw choroby, gdy przeciwciata nie agajg wy-  tycznym i bazom danych, na precyzyjidenty-
krywalnego poziomu (Farid i in., 2012). fikacje szczepu, a nawdtedzeniezrodia zaka-
Brak mazliwosci automatyzacji metody zenia i kierunku rozprzestrzenianiae sivirusa
CIEP prowadzit do dalszych poszukifvaku-  pomiedzy fermami. Podstawawtechnily, uzy-
tecznych metod diagnostycznych. Efektem tychwarmg w pracy z kwasami nukleinowymi, jest
préb byto powstanie testu immunoenzymatycz-odkryta w latach 80. XX w. amplifikacja mate-
nego (ELISA, EIA), metody réwnieopartej na rialu metod tancuchowej reakcji polimerazy —
reakcji antygen-przeciwciato. Niepliwymi PCR folymerase chain reactipn (Mullis,
zaletami tej techniki w stosunku do CIER: s 1990). Obecnie ta metoda jeglywana jako etap
mniejsza liczba etapdéw, prowadych do uzy- wstepny dla bardziej wysublimowanych i precy-
skania wyniku k&acowego, mniejsza szansa uzy- zyjnych technik, ale sama w sobie rownieoze
skania wyniku falszywie dodatniego oraz zno by¢ wykorzystywana w diagnostyce. Gtéwnym
liwos¢ automatyzacji (Knuuttila i in., 2009 b). celem PCR jest nammenie specyficznego
W przypadku testu immunoenzymatycznegofragmentu DNA, jednak stosyq rozdziat elek-
istotny jest wybdr antygenu, ktéry reaguje troforetyczny nazelu oraz péniejsz wizualiza-
Z przeciwciatami obecnymi w surowicy. Do- cj¢ mazliwe jest take stwierdzenie duz wyklu-
stepne zestawy iywaja jako antygenu wyhodo- czenie obecrimi materiatu wirusowego (rys. 1).
wanegoin vitro wirusa AMDV lub samego re-
kombinowanego biatka kaspydu — VP2 (Farid
iin., 2012). Testy oparte nagsteczce wirusa
wykazup nizszz specyficzné¢ zarobwno w sto-
sunku do testu opartego na biatku strukturalnym,
jak i do metody CIEP (Andersson i Wallgren,
2013). Wybdr biatka VP2 jako antygenu jest
uzasadniony m.in. faktemze decyduje ono
w dwzej mierze o patogensa wirusa (Li i in.,
2012; Sangiin., 2012; Wang i in., 2014 b).
Zautomatyzowane aparaty do przepro-
wadzania testu ELISA charakteryzigic wyso-
ka czuldscig i specyficznécia, przy jednocze-
snym obnteniu kosztéw i pracochtonic
(Knuuttila i in., 2014). Metoda, pomimo nigtw

pllwyc_h zalet, Wyda_Je 8l nlewystarczagca_, aby Rys. 1. Rozdziat elektroforetyczny produktow reakcj
uwolnlc fermy Od. wirusa AMD. I.\/Iet.ody Immu- amplifikacji sekwencji kodujcej fragment biatka
_noIogm;ne padq; poziom przemwma’;: dlatego VP2 o diugéci 611 pz, M — marker wielkai,

ich zastg diagnostyczny jest ograniczony do gciezki 1-11 — izolaty pochodze z zainfekowanych
krwi. Wirus maze wystpowa: zarbwno w wy- ferm (badania wlasne)

dalinach, jak i wydzielinach norek, a przez to Fig. 1. Electrophoretic separation of amplification
zanieczyszczasrodowisko (Cepica i lwamoto, products of sequence coding fragment of VP2 protein
2012), co w peaiczeniu z jego wysaktrwatoscia of 611 bp, M — size marker, lanes 1-11 — isolates
(Hussain i in., 2014) m® powodowa zakae- originating from infected farms (own research)
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Z wprowadzeniem metody PCR do dia- kiej. Wykrywalna¢ na poziomie niemal 60 ko-
gnostyki wigzano ogromne nadzieje, jednak Ce- pii wirusa (Cui i in., 2014) pozwala na znacznie
pica i Iwamoto (2012) stwierdzilgze entuzjazm czulsz detekcg z trudnego materiatu, jakimgs
wywotany prébami zastosowania metody do ru-przypadku AMDV krew czlina.
tynowej diagnostyki byt przedwczesny. PCR, Technily molekulara, uwyteczry przy
mimo znacznej czukai i specyficznéci, nie byt  detekcji wirusa choroby aleuckiej, jest klasyczne
w stanie odda faktycznego stanu sanitarnego sekwencjonowanie metgdbangera (Sanger i in.,
ferm. Dwa czuté¢ sprawia,ze metoda jest réw- 1977). Mimoze zasada techniki jest niezmienna
niez podatna na nawet niewiglkontaminacj.  od przeszio 40 lat, to jest ona nadal aktualna
Argument ten nie me jednak w sposob jedno- i powszechnie stosowana. Wynikiem sekwen-
znaczny dyskwalifikow& PCR jako metody dia- cjonowania produktow PCR jest sekwencja nu-
gnostycznej, tym bardzieje jest ona z powodze- kleotyddw (rys. 2), pozwalaga na jednoznaczn
niem stosowana do wykrywania materiatu wiru- identyfikacg nie tylko jednostki chorobowej, ale
sowego we krwi, tkankach czy wydzielinach tez szczepu. Genom parwowirusa choroby aleuc-
zwierzt zakaonych (Jensen i in., 2011; Jensenkiej skiada si z okoto 4,7 kbp (Cheng i in.,
iin., 2014; Pennick i in., 2005). Reakcjada- 2009; Jensen i in., 2011), jednak do celéw dia-
chowa polimerazy w stosunku do elektroforezygnostycznych nie jest konieczne sekwencjono-
przeciwpgdowe]j charakteryzuje giczutdsicia na  wanie catlego genomu. Szczegolnie istotne zna-
poziomie prawie 95% oraz specyficzoi bli- czenie ma biatko kapsydu — VP2, ktore wyln
ska 98%. Ranice w czutéci najprawdopodob- stopniu decyduje o antygeno$ed oraz patogen-
niej wynikaj ze zbyt niskiej iléci materiatu wi-  nosci wirusa (Li i in., 2012; Sang i in.; 2012;
rusowego lub nietrwalego charakteru infekcji. Wang i in., 2014 b). Dodatkowo, w sekwencji
Istnieja prace, stwierdzage podwyszony po- kodujcej to biatko znajduje si region hiper-
ziom przeciwciat pomimo uswtia materialu  zmienny, ktéry pozwala na rozndienie szcze-
wirusowego (Jensen i in., 2011). Dokonywanopdéw patogennych od niepatogennych oraz bada-
takze prob monitorowania przebiegu choroby po-nie relacji filogenetycznych (Jahns i in., 2010).
przez cykliczne badanie materiatlu biologicznego Metoda, ze wzgdu na stosunkowo wy-
od zakaonych zwierat (wymaz z okolic nosa, sokie koszty, nie jest stosowana rutynowo
krew, odchody Elina). Rownie w tym przypad- w diagnostyce, jednak #6 informacji przez g
ku metoda PCR okazatagsskuteczna (Jensen generowana wykracza poza zadania diagnostyki.
iin.,, 2014). Produkty zoptymalizowanej reakcji Wykorzystanie nakdzi bioinformatycznych
PCR stanow dobrezrédio informacji we wcze- (m.in. BLAST) umaliwia identyfikacg i po-
snych etapach pracy diagnostycznej oraz doskonaéwnanie otrzymanych sekwencji z izolatami,
ty materiat do dalszych analiz. dostpnymi w publicznych bazach danych se-

Ciekawym rozwizaniem wydaje si  kwencji zarowno nukleotydowych, jak i amino-
stosunkowo niedawno wprowadzony do diagno-kwasowych (rys. 3).
styki nanoPCR (Li i in., 2005). W tej modyfika- W wielu krajach prowadzone $adania,
cji w reakcg 3 zaangaowane nanocgteczki, ktére maj na celu okréenie sekwencji warian-
ktore w buforze wykazugjlepsz przewodné¢  téw genetycznych wirusa atakoggo fermy. Te-
cieplng, dzicki czemu umaliwiajg szybsze ogt  go typu dziatania pogfjo micdzy innymi w Danii
gniecie temperatury docelowej. Efektem takiego (Christensen i in., 2011), Szwecji (Olofsson i in.,
dziatania jest wzrost czudoi (okoto 100 razy 1999), Estonii (Leimann i in., 2015), Finlandii
w poréwnaniu do klasycznego PCR) i specy-(Knuuttila i in., 2009 a), Irlandii (Jahns i in.,
ficznoéci (Cui i in., 2014). Metoda ta data pozy- 2010), Chinach (Li i in., 2012; Sang i in., 2012;
tywne efekty m.in. przy wykrywaniu wiruséw Wang i in., 2014 b), a tak Polsce (Reichert
atakupcych éwinie (Cui i in., 2014; Wang i in., iKostro, 2014 b). Uzyskane zadych ferm se-
2014 a) czy wirusa $eieklizny rzekomej u pro- kwencje wirusdbw mag pomoc przy tworzeniu
sigt (Ma i in., 2013), a tate przy detekcji par- drzew filogenetycznych oraz map zad@a Jest to
wowirusa, wywolujcego zapalenie jelit u norek rozwigzanie korzystne dla hodowcow, ktorzy
(Wang iin., 2015). NanoPCR m® pomé6c mog probowad odnalec zrodio zakaenia wérod
w zwickszeniu wykrywalnéci choroby aleuc- ferm dostarczarych materiat hodowlany.
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Rys. 2. Elektroforegramy sekwencji kodcgj fragment genu biatka VP2 z zaznaczonym miejscem
polimorficznym w pozycji 110 analizowanej sekwengjniana C>T w stosunku do sekwencji referencyjnej
NC_001662.1. Badania wtasne, obraz uzyskany prygiu programu DNA Baser — DNA Baser Sequence

Assembler v4.x (2014), Heracle BioSoft, www.DnaBasem
Fig. 2. Electrophoregrams of sequence coding fragroéVP2 protein with indicated polymorphic site
at position 110, change of C>T relative to theerehce sequence NC_001662.1. Own research, theeimag
obtained using DNA Baser — DNA Baser AssemblerSdguence (2014), Heracle Biosoft, www.DnaBaser.com
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Rys. 3. Poréwnanie sekwencji nukleotydowych, uzggkh w badaniach wtasnych z sekwencjami gmsgmi
w bazach danych. Badania wtasne, zestawienie ptaygme przy #yciu programu MEGAG6
(Tamura i in., 2013)

Fig. 3. Comparison of the nucleotide sequencesimédain our study with the sequences availableatabases.
Own research, the list prepared using MEGAG6 (Tanatral., 2013)
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Dalszy rozwdj technik sekwencjonowa- do detekcji parwowiruséw psich i wilczych
nia zaowocowat powstaniem metod sekwencjo{Kumar i Nandi, 2010; Mech i in., 2012). Meto-
nowania drugiej i trzeciej generacji (NGS), ktore da byta stosowana taé do diagnostyki zwieszt
umazliwiaja poznanie sekwencji catych geno- futerkowych; jej uycie umaliwito wykrycie
méw (Marguerat i in., 2008). Technologie NGS przyczyny etiologicznej ropnego zapalenia skory
s3 hazywane wysokoprzepustowymi. Jest to zaimiedzy innymi u norek (Nordgren i in., 2014).
rowno istotna zaleta, gdy jednej probki mgna  Znaczna czul& i specyficzné¢ pozwala na jej
otrzyma duza liczbe informacji, jak i wada, po- zastosowanie do analizy probekodowisko-
niewaz tak ogromna liczba danych jest trudnawych. Badania tego typu byly rowiie sukce-
zarowno do p#niejszej obrobki, jak i analizy. sami prowadzone w detekcji parwowirusa cho-
Technilke NGS zastosowano gdzy innymi do  roby aleuckiej; obejmowaly anatizoowierzchni
analizy filogenetycznej parwowirusa infekog-  uzytkowych oraz wyposania ferm (Prieto i in.,
go psy (Perez i in., 2014). Sekwencjonowanie2014). Autorzy przeprowadzili szczegotpana-
nowej generacji mee by uzyteczne zar6éwno lize¢ mazliwosci transferu wirusa przez personel,
w analizach wirusow atakagych zwierzta dzi- sprzt czy dostawcdw paszy i wykrywania pato-
kie (analizy metagenomiczne np. mikroflory za- genu wsrodowisku hodowlanym na bardzo wy-
wartej w odchodach), jak i analizadhodowi-  sokim poziomie detekcji. PCR w czasie rzeczy-
skowych (Cantalupo i in., 2011). Analiza taka wistym mae by uzytecznym nargdziem
moze da& dwzy wglad w stan sanitarny fermy. w okrelaniu stanu sanitarnego ferm, ktére mog
Uzyskane wyniki zawieraj petny profil poten- stanowé rezerwuar wirusa, mimo braku wi-
cjalnych czynnikéw chorobotwérczych, znajdu- docznych objawdw zaken u zwierat. Jest to
jacych sé w danymsrodowisku, a w zwjzku  szczegdlnie istotne w przypadku uwalniania
ztym pozwalaj na poznanie catego wiromu ferm od wirusa AMDV, gdy nawet w przypad-
(Mihalov-Kovacs i in., 2014). ku eliminacji zainfekowanych zwiegz wirus

W przypadku przedstawicieli dzikey- moze utrzymywa sie w srodowisku. W tym
jacych drapienikbw, mazliwe jest stwierdzenie przypadku zakup materialu hodowlanego z fer-
bioréznorodndci patogenéw, infekggych dany my wolnej od AMDV i wprowadzenie ich do
gatunek oraz, co szczegOlnie intergsaj anali-  obiektu, w ktorym wystpowat wirus, bez szcze-
za przeptywu patogendw waizy populacjami  gotowej analizy stanu sanitarnego i gruntownie
wolno zyjacymi a hodowlanymi (Bodewes i in., przeprowadzonej dezynfekcji, m® prowadai
2014). Naley przyznd, ze techniki nowej gene- do transferu patogenu na nowo wprowadzone,
racji nie § szczegolnie tyteczne jako naedzie  wolne od wirusa zwiekta. Metoda Real-Time
diagnostyczne dla pojedynczego patogenu, jednaRCR umaliwia detekcg wirusa w prébkach
daja dobry wghd w profil mikrobiologiczny fer-  srodowiskowych z czukxia, pozwalagca na
my. Dodatkowo, $ doskonatymzrédtem in-  wykrycie kilku kopii.
formacji dla badaczy, zajmagych sé analiza-

mi filogenetycznymi, przeptywem oraz zmien- Podsumowanie

noscig  czynnikbw patogennych. Peply Metody CIEP oraz test ELISA wgi

w dziedzinie biologii molekularnej prowagiz pozostaj zlotym standardem w diagnostyce
do systematycznego oliania cen, co daje na- AMDV. Dynamiczny rozwdj biologii moleku-
dziejg na upowszechnienie tych niezwykle in- larnej oraz bioinformatyki daje jednak nadziej
formatywnych technik w rutynowej diagnosty- na coraz powszechniejsze stosowanie tych me-
ce (Barzoniin., 2011). tod do wczesnego wykrywania zachordwile-

Technilg, opart na taicuchowej reakcji  tody te mog by¢ tak’e wyteczne podczas prob
polimerazy jest Real-Time PCR — PCR w czasiemonitorowania przebiegu choroby oraz do anali-
rzeczywistym. Pozwala néledzenie przebiegu zy skutecznéci potencjalnych prob leczenia
choroby, efektywngci leczenia, a tale na dia- w czasie rzeczywistym. Ponadto, zastosowanie
gnostyk. Proby uycia tej techniki w diagnosty- narzdzi biologii molekularnej daje natiwosci
ce chorob wirusowych prowadzonozjma po- daleko wykraczace poza diagnostgk Zasto-
czgtku XXI wieku w przypadku pryszczycy sowanie odpowiednich technik pozwala na mo-
uswin (Alexandersen i in., 2001) oraz jwie] nitorowanie stanu sanitarnego ferm poprzez ana-
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lize probek srodowiskowych. Metody sekwen- miedzy populacjami hodowlanymi. Nawdzia
cjonowania w pajczeniu z bazami bioinforma- oferowane przez biologi molekularm mog
tycznymi umaliwiaja poznawanie sekwencji miec¢ istotny wkiad w uwalnianie ferm od wirusa
nukleotydowych patogenu, tworzenie map filo- AMD oraz ochrog przed wprowadzaniem pato-
genetycznych, sledzenie ewentualnycherédet  genu do hodowli dzki rutynowej diagnostyce
zakaenia oraz badanie przeptywu patogenunowego materialu hodowlanego.
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THE POSSIBILITY OF USING TECHNIQUES OF MOLECULAR BIOLOGY
IN THE DIAGNOSIS OF ALEUTIAN MINK DISEASE

Summary

A significant problem for farmers is the Aleutiannk disease caused by a parvovirus belonging to the
genusAmdovirus The disease may take the form of a short-livéecion or be lethal. The most important for
breeders is the fact that the disease is charaetkhy a significant reduction in reproductivetsand sponta-
neous abortions. In spite of attempts to introdwsecines, still the most effective solutions arevention, early
diagnosis, and control of purchased animal matefiaére are many methods to detect the virus, sonple
serological methods, through immunocytochemistythe rapidly developing molecular biology toolsinhu-
noassays measure serum antibodies and thus theirage is limited to diagnostic blood. Becausevihgs may
be present in both the excretions
and secretions of minks, it may
contaminate the environment. Sig-
nificant progress in diagnosis
could be obtained with molecular
¥ methods, which not only confirm

 or exclude the infection, but also
allow identifying the strain, and
even trace the source of the infec-
tion. Tools offered by molecular
biology may have a significant
contribution to the elimination of
AMDV from the farms, and pro-
tection against the introduction of
W the pathogen into the culture
through routine diagnostics.
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