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Streszczenie

Wirus choroby aleuckiej (Aleutian Mink Disease Virus — AMDYV) stanowi przyczyne
istotnych strat ekonomicznych w hodowli norek. Patogen powoduje padnigcia (zwlaszcza
wsrod miodych norek), obnizenie plenno$ci samic oraz pogorszenie jakosci futra. Wysoka
trwatos¢ wirusa w srodowisku, brak metod leczenia oraz skala problemu AMDYV w krajach, w
ktorych prowadzona jest hodowla norek, sklaniaja do poszukiwania skutecznych metod
pozwalajacych na zamykanie drog krazenia wirusa oraz usuwanie go z ferm.

Celami pracy byto: okreslenie skali epidemiologii wirusa AMD w populacji norek
oraz w ich $rodowisku hodowlanym w Polsce, przygotowanie charakterystyki molekularnej
izolatbw wirusa powodujacych przebieg kliniczny i subkliniczny choroby oraz zbadanie
wplywu immunostymulacji methisoprinolem na parametry hodowlane na fermie trwale
zakazonej wirusem AMD.

W celu wstepnej analizy zréznicowania wirusa AMD, badano polimorfizm w
sekwencji kodujacej biatko strukturalne VP2 w prébach pochodzacych od 33 osobnikdw
fermowych i 20 wolno zyjacych norek. Do okreslenia epidemiologii molekularnej AMDV
oraz zbadania tadunku wirusowego w tkankach i srodowisku, pobrano 55 §ledzion, 35 prob
krwi i 125 wymazow ze srodowiska fermowego, pochodzacych z tacznie 27 ferm. Z badanych
prob izolowano DNA, a nastgpnie prowadzono detekcje wirusa metoda PCR. Produkty reakcji
PCR sekwencjonowano a nast¢pnie poddano analizie bioinformatycznej. Ladunek wirusowy
w badanych probach oznaczono metodg qPCR.

W celu sporzadzenia charakterystyki molekularnej wirusa AMD na fermach o
zr6znicowanym obrazie klinicznym choroby, do badan wytypowano po 10 osobnikow z
fermy na ktorej wystgpowaty infekcje przebiegu klinicznym i 10 z fermy gdzie diagnozowano
infekcje o przebiegu subklinicznym. Z krwi badanych zwierzat izolowano DNA, metoda
qPCR okreslono tadunek wirusowy, amplifikowano i1 sekwencjonowano fragment kodujacy
biatko VP2. Uzyskane sekwencje poddano analizie bioinfromatyczne;j.

Biorgc pod uwage wysoka zmienno$¢ wirusa AMD zaprojektowano reakcje duplex
PCR, w ktorej amplifikowano sekwencje kodujace fragmenty biatka niestrukturalnego - NS1 i
strukturalnego - VP2. Oceniono przydatno$¢ reakcji do amplifikacji wirusowego materiatu
genetycznego z préb biologicznych (krew - n=40 i $ledziona — n=40) oraz prob
srodowiskowych (n=20). Czulo$¢ reakcji potwierdzono metoda qPCR, a specyficznos¢

poprzez sekwencjonowanie wybranych prob.



Badania wptywu suplementacji methisoprinolem, przeprowadzono na grupie 300
osobnikow, ktoére podzielono na trzy grupy doswiadczalne i trzy grupy kontrolne, w
zaleznosci od miana przeciwcial uzyskanych w tescie ELISA. Do aktywnej
immunostymulacji nieswoistej u norek uzyto methisoprinolu. W pierwszym etapie preparat
otrzymywaly samice stada podstawowego grup doswiadczalnych a w drugim etapie
doswiadczenia, po wykocie, suplementacj¢ otrzymywato takze potomstwo.W grupach samic
doswiadczalnych oraz kontrolnych oceniono wskazniki rozrodu, masy ciata przychowka oraz
tadunek wirusowy w $ledzionie i weztach chtonnych.

Wirus AMD zostat wykryty zarowno w tkankach (10® kopii w $ledzionie i 10* kopii
we Kkrwi), jak i $rodowisku hodowlanym ($rednio 10? kopii). Uzyskane w trakcie badan
wyniki wskazuja na wysokie zroznicowanie AMDV i co najmniej czterokrotne wprowadzenie
patogenu do Polski. Na fermie, na ktorej wystgpuje przebieg subkliniczny, infekcja
przyjmowala tagodniejszg formg, z nizszym o dwa rzedy wielkosci fadunkiem wirusowym we
krwi zakazonych osobnikow. W zwigzku ze stwierdzonymi w badaniach wtasnych wynikami
falszywie ujemnymi, zaprojektowano reakcje duplex PCR, ktdra wykazata przydatnos¢ do
detekcji i molekularnej charakterystyki wirusa AMD, zwlaszcza w przypadku prob
izolowanych z krwi i $ledziony. Zastosowanie methisoprinolu jako immunostymulatora, moze
zmniejszy¢ replikacj¢ wirusa i poprawi¢ wyniki hodowlane na fermach trwale zakazonych
wirusem poprzez zwigkszenie liczebnosci miotu (Srednio o jedng szczenig), jak 1 mase

szczeniat (Srednio o 12%).

Stlowa kluczowe: Choroba Aleucka, Diagnostyka Molekularna, Polimorfizm,
Epidemiologia Molekularna, Immunostymulacja



Abstract

Aleutian Mink Disease Virus (AMDV) results inbreeding losses due to frequent
abortion, low fecundity and high juvenile mortality. Due to the high persistence of pathogen
in the environment, lack of causative treatment as well as the growing problem of AMDV
infections, there is a need for research on alternative methods to eliminate the pathways of the
spread of the virus and extinguish current outbreaks.

The aims of the study were: the evaluation of AMDYV epidemiology in the population
of the Polish minks and in their breeding environment, molecular characterization of pathogen
on the farms with clinical and subclinical course of disease and examination of the effect of
immunostimulation on the breeding parameters of the minks from persistently infected farms.

The initial analysis of molecular diversity was developed on the basis of the
polymorphisms in the sequence coding structural protein - VP2. The samples derived from 33
individuals from farmed population and 20 from free-living minks. To prepare an extended
analysis of molecular epidemiology and to estimate viral load in the tissues and environmental
samples, 55 spleen, 35 blood samples and 125 environmental swabs from 27 farms were
tested. DNA was extracted from the tested samples and the detection of viral genetic material
was carried out by PCR. The products of amplification were sequenced and undergone
bioinformatic analysis. A qualitative assessment of AMDV was performed by gPCR.

In order to prepare a molecular characterization of AMD virus in the farms with a
clinical and subclinical course of disease, a group of 20 animals were examined (10 from farm
with clinical and 10 from farm with the subclinical course). DNA was extracted from blood of
tested animals, viral load was estimated via gqPCR method, sequence coding part of VP2
protein was amplified, sequenced and undergone bioinformatic analysis.

Taking into account a high molecular diversity of AMD virus, duplex PCR was
developed and optimized. The reaction was designed to enable simultaneous amplification of
sequences coding parts of the non-structural protein - NS1 and structural protein - VP2. The
effectiveness of the method was assessed in detecting AMDV from biological (blood n=40;
spleen n=40) and environmental samples (n=20). The quantitative determination of the
number of copies of viral genetic material was carried out by the gPCR. To confirm the
specificity of the reaction, selected PCR products were sequenced.

To evaluate the effectiveness of methisoprinol in counteracting the effects of Aleutian
disease, 300 individuals with confirmed infection were included. The Minks were divided

according to antibody titers into three experimental groups, which received a methisoprinol



solution, and three control groups, which did not receive the immunostimulant. DNA was
extracted from spleens and lymph nodes and viral load was evaluated. The reproductive
parameters of females and the body weight of the offspring were assessed in the groups of
experimental and control females.

AMDV was detected in the tissues (10 copies in the spleen, 10* copies in the blood)
as well as in the environment (average viral load 102 copies per reaction). A high molecular
diversity indicates that virus was introduced at least four times to Poland. Animals from farms
with subclinical course displays milder symptoms and the viral load was two order of
magnitude lower. Duplex PCR enables successful detection and molecular characterization of
AMDV especially from spleen and blood. Immunostimulation with methisoprinol solution
may inhibit the replication of the virus and improve the breeding parameters due to the bigger
litter size (average one kit more in experimental group) and the higher weight of kits (average
12%).

Keywords: Aleutian Disease, Molecular Diagnostics, Polymorphism, Molecular
Epidemiology, Immunostimulation



Wstep

Polska jest krajem, ktory odgrywa istotng rolg na swiatowym rynku zwierzat futerkowych,
co znajduje potwierdzenie w ilosci skor dostarczanych do domoéw aukcyjnych.
Najpopularniejszym zwierzeciem futerkowym hodowanym w naszym kraju jest norka
amerykanska (Neovison vison). Wedtug danych Fur Europe za rok 2016, w Polsce uzyskano
ponad osiem milionéw skor norczych (http://www.fureurope.eu/).

Jedng z istotnych przyczyn strat dla hodowcow, jest wirus choroby aleuckiej (Aleutian
Mink Disease Virus — AMDV). Jednostka chorobowa, po raz pierwszy opisana w latach 50.
(Helmboldt i Jungherr, 1958), stanowi obecnie globalny problem w hodowli norek. Infekcje
wirusem AMD sg wykrywane zarowno w krajach europejskich (m. in. Dania, Finlandia,
Estonia, Polska), jak i Stanach Zjednoczonych, Kanadzie, czy Chinach (Bloom i wsp., 2001;
Farid, 2013; Knuuttila i wsp., 2015; Knuuttila i wsp., 2009; Leimann i wsp., 2015; Li i wsp.,
2012; Reichert and Kostro, 2014b; Themudo i wsp., 2015; Wang i wsp., 2014). Patogen moze
by¢ przenoszony droga pionowa z zakazonych samic na potomstwo, lub horyzontalnie
poprzez §ling, czy odchody. Depozycja wirusa w $rodowisku prowadzi do powstawania
posrednich drog szerzenia choroby, ktorym sprzyjaja czynniki biologiczne, w tym
antropogeniczne (Prieto i wsp., 2014).

Wirus wykazuje powinowactwo do limfocytow B, ktore na skutek infekcji sa indukowane
do nadmiernej odpowiedzi immunologicznej, wskutek czego rozwija si¢ gammaglobulinemia.
Objawy kliniczne choroby sa efektem depozycji kompleksow antygen-przeciwciatlo w
tkankach, co prowadzi do rozwoju stanéw zapalnych migdzy innymi ktgbuszkéw nerkowych,
czy phuc, zwlaszcza u mtodych norek (Leimann i wsp., 2015). AMDV wywotuje chorobg o
zroznicowanym przebiegu, ktora moze przyjmowac postac trwatych bezobjawowych zakazen,
infekcji przejsciowych, infekcji subklinicznych, az po infekcje postepujace, czesto konczace
si¢ zejsciem $miertelnym. Charakter i przebieg choroby w duzej mierze zalezy od genotypu
gospodarza, oraz szczepu wirusa (Leimann i wsp., 2015, Persson i wsp., 2015, Wang i wsp.,
2014).

Genom wirusa AMD jest zbudowany z ssSDNA (jednoniciowego DNA) o dtugosci okoto
4,8 kb, ktére koduje sekwencj¢ aminokwasows trzech biatek niestrukturalnych (NS1, NS2 i
NS3), oraz dwoch biatek strukturalnych (VP1 i VP2). Biatka niestrukturalne sg zaangazowane
w proces replikacji 1 regulacji transkrypcji materiatu genetycznego wirusa, natomiast biatka
strukturalne determinujg wlasciwosci antygenowe 1 w duzej mierze decyduja o patogennosci

wirusa (Ryt-Hansen i wsp., 2017a).



Niezaleznie od postaci choroby, patogen przynosi straty ekonomiczne wynikajace
zardwno z padni¢¢, glownie mtodych osobnikow, jak i obnizenia plennosci samic (Reichert
and Kostro, 2014a). W chwili obecnej brak jest skutecznych metod leczenia AMD, a jedynym
sposobem, pozwalajacymi na minimalizowanie efektow infekcji pozostajg dziatania
profilaktyczne, w duzej mierze oparte na diagnostyce, jak 1 odpowiednich zabiegach
zoohigienicznych, obejmujacych dezynfekcje.

Stosowane rutynowo metody diagnostyczne takie jak test jodowy, czy
immunoelektroforeza przeciwpragdowa (CIEP), dostarczajg czesto ograniczonych informacji
na temat infekcji (Dam-Tuxen i wsp., 2014; Farid i Rupasinghe, 2016). Wykrycie
wirusowego materialu genetycznego w badanych tkankach jednoznacznie wskazuje na
infekcje, podczas gdy pojawienie si¢ przeciwcial przeciw wirusowi, moze oznaczaé
bezobjawowy kontakt z patogenem. Metody serologiczne sg dodatkowo ograniczone przez
okienko serologiczne, tj. okres, ktory mija od zakazenia do pojawienia si¢ przeciwciat,
podczas ktorego zwierz¢ moze zakaza¢ inne osobniki, samemu dajac wynik ujemny w testach
serologicznych. Wreszcie, metody serologiczne czgsto nie uwzgledniaja analizy stanu
sanitarnego srodowiska, ktore rowniez moze by¢ rezerwuarem wirusa.

Techniki molekularne wykazuja wyzsza czuto$¢, pozwalajac na detekcj¢ materiatu
genetycznego wirusa juz na wezesnych etapach choroby. Ponadto, zastosowanie metod takich
jak gPCR pozwala na wykrycie AMDV w s$rodowisku hodowlanym oraz badanie
skuteczno$ci dziatan dezynfekcyjnych (Prieto i wsp., 2017; Prieto i wsp., 2014).
Sekwencjonowanie zamplifikowanego materialu genetycznego wirusa, w polaczeniu z
analizami bioinformatycznymi, umozliwia ocen¢ zmiennosci patogenu a takze wnioskowanie
o krazeniu wirusa pomigdzy ogniskami choroby (Ryt-Hansen i wsp., 2017a; Ryt-Hansen i
wsp., 2017b). Za celowos$cia wdrazania metod molekularnych przemawiaja trendy badan w
krajach odgrywajacych istotng rol¢ w hodowli zwierzat futerkowych, a wigc w Danii,
Finlandii, czy Chinach, w ktérych oprdcz samej oceny stanu sanitarnego ferm pod wzgledem
AMDV, przeprowadza si¢ charakterystyke molekularng patogenu.

Wilaczanie metod molekularnych i badan epidemiologii molekularnej opartych o analizy
bioinformatyczne, do rutynowej diagnostyki AMDV, moze przyczyni¢ si¢ do eliminacji
wirusa z ferm, nie tylko poprzez wczesng i czula detekcje patogenu w materiale biologicznym
pochodzagcym od zwierzat, ale takze poprzez monitorowanie skutecznosci dziatan

dezynfekcyjnych, czy tez identyfikacje 1 zamykanie drog krazenia wirusa.
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Cel i hipotezy badawcze

Amdowirusy sg stosunkowo nowym i stabo poznanym zagadnieniem. Duza ilo$¢

sekwencji wirusa AMD deponowana w bazach danych, jak tez rosngca ilo$¢ badan nad

epidemiologia molekularng wirusa AMD, podkresla duze zainteresowanie problemem.

Dlatego tez zasadne wydaje si¢ przeprowadzenie analizy zroznicowania molekularnego

AMDYV takze w Polsce, ktora stanowi istotny segment rynku futrzarskiego.

W celu zbadania epidemiologii AMDV w populacji norki amerykanskiej (Neovison vison)

sformutowano nastepujace hipotezy badawcze:

Wirus AMD moze by¢ obecny nie tylko w organizmach zwierzat, ale takze w
srodowisku hodowlanym zakazonych ferm, ktére moze stanowi¢ rezerwuar wirusa.
Zasilanie polskiej hodowli norek, zwierzetami z réoznych Zrodet mogto spowodowac
wysokie zréznicowanie molekularne wirusa w populacji hodowlane;j.

Pula wirusa AMD w Polsce sktada si¢ zar6wno z wariantow endemicznych, jak i
wariantow bioracych udziat w globalnym krazeniu patogenu.

Zmienno$¢ molekularna wirusa moze wptywac na obraz Kliniczny choroby.

Immunostymulacja moze poprawi¢ parametry hodowlane na fermie trwale zakazonej

AMDV.

W celu weryfikacji hipotez zatozono szczegdtowe cele badawcze:

Optymalizacja metod opartych na reakcji PCR, duplex PCR i1 qPCR pozwalajacych na
detekcje materialu genetycznego wirusa AMD w prébach biologicznych i
srodowiskowych oraz jego pdzniejsza charakterystyke molekularng.

Ocena czesto$ci wystepowania AMDYV na polskich fermach oraz okreslenie tadunku
wirusowego w tkankach 1 srodowisku hodowlanym norki amerykanskie;j.

Analiza epidemiologii molekularnej patogenu na badanych fermach oraz okreslenie
relacji polskich izolatéw z zasobami baz bioinformatycznych w oparciu o polimorfizm
w sekwencji kodujacej biatko NSI.

Charakterystyka molekularna wirusa na fermach, na ktérych choroba przyjmuje
przebieg kliniczny i subkliniczny.

Ocena czutosci 1 specyficznosci metody duplex PCR, jako techniki ograniczajacej
wystepowanie wynikow fatszywie ujemnych.

Zbadanie wptywu preparatu immunostymulujgcego — methisoprinolu na parametry

hodowlane na fermie trwale zakazonej wirusem AMD.
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1. Material i metody

Wszystkie badania byly prowadzone za zgoda i zgodnie z zaleceniami Lokalnej Komisji

Etycznej do Spraw Do$wiadczen na Zwierzetach (numer pozwolenia - 30/2010).

1.1 Badania pilotazowe - wstepna ocena zmiennosci wirusa AMDV pomie¢dzy
fermami z réznych czesci Polski

Badania przeprowadzono na dwdch fermach hodowlanych norek. W analizowanych
fermach od trzech sezondéw hodowlanych u okolo 60% zwierzat stada podstawowego
notowano trwate zakazenia wirusem AMD o przebiegu subklinicznym, potwierdzone metoda
immunoelektroforezy przeciwpradowej. Do badan zakwalifikowano 16 osobnikdw, w tym 6 z
fermy potozonej w poéinocno-wschodniej Polsce (Ferma A) i 10 z fermy w zachodniej Polsce
(Ferma B). Material do badan w zakresie genotypowania wirusa AMD w fermach objetych
doswiadczeniem stanowity probki narzadow wewnetrznych (Sledziony i weztow chtonnych
zagardlowych).

Izolacjg DNA prowadzono zestawem DNeasy Blood and Tissue (Qiagen). W celu
amplifikacji materialu genetycznego wirusa, przeprowadzono reakcje PCR ze starterami
specyficznymi do sekwencji kodujacej fragment biatka VP2 (Costello i wsp. 1999).
Specyficznos¢ reakceji okreslono poprzez rozdziat produktow reakcji w 2% zelu agarozowym.
Produkty amplifikacji oczyszczano, a nastepnie poddano reakcji PCR sekwencyjnego i
rozdzielano na analizatorze genetycznym — Avant 3100 Genetic Analyser. Otrzymane

sekwencje poddano analizie bioinformatycznej w programach DNA Baser i MEGA 6.

1.2 Ocena zréznicowania wirusa AMDV pomiedzy populacja wolno zyjaca i
hodowlana

Norki hodowlane pozyskano z dwdch gospodarstw, na ktérych potwierdzono przy
pomocy elektroforezy przeciwpradowej wystgpowanie trwalej subklinicznej postaci choroby
aleuckiej. Przeciwciata przeciw AMDV wykryto u 60% badanych zwierzat. Do analiz
wybrano 11 osobnikdéw z potwierdzonym zakazeniem. Norki wolno zyjace (n=20) pozyskano
od mysliwych, prowadzacych legalny odtéw zwierzat. Izolacje DNA prowadzono ze $ledzion,
przy pomocy zestawu DNeasy Blood and Tissue (Qiagen). W celu amplifikacji materiatu
genetycznego wirusa, przeprowadzono reakcje PCR ze starterami specyficznymi do
sekwencji kodujacej fragment biatka VP2 (Costello i wsp. 1999). Specyficznos$¢ reakcji
okreslono poprzez rozdzial produktow reakcji w 2% zelu agarozowym. Produkty amplifikacji

oczyszczano, a nastgpnie poddano reakcji PCR sekwencyjnego i1 rozdzielano na analizatorze
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genetycznym — Avant 3100 Genetic Analyser. Otrzymane sekwencje poddano analizie
bioinformatycznej w programach DNA Baser i MEGA 6. Regiony epitopowe identyfikowano
w oparciu o baz¢ Epitope Database and Analysis Resource oraz wyniki badan Costello 1 wsp.

(1999)

1.3 Analiza epidemiologii molekularnej wirusa AMDV w populacji fermowej

Do badania wybrano 14 ferm z wojewoOdztwa Zachodniopomorskiego, 7 ferm z
wojewodztwa Wielkopolskiego, 2 fermy z Podkarpackiego i po jednej z ferm z wojewodztw:
Lubelskiego, Matopolskiego, Podlaskiego i Pomorskiego. Do analiz wytypowano fermy,
ktore wykazywatly dodatnie wyniki w testach CIEP (26 ferm). Jako kontrol¢ ujemng
wykorzystano proby (n=25) z fermy z wojewddztwa Wielkopolskiego wolnej od wirusa
AMD, na ktorej notowano wyniki ujemne w testach CIEP od poczatku istnienia fermy.
Materiat do badan stanowity $ledziony, krew i wymazy ze srodowiska, w ktorym przebywaty
zwierzeta (n=250).

Izolacj¢ DNA przeprowadzono zestawem DNeasy Blood and Tissue (Qiagen). Reakcje
PCR ze starterami flankujagcymi fragment kodujacy biatko NS1 (Jensen i wsp. 2011),
przeprowadzono dla prob DNA wyizolowanego ze wszystkich §ledzion i prébek krwi oraz dla
wymazoéw, w ktorych tadunek wirusowy wynosil co najmniej 10?2 kopii (n=183).
Specyficznos¢ reakceji okreslono poprzez rozdziat produktow reakcji w 1% zelu agarozowym.
Do sekwencjonowania wybrano prébki po reakcji PCR wykazujace wynik dodatni i dajace
wyrazne produkty amplifikacji (n= 86, po 3-5 probek z kazdej z badanych ferm ma ktérych
wykryto zakazone zwierzeta). Produkty amplifikacji oczyszczano, a nastepnie poddano
reakcji PCR sekwencyjnego i rozdzielano na analizatorze genetycznym — Avant 3100 Genetic
Analyser. Otrzymane sekwencje poddano analizie bioinformatycznej w programach DNA
Baser, Bioedit, MEGA 6, Figtree.

1.4 Ocena ladunku wirusowego w tkankach i Srodowisku hodowlanym
Oceniano ilo$¢ materiatu genetycznego w $ledzionie (n=55), krwi (n=35), prébach krwi
pulowanej (n=35 prob zbiorczych, uzyskanych poprzez pulowanie 10 préb jednostkowych) i
srodowisku hodowlanym (n=100). Jako kontrol¢ ujemng wykorzystano wymazy z fermy, na
ktorej notowano wyniki ujemne w testach CIEP od poczatku istnienia fermy (n=25). Ze
wszystkich prob przeprowadzono izolacje DNA zestawem DNeasy Blood and Tissue
(Qiagen). Ocene tadunku wirusowego w badanych probach przeprowadzono metoda Real-

Time PCR, zestawem Genesig AIDV Advanced Kit, w odniesieniu do krzywej wzorcowe;j.
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1.5 Charakterystyka molekularna wirusa AMD u zwierzat z Klinicznym i
subklinicznym przebiegiem choroby aleuckiej
Badania przeprowadzono w dwdéch fermach hodowlanych norek, z ktoérych pierwsza
zlokalizowana byta w poinocno-zachodniej (Ferma A), za$ druga w pdinocno-wschodniej
Polsce (Ferma B). W fermie A liczacej 10000 samic norek stada podstawowego u 40% norek
wystepowato trwale zakazenia wirusem AMD o przebiegu klinicznym potwierdzone metoda
elektroforezy przeciwpradowej. Natomiast w fermie B liczacej 5000 samic stada
podstawowego u okoto 60% zwierzat wystepowalo trwate zakazenia AMDV o przebiegu
subklinicznym réwniez potwierdzone metodg elektroforezy przeciwpradowe;j.
Badaniem wlasciwym objeto 20 samic norek odmiany bragzowej w wieku 1 roku, po
10 sztuk z kazdej ferm. Material biologiczny do badan genetycznych stanowity probki krwi.
Genomowy DNA wirusa izolowano przy uzyciu zestawu do izolacji DNA z krwi QlAamp
DNA Investigator Kit (Qiagen). Detekcje wirusowego DNA prowadzono metodg PCR z
trzema parami starterow (Canuti i wsp. 2016; Costello i wsp. 1999). Specyficznos$¢ reakcji
sprawdzano poprzez rozdzial elektroforetyczny w 2% zelu agarozowym. Czuto$¢ reakcji PCR
zweryfikowano metodg qPCR. Produkty reakcji PCR oczyszczono, poddano reakcji PCR
sekwencyjnego i rozdzielano na analizatorze genetycznym Avant 3100 Genetic Analyser.
Analize bioinformatyczng prowadzono w programach DNA Baser, MEGA7, Bioedit, Figtree,
SNAP2.

1.6 Optymalizacja reakcji duplex PCR

Ferma 1 zwierzeta do badan zostalty wytypowane w oparciu o dodatnie wyniki
immunoelektroforezy przeciwpradowej (CIEP). Do analiz wykorzystano krew (n=40) i
Sledziony (n=40) oraz wymazy z klatek w ktorych przebywaty zainfekowane zwierzgta
(n=20). Dla préb krwi, oprocz diagnostyki indywidualnej, zbadano mozliwo$¢ analizy prob
zbiorczych (wymieszano po 40 pl krwi od 10 zwierzat badanych, otrzymane w ten sposob
prébki zbiorcze traktowano w trakcie izolacji i dalszej analizy jako pojedyncze probki). DNA
izolowano zestawem DNeasy Blood and Tissue (Qiagen). Do reakcji PCR wykorzystano pare
starterow amplifikujgcych fragment biatka strukturalnego VP2 (Costello i wsp. 1999) oraz
pare amplifikujacg fragment biatka NS1 (Jensen i wsp. 2011). Reakcje optymalizowano w
gradiencie magnezu i temperatury. Specyficzno§¢ amplifikacji okreslono poprzez rozdziat
produktow reakcji w 1% zelu agarozowym. Stosujac metode qPCR okreslono czuto$¢ reakcji
oraz $rednig ilos¢ kopii wirusa w badanych probach. Specyficzno$¢ reakcji oceniono poprzez

sekwencjonowanie wybranych préb i poréwnanie ich z zasobami bazy NCBI.
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1.7 Badanie wplywu suplementacji methisoprinolem na parametry hodowlane w
fermie norek trwale zakazonych wirusem AMD
Badania przeprowadzono na fermie hodowlanej norek, ktorej obsade stanowito 10000
samic stada podstawowego. Stan sanitarny fermy oceniono jako dobry, a norki zywione byty
systemem tradycyjnym wedlug norm zalecanych dla tego gatunku w poszczegolnych
okresach hodowlanych, z uwzglgdnieniem dodatkéw mineralno-witaminowych oraz stalego
dostepu do wody. W fermie norek objetej doswiadczeniem wystepuja endemiczne zakazenia
AMDYV potwierdzone metoda elektroforezy przeciwpradowej, testem ELISA oraz technika
PCR. Specyficzno$¢ potwierdzono poprzez sekwencjonowanie wybranych prob, tadunek
wirusowy w badanych tkankach okreslono metoda gPCR.

W analizach uwzgledniono tacznie 300 samic norek hodowlanych odmiany brazowej,
ktére zostaly wyselekcjonowane do do$wiadczenia na podstawie dodatnich wynikow testu
ELISA. Na podstawie uzyskanych mian przeciwcial w tescie ELISA zwierzg¢ta wyjSciowo
podzielono na 3 grupy doswiadczalne (grupa I, 11, 111) oraz 3 grupy kontrolne (grupa CI, CIl,
CIII) po 50 sztuk w kazdej. Do aktywnej immunostymulacji nieswoistej u norek uzyto 20% r-
r methisoprinolu. W pierwszym etapie methisoprinol otrzymywaty tylko samice stada
podstawowego grup doswiadczalnych. Natomiast norki z grup kontrolnych otrzymywaty t¢
samg karmg co zwierzeta doswiadczalne lecz bez dodatku preparatu.

W drugim etapie doswiadczenia (po zakonczonych wykotach) pierwszg dawke
methisoprinolu otrzymaty samice stada podstawowego z grup doswiadczalnych wraz z ich
potomstwem. W grupach samic do$wiadczalnych oraz kontrolnych oceniono wskazniki

rozrodu, masy ciata przychowka oraz tadunek wirusowy w §ledzionie i we¢ztach chtonnych.

15



2. WynikKi
2.1 Ocena zmiennos$ci molekularnej wirusa AMDYV w populacji norek w Polsce

2.1.1 Wstepna ocena zmiennosci wirusa AMDYV pomiedzy fermami z réznych czesci
Polski

Wyniki wskazywaty na wysokie zréznicowanie wirusa AMD w obrebie badanych ferm.
Po sekwencjonowaniu, przeprowadzono analize in silico, w trakcie ktdrej analizowano wptyw
zmian w sekwencji nukleotydowej na sekwencje aminokwasoéw w biatku VP2. Izolaty wirusa
pochodzace z fermy A nalezaty do 4 genotypow. W oparciu o polimorfizmy w sekwencji
aminokwasowej, wsrdd osobnikéw z fermy B wyr6zniono 5 genotypow. Poréwnanie
otrzymanych wynikow z zasobami dostgpnymi w bazie NCBI, wykazalo istnienie czterech
zmian, ktore nie wystepowaly w zdeponowanych dotad sekwencjach (Tabela 1). W
przypadku osobnikéw z fermy B zanotowano zamiang izoleucyny na leucyng w pozycji 325
(3251>L), zamian¢ asparaginy na histydyne w pozycji 332 (332N>H), zamiang¢ kwasu
glutaminowego na lizyne w pozycji 349 (349E>K). Jeden izolat wirusa z fermy A
charakteryzowat si¢ dwiema zmianami (241D>I oraz 349E>K), ktdre rowniez nie wystepuja
w sekwencjach zdeponowanych dotad w dostgpnych bazach bioinformatycznych.

Pomiegdzy uzyskanymi genotypami, a sekwencjg szczepu referencyjnego (NC_001662.1 -
AMDV-G w bazie NCBI) zanotowano 21 zmian, z czego 8 dotyczylo regionu
hiperzmiennego. Dla izolatow z fermy B charakterystyczne byly zmiany 172F>Y, 324L>l,
328Q>E, 332N>H. W przypadku prob z fermy A zmiang wystepujaca w kazdym izolacie,
réznicujacy od izolatow z fermy B byta 3251>V.

Tabela 1. Polimorfizm sekwencji aminokwasowej biatka VP2, z uwzglednieniem regionu hiperzmiennego.

Kolor szary wskazuje aminokwasy wchodzace w sktad regionu hiperzmiennego, Litery pogrubione — warianty
nienotowane dotychczas w bioinformatycznych bazach danych.

Pozycja aminokwasowa

Numer

. Farma N MO < IO~ O N MO M O O+ 0 T IO 0N O M
akcesyjny SRUCARQRIIIRNSS ST SSSIRITS
NC 001662.1 USA FVATTTDAVNKTTIKETLTI QNEI
KR080140 farmB 1 Y T G - Q E T G T K T S L Q | EH .V
KR080141 famB 2 Y T G - Q E T G T KT S L . | EHKYV
KR080142 faimB3 Y T G - Q ETGTKT S . L Il . EH Vv
KR080143 famB4 Y MG Q QE TGTIKTSRL Il L EH V
KR080144 farmB5 Y T G - Q E T G T K T S A L Il . EH . V
KR080136 farmA 1 T GQQE I GT KT S KL V K V
KR080137 farmA 2 TGQQETGTKTSRL Vv Vv
KR080138 farm A 3 TGQQETGTKTSAL Vv Vv
KR080139 farm A 4 T GQQETGTI KT S KL Vv Vv
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2.1.2 Ocena zrézinicowania wirusa AMDYV pomiedzy populacja wolno Zzyjaca i
hodowlana
W badanej populacji fermowej wyrézniono pie¢, natomiast u osobnikéw dzikich cztery
warianty genetyczne wirusa. Podobienstwo pomiedzy izolatami wirusa z grup zawierajacych
norki dzikie i hodowlane wynosito 94% (Tabela 2).
Tabela 2. Ocena podobiefistwa w sekwencji kodujacej biatko VP2, pomigdzy izolatami wirusa AMD,
pochodzacego od norek fermowych (farm) i wolno zyjacych (wild). Kursywa — podobienstwo w obrebie

badanych grup- hodowlanych i wolno zyjacych. Pogrubiona czcionka — podobienstwo pomiedzy grupa fermowa
i wolno zyjaca.

AMDV-G
AMDV-G ID wild 1
wild 1 0,944 ID wild_2
wild_2 0,947 0,997 ID wild_3
wild_3 0,942 0,991 | 0,993 ID wild 4
wild_4 0,944 0,995 | 0,997 | 0,995 ID farm_1
farm_1 0,949 0,938 0,94 0,944 | 0,942 ID farm_2
farm_2 0,951 0,94 0,942 0,947 0,944 0,997 ID farm_3
farm_3 0,953 0,942 | 0,944 | 0,949 | 0,947 0,995 0,997 ID farm_4
farm_4 0,944 0,933 | 0,935 0,94 0,938 0,995 0,993 0,991 ID
farm 5 0,942 0,931 | 0,933 | 0,938 | 0,935 0,988 0,991 0,988 0,984

Pomigdzy izolatami od zwierzat dzikich i hodowlanych wystapito 35 réznic w sekwencji
nukleotydowej, sposrod ktorych 20 dotyczyto pojedynczych zmian w kodonie, 6 powodowato
zmiang¢ dwoch nukleotydow w kodonie, a 9 prowadzito do zmian sekwencji catych kodonow.
Zmiany w sekwencji nukleotydowej powodowaly powstanie 9 zmian w sekwencji
aminokwasowej. Warianty N331H, Y359M byly charakterystyczne dla wariantow wirusa
wystepujacego u zwierzat fermowych, natomiast polimorfizm 1451V wystepowat wylacznie u
zwierzat dzikich.

Poréwnanie sekwencji epitopowych wskazuje na wysoka zmienno$¢ w regionach
oddziatujacych z przeciwciatami, w obu grupach wystepuja specyficzne zmiany. W obszarze
epitopu pierwszego wystepuje pie¢ zmian (tranzycji) charakterystycznych dla izolatow
pochodzacych od osobnikoéw wolno zyjacych: C3704T, G3710A, T3722C, T3746C, A3749G.
W sekwencji epitopu drugiego wystgpowal wariant G3779A, pojawiajacy si¢ wylacznie u
osobnikéw dzikich. W przypadku obu grup wystapilty zmiany roznicujace je od szczepu
niepatogennego A3705C (transwersja wigzala si¢ ze zmiang aminokwasu N434H), A3747T
(transwersja powodowata zmian¢ aminokwasu T448S), oraz A3770G, ktéra miata charakter

synonimiczny.
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Wyniki analizy filogenetycznej wskazujg, ze warianty infekujace osobniki dzikie,
zajmuja osobng galaz w obrebie tego samego kladu co warianty infekujace zwierzgta

hodowlane.

2.1.3 Analiza epidemiologii molekularnej wirusa AMDV w populacji fermowej

Whyniki reakcji PCR z parg starterow flankujagcych fragment kodujgcy biatko NS1,
wskazywaly na obecno$¢ materialu genetycznego wirusa AMD w kazdej ze 183 préob
wytypowanych w czasie wstepnej analizy. W przypadku fermy stanowiacej kontrole
negatywna, w kazdej z badanych préb uzyskano wynik ujemny. Poréwnanie izolatow z ferm z
wojewodztwa zachodnio-pomorskiego, wskazywato na wysoka homogenno$¢ puli wirusowe;j,
sekwencje uzyskane ze wszystkich ferm z tej grupy byly podobne do siebie w ponad 99,5%, a
14 z 16 uzyskanych izolatow byto do siebie w 100% podobnych. Warianty z tej grupy, réznity
si¢ znaczgco w stosunku do izolatow wirusa z innych czeSci kraju (roznice od 8,7% do
12,7%). Warianty z wojewddztwa wielkopolskiego wykazywaty wigksze zr6znicowanie w
obrgbie badanej grupy. Na szesciu badanych fermach z tego obszaru, wyrézniono 12
wariantow wirusa. Wystepujace migdzy izolatami polimorfizmy pozwolily na wyroznienie
dwoch gtéwnych grup wirusa krazacych na tym obszarze, migdzy ktorymi podobienstwo
wynosito 96%.

W przypadku pozostatych regionéw Polski, badania dotyczyly mniejszej liczby ferm,
jednak mimo to na kazdej z nich, oprocz fermy z wojewddztwa lubelskiego, wykryto wigcej
niz jeden wariant wirusa. Szczegdlnie wysokie zroznicowanie wystapilo na fermach z
Podkarpacia, gdzie wykryto 4 warianty wirusa, ktoére wykazywaty wysokie podobienstwo do
wariantdbw z matopolski. lzolaty z Pomorza wykazywaty ponad 98% podobienstwo do
wariantow z Wielkopolski.

Analiza filogenetyczna wskazywata na istnienie czterech glownych kladow w polskiej
populacji AMDV (Rysunek 1). Warianty z wojewodztwa zachodnio-pomorskiego, tworzace
grupe 1 wykazywaly podobiefistwo przekraczajace 99% w stosunku do wariantéw
izolowanych w Grecji i Holandii. 1zolaty z Polski wschodniej, zakwalifikowane do grupy I,
roznily sie znaczaco w stosunku do zasobow bazy NCBI, co moze wskazywac na ich lokalny
i endemiczny charakter. Niejednorodna grupa III zostata podzielona na dwie podgrupy.
Izolaty z okolic Wielkopolski, witaczone do podgrupy IIIA, wykazywaly okolo 99%
podobienstwo do wariantow AMDYV izolowanych na terenie Polski w roku 2016, oraz do
izolatow z Holandii. Warianty z grupy 111B byly najbardziej zblizone do izolatow z Holandii
(ponad 97% podobienstwa). Warianty wirusa ADM izolowane z okolic Podkarpacia i
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Matopolski, zaliczone do grupy IV, byly podobne w ponad 97% do sekwencji wirusa

izolowanego w Polsce i na Litwie w roku 2016.
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Rysunek 1. Wynik analizy filogenetycznej wariantéw wirusa ADM izolowanego od norek hodowlanych na
badanych fermach. ZP — izolaty z wojewodztwa zachodniopomorskiego, LUB — izolaty z wojewddztwa
lubelskiego, PODL — izolaty z wojewddztwa podlaskiego, WLKP — izolaty z wojewddztwa wielkopolskiego,
POM - izolaty z wojewddztwa pomorskiego, MAL — izolaty z wojewddztwa wielkopolskiego, PODK — izolaty z
wojewddztwa podkarpackiego

19



2.2 Ocena ladunku wirusowego w tkankach i Srodowisku hodowlanym

W kazdej z préb $ledziony i krwi oraz w 69% wymazoéw pochodzacych z ferm z
dodatnimi wynikami CIEP i wytypowanych do oceny ilo$ciowej potwierdzono obecno$¢
materiatlu genetycznego AMDV. W przypadku prob z fermy wykorzystanej jako kontrola
ujemna, metoda qPCR potwierdzita brak materialu genetycznego wirusa w kazdej z badanych
préb.

Ocena ilo$ciowa tadunku wirusowego w tkankach i srodowisku hodowlanym wykazata ze
najwicksza liczba kopii wirusa zostala stwierdzona w $ledzionie (108 kopii na reakcje). W
przypadku, krwi, ktora jest gtbwnym materialem diagnostycznym w diagnostyce AMDV,
$rednia liczba kopii wynosilta $rednio 10°. W prébkach pulowanych wirus wystepowat w
liczbie kopii o rzad mniejszej (Tabela 3).

Tabela 3. Tlosciowa ocena tadunku wirusowego w tkankach i wymazach ze srodowiskahodowlanego badanych
zwierzat (ilo§¢ kopii w $ledzionie byt statystycznie wyzszy niz w pozostatych badanych tkankach, przy p< 0.05)

Rodé?itggg?l?ego L;(r:gga Srednia liczba kopii  Minimum  Maximum
Sledziona 55 1.59E+08" 7.35E+02  2.21E+09

Krew 35 1.77E+05 141E+01  2.11E+06

Krew pulowana 35 1.45E+04 2.34E+01  1.63E+05
Wymazy ze srodowiska 100 2.06E+03 1.10E+01  8.20E+04

Na kazdej z ferm, na ktoérych przeprowadzono ocen¢ iloSciowa wirusa AMD w probach
srodowiskowych, potwierdzono obecnos$¢ materialu genetycznego wirusa. Analiza qPCR,
wykazala ze $rednio ponad 69% badanych wymazow miato wynik dodatni, potwierdzajac
obecnos¢ AMDV w s$rodowisku hodowlanym. Srednia liczba kopii w badanych probach
srodowiskowych wynosita okoto 2x10° kopii na reakcje. Najwyzszy tadunek wirusa z tego
rodzaju prob, osiagnal rzad wielkosci 10%, w probkach z najniZszym mianem, zanotowano

wielko$¢ tadunku wirusowego na poziomie kilkunastu kopii (Tabela 4).
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Tabela 4. Okreslenie tadunku wirusowego w $rodowisku fermowym (* fadunek wirusowy na fermie numer
10 byt statystycznie wyzszy niz w przypadku pozostatych ferm p< 0.05)

. ] Liczba wynikow Srednia liczba . .
Ferma Liczba prdb dodatnich (%) kopii Minimum Maximum
1 8 4 (50%) 3.18E+02 1.87E+02 4.42E+02
2 10 5 (50%) 4.04E+03 1.15E+01 1.80E+04
3 8 4 (50%) 1.75E+03 4.54E+01 4.38E+03
4 20 18 (90%) 8.40E+02 6.50E+01 3.01E+03
5 6 5 (83%) 1.32E+02 2.26E+01 3.51E+02
6 3 2 (67%) 1.07E+02 5.65E+01 1.58E+02
7 10 9 (90%) 2.02E+03 9.95E+01 7.25E+03
8 5 2 (40%) 1.46E+03 2.29E+02 2.69E+03
9 5 3 (60%) 1.92E+02 5.23E+01 4.07E+02
10 10 9 (90%) 1.16E+04" 1.31E+01 8.20E+04
11 15 8 (53%) 1.46E+02 1.10E+01 6.60E+02
Total 100 69 (69%) 2.06E+03 1.10E+01 8.20E+04

2.3 Charakterystyka molekularna wirusa AMD u osobnikdéw z przebiegiem klinicznym i

subklinicznym choroby aleuckiej

Metoda PCR potwierdzila obecno$¢ materiatu genetycznego wirusa AMD we wszystkich
prébach pochodzacych z fermy A oraz 8 probach z fermy B. Wyniki falszywie ujemne
wystapity zardéwno W przypadku zastosowania pary starterow amplifikujacej fragment
kodujacy biatko VP2, jak i pary specyficznej dla sekwencji NS1.Wyniki ujemne reakcji PCR
zostaly poddane weryfikacji metodg qPCR.

Ilosciowe oznaczenie liczby kopii wirusa metoda qPCR w przypadku norek z fermy B
(przebieg subkliniczny) utrzymywalo si¢ na poziomie 10°, za$§ w przypadku fermy A
(przebieg kliniczny) byto o dwa rzedy wielkosci wyzsze i wynosito 10° (Wykres 1).

1.ODE+06 3 0BE+05

S, 00E+03
1,00E+03 | ‘ ‘ | | ‘
1.00E+00 I I |

—_— ] T T wy [} (o' B = c:‘_, s e L a = | c—
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Ferma B

Wykres 1. Porownanie tadunku wirusowego w probach pochodzacych z ferm A i B.
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Sekwencje uzyskane dla obu par starteréw flankujacych sekwencje kodujacg biatko VP2
wykazywaty wysokie podobienstwo w obrebie badanych ferm, natomiast stwierdzono roznice
pomigdzy fermami A i B. Polimorfizm typu SNP stwierdzono dla préby numer 2 z fermy A,
co wskazuje na wystgpowanie na fermie co najmniej dwdch wariantéw wirusa.Wykazano
obecno$¢ 47 roznic w sekwencji nukleotydowej pomigdzy izolatami z fermy A'i B, w tym 4 w
regionie hiperzmiennym. Odpowiadato to zmianom w 12 aminokwasach, przy jednej zmianie
wystepujacej w regionie hiperzmiennym.

Analiza filogenetyczna pozwolita na wyrdznienie trzech gltownych grup. Wszystkie
otrzymane izolaty z fermy A i B zakwalifikowano do grupy pierwszej wraz ze szczepem
Pullman. Analiza in silico wptywu polimorfizméow w sekwencji aminokwasow na
funkcjonalno$¢ biatka VP2 wskazuje na wystepowanie szerokiego zakresu zmiennosci dla
AMDV, bez ryzyka utraty jego funkcjonalnosci. Sposrod 31 rdznic wystepujacych w
sekwencji aminokwasowej biatka VP2 izolatbw pochodzacych z fermy A i B a szczepem
niepatogennym - AMDV-G, tylko jedna zmiana wykazuje potencjalny wplyw na
funkcjonalno$¢ biatka - Y350M. W regionie hiperzmiennym zauwazono osiem roznic w

sekwencji aminokwasowej, jednak zadna z nich nie wptywata na funkcjonalno$¢ biatka.

2.4 Optymalizacja reakcji duplex PCR

Metoda duplex PCR pozwolila na jednoczesna amplifikacj¢ fragmentu kodujacego biatko
strukturalne VP2 1 bialko niestrukturalne NS1. Amplifikacja rozcieficzonego materialu
genetycznego, umozliwita uzyskanie wyniku dla dwdch par starterow w prébkach, w ktérych
material genetyczny wirusa znajdowat sie na poziomie co najmniej 10? kopii. Dla prdb, w
ktorych liczba kopii materialu genetycznego wirusa wynosita 5x10* i 10 kopii, otrzymano
staby wynik dodatni dla pary starterow amplifikujacej sekwencje kodujaca biatko
niestrukturalne — NS1 (Rysunek 2). W przypadku pary starterow flankujacej sekwencje
kodujaca biatko VP2, dla dwoch ostatnich rozcienczen wystapil brak amplifikacji. Wyniki
sekwencjonowania i analiza bioinformatyczna potwierdzity specyficzno$¢ reakcji dla obu par
starterow.

Wyrazny produkt amplifikacji z obydwiema parami starterow uzyskano dla tkanki, w
przypadku ktorej Srednia liczba kopii wykrywana w §ledzionie, oceniona metoda qPCR
wynosita 10® kopii na reakcje. Rowniez w przypadku préb krwi, badanych pojedynczo
uzyskano wyrazne prazki zarowno dla pary starterow flankujacej fragment NS1 jak i VP2.
Whyniki reakcji duplex PCR potwierdzity mozliwo$¢ badania pulowanych prob krwi (Sredni

tadunek wirusowy oceniony metoda qPCR wynosit 10° kopii na reakcje). W przypadku

22



reakcji PCR dla DNA wyizolowanego z probek srodowiskowych, otrzymano wynik dodatni
dla pary starterow amplifikujacej sekwencje kodujgcg biatko niestrukturalne, dla kazdej z
badanych préb. W przypadku fragmentu kodujacego biatko VP2, w dwoch przypadkach
otrzymano staby wynik dodatni, w pozostatych wynik falszywie ujemny.

Rysunek 2. Ocena czutosci reakcji duplex PCR: M-marker wielkosci — 100bp, 1 — 1x108, 2 - 5x107, 3 — 1x107, 4
— 1x108, 5- 1x10°, 6 — 1x10%, 7 — 1x10%, 8 — 1x102, 9 — 5x10*, 10 — 1x10?

2.5 Badanie wplywu suplementacji methisoprinolem na parametry hodowlane

Grupy doswiadczalne ztozone z mtodych 1 dorostych samic wykazywalty mniejsze o jeden
rzad wielko$ci miano wirusa niz osobniki z grupy kontrolnej, zarowno w $ledzionie, jak i
weztach chtonnych. W przypadku $ledziony intensywniejsza replikacja wirusa wystapita u
norek mlodych, niz u samic stada podstawowego, w przypadku weztow chtonnych tendencja
byta odwrotna (Wykres 2). Niezaleznie od badanej tkanki, po suplementacji methisoprinolem

zaobserwowano spadek liczby kopii wirusa.
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Wykres 2. Srednia liczba kopii DNA wirusa AMD w $ledzionie i weztach chtonnych norek z grup kontrolnych i
eksperymentalnych. Kolor niebieski — grupa badana osobniki mtode, kolor czerwony — grupa badana doroste
samice, kolor zielony — grupa kontrolna osobniki mtode, kolor pomaranczowy - grupa kontrolna doroste samice.
*** - rdznice istotne statystycznie.
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W grupie kontrolnej KI na 50 pokrytych prawidtowo samic norek wykocito si¢ 78%, w
grupie K11 80%, a w grupie KIIl 82%. Srednia liczba szczeniat w miocie w poszczegolnych
grupach kontrolnych wynosita kolejno 4,9; 4,5; 5,1 ($rednio 4,83+0,2). Natomiast w grupach
doswiadczalnych, liczacych rowniez po 50 samic w kazdej, w grupie I prawidtowo wykocito
si¢ 86%, W grupie Il 94% a w grupie 111 90% samic. Srednia liczba szczeniat ksztaltowata sie
nastepujaco grupa I - 5,4, grupa Il - 6,2 i grupa Ill - 5,9 (Srednio 5,83+0,26). Natomiast w
dniu 30 pazdziernika tj. 2 tygodnie przed ubojem sumaryczna $rednia liczba szczenigt w
miocie w grupach norek doswiadczalnych wynosita 4,38+0,31, natomiast w grupach
kontrolnych 3,02+0,64. W przypadku grup do$wiadczalnych masa ciata mtodych norek przed
ubojem wynosita $rednio 1896,67 i byla wyzsza w stosunku do kontroli $rednio o 12%

(1671,67).
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Wykres 3. Srednia liczba mtodych w miocie w 10 dniu po wykocie. Kolor niebieski — grupa kontrolna, kolor
czerwony — grupa badana. (Kontrola 1 i Grupa 1 ztozone ze zwierzat u ktérych miano przeciwciat w tescie
ELISA oznaczono jako +, Kontrola 2 i Grupa 2 ztozone ze zwierzat u ktorych miano przeciwciat w tescie ELISA
oznaczono jako ++, Kontrola 3 i Grupa 3 zlozone ze zwierzat u ktorych miano przeciwcial w tescie ELISA
0znaczono jako +++)

3 Dyskusja

Wyniki badan, wskazujg, ze AMDV stanowi istotny i powszechny problem w polskiej jak
i $wiatowej hodowli norek (Farid i wsp., 2010; Farid i wsp., 2012; Jakubczak i wsp., 2016;
Knuuttila i wsp., 2009; Kowalczyk i wsp., 2019; Li i wsp., 2012; Manas i wsp., 2001; Persson
i wsp., 2015; Reichert i Kostro, 2014a, b; Yamaguchi i Macdonald, 2001). W pracy
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potwierdzono skuteczno$¢ metod molekularnych opartych na reakcji PCR i gPCR, w detekcji
wirusa AMD.

Materiat genetyczny wirusa zostal wykryty zarowno w tkankach badanych zwierzat, jak i
w ich $rodowisku hodowlanym. Wyniki analizy ilo$ciowej metodg qPCR wskazuja na
najwyzsza ilo$¢é materiatu genetycznego wirusa w $ledzionie ($rednio 10® kopii na reakcje), co
w duzej mierze wynika ze specyfiki patogenu, ktory wykazuje tropizm do elementéw uktadu
limfatycznego (Reichert i Kostro, 2014a). Detekcja wirusa w Srodowisku fermowym
potwierdza konieczno$¢ badania nie tylko zwierzat, ale takze ich otoczenia, ktore moze by¢
wtornym rezerwuarem wirusa. Wysoka trwatos¢ AMDV w $rodowisku, w potaczeniu z
tatwoscia rozprzestrzeniania si¢ wirusa, w znaczacym stopniu utrudnia dziatania dazace do
eliminacji patogenu z ferm (Christensen i wsp., 2011). Metoda gPCR, jest szczegdlnie
uzyteczna w przypadku identyfikacji drog przeptywu wirusa oraz wykrywania wektorow jego
rozprzestrzeniania. Badania przeprowadzone przez Prieto i wsp. (2018) wskazywaly na
mozliwo$¢ przenoszenia patogenu przez owady, wraz z odziezg pracownikoéw ferm, jak i
przez pojazdy odwiedzajace zakazone fermy (Prieto i wsp., 2014). Analizy przeprowadzone
przez Ryt-Hansen i wsp. (2017), w ktérych uwzgledniono badania zmienno$ci patogenu
migdzy ogniskami choroby, jak 1 dane epidemiologiczne, wskazywaly na potencjalng
mozliwo$¢ przenoszenia wirusa wraz z dostawami paszy, ktéra mogta by¢ zanieczyszczona
zainfekowanymi komponentami (Ryt-Hansen i wsp., 2017b). Potwierdzony fakt depozycji
wirusa w $rodowisku polskich ferm wskazuje, ze drogi rozprzestrzeniania Wirusa,
potwierdzone w dostepnym pismiennictwie, moga by¢ aktywne réwniez w Polsce.

Wyniki badan wstepnych, obejmujacych fermy z dwoch regionéw Polski, wskazywaty na
zroznicowanie molekularne w sekwencji kodujacej biatko VP2 wirusa AMD 1 potwierdzaty
zasadno$¢ prowadzenia dalszych badan nad epidemiologia molekularng patogenu. W
kolejnych analizach uwzgledniono populacje zwierzat wolno zyjacych, ktéra jak podaje wielu
autorow, stanowi rezerwuar wirusa (Fournier-Chambrillon i wsp., 2004; Manas i wsp., 2001,
Yamaguchi i Macdonald, 2001). Analiza sekwencji kodujacej fragment biatka VP2 wskazuje
na znaczne zréznicowanie wirusa pomiedzy populacja hodowlang i wolno Zyjaca, co moze
sugerowac, ze przeptyw wirusa migdzy tymi populacjami jest ograniczony. Polimorfizmy
dotyczace regionéw epitopowych, zmieniajace sekwencje aminokwasowe, moga przekladac
si¢ na zrdéznicowang wirulencje patogenu 1 czgSciowo tlumaczy¢ fakt powszechnego
utrzymywania si¢ wirusa w populacjach dzikich. Uzyskane wyniki wskazuja na wyrazne
roéznice miedzy grupa dzika i hodowlang. Warianty fermowe wirusa, mimo, ze pochodzity z

ferm znacznie od siebie oddalonych, wykazywaty wysokie podobienstwo. Podobna sytuacja
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ma miejsce w przypadku norek dzikich, gdzie pomimo réznych miejsc odtowu zauwazono
wysoka homogenno$¢ wirusa.

Wariant infekujacy osobniki fermowe jest znacznie blizej spokrewniony ze szczepami o
wysokiej zjadliwosci. Wirus atakujacy populacje wolno zyjaca jest znacznie mniej
agresywny, przez co jego rozprzestrzenianie si¢ w populacji moze by¢ utatwione. Poréwnanie
sekwencji epitopowych wskazuje na wysoka zmienno$§¢ w regionach oddzialujacych z
przeciwciatami, w obu grupach wystepuja specyficzne zmiany. Wysoka czestosé
wystepowania przeciwciat skierowanych przeciw AMDV u osobnikoéw dziko zyjacych
potwierdzajg obserwacje Farida (2013), ktory zauwaza, ze wirus infekuje takze inne zwierzeta
drapiezne takie jak lisy, kojoty, ale tez gryzonie np. wiewiorki. Yamaguchi i Macdonald
(2001), analizujac obecnos¢ przeciwcial przeciw AMDV w poludniowej Anglii, uzyskali
wynik wskazujacy na kontakt z patogenem dla ponad 50% norek wolno zyjacych.

Wirus powodujac tagodniejszy przebieg choroby, moze krazyé powszechnie w populacji
dzikiej, co potwierdza wysoki procent tych norek u ktorych potwierdzono zakazenie wirusem.
Zroznicowany obraz kliniczny moze by¢ efektem zarowno zrdznicowania molekularnego
wirusa, jak i adaptacji gospodarza narazonego na dtugotrwatg ekspozycje¢ na patogen.

Podobny efekt jest obserwowany na fermach trwale zakazonych wirusem AMDV, gdzie
infekcja moze przyjmowa¢ formg¢ subkliniczng. Duza liczebno$¢ zwierzat na fermach, ich
intensywny obrét w sektorach hodowlanych oraz wysokie tempo mutacji parwowiruséw
(Shackelton i wsp., 2005) sprzyja ewolucji patogenu i generowaniu nowych wariantéw
(Canutii wsp. 2016) o réoznym stopniu dostosowania do zajmowanej niszy. W przypadku
fermy gdzie choroba wykazywata agresywny przebieg (ferma A) wirus moze by¢
wyeliminowany z populacji gospodarza, zaro6wno z powodu wysokiej S$miertelnosci
zainfekowanych zwierzat, jak i dziatan hodowcow dazacych do jego usunigcia. Na fermie B
po okresie kolonizacji patogen utrwalit si¢ w populacji, wywotujac infekcje trwate,
niepostepujace 0 przebiegu subklinicznym choroby. Kolonizacja przez patogen nowej niszy
ekologicznej czesto skutkuje gwaltownym przebiegiem infekcji, ktory jest niekorzystny nie
tylko z perspektywy gospodarza, ale tez patogenu. W przypadku pierwotnej infekcji, czynnik
infekcyjny nie napotykajac oporu ze strony ukladu odpornosciowego gospodarza, gwaltownie
si¢ replikuje 1 rozprzestrzenia, wywolujac intensywne, ale szybko wygasajace ogniska
choroby.

W celu pelniejszej charakterystyki wirusa AMD na polskich fermach, przeprowadzono
poszerzona analize zmienno$ci, obejmujacg 27 ferm. Badania potwierdzity znaczny

polimorfizm w populacji wirusa choroby aleuckiej na terenie Polski, ktéry wynika

26



prawdopodobnie z wielokrotnego wprowadzania wirusa z roznych zrodet. Wysokie
zréznicowanie wirusa zostato potwierdzone takze w badaniach prowadzonych w Estonii,
Finlandii, Danii, czy Chinach, gdzie oprécz wariantow wirusa sprowadzonych z
importowanymi zwierz¢tami wykrywano rowniez warianty endemiczne.

Wyniki sekwencjonowania 1 analizy bioinformatycznej wskazuja na wystepowanie
zblizonych wariantow wirusa na wszystkich badanych fermach w wojewddztwie Zachodnio-
Pomorskim, co moze by¢ efektem wspdlnego dla wszystkich hodowli pierwotnego zrédta
zakazenia, lub wystepowania wspolnych dla wszystkich ferm wektorow, ktore doprowadzity
do rozprzestrzeniania si¢ patogenu z pierwotnego ogniska choroby. Mate zrdéznicowanie w
obrebie grupy, jak tez znaczne zréznicowanie w stosunku do innych polskich izolatoéw, moze
by¢ efektem niedawnego pojawienia si¢ tego wariantu wirusa w Polsce. W przypadku AMDV
wysokie tempo mutacji sprzyja powstawaniu nowych wariantéw (Shackelton i wsp., 2005),
dlatego tez homogenno$¢ patogenu w obrebie calego wojewoOdztwa, moze wskazywac, ze
krotki okres wystepowania wirusa, uniemozliwil powstanie wigkszej liczby wariantow.

Warianty nalezgce do grup III (wojewddztwo wielkopolskie) i IV (Matopolska i
Podkarpacie), wykazywaty wysokie podobienstwo do wirusa izolowanego w roku 2016
miedzy innymi w Polsce, na Litwie i w Holandii. Stosunkowo wysokie zroéznicowanie
wariantéw z grupy Il w stosunku do zasobéw zdeponowanych w bioinformatycznych bazach
danych, moze wskazywac, na lokalny i endemiczny charakter izolatow AMDYV pochodzacych
ze wschodniej Polski. Izolaty z grup II, IIT i IV mogg by¢ utrwalone w polskiej populacji
norek hodowlanych, potwierdza to zarowno wysokie zrdznicowanie genetyczne, jak i czgsto
trwaty 1 subkliniczny przebieg zakazen.

Stata 1 dlugotrwata ekspozycja na patogen moze prowadzi¢ do wyksztalcenia sig¢
mechanizméw redukujacych szkodliwy wplyw patogenu. W ten sposob réznice w przebiegu
choroby moga by¢ nie tylko efektem roznic molekularnych migdzy izolatami, ale takze
adaptacji gospodarza.W Kanadzie podejmowane byly proby selekcji norek pod wzgledem
statusu immunologicznego, w celu uzyskania w kolejnych pokoleniach osobnikow
wykazujacych zwigkszong odpornos¢ na zakazenia AMDV (Farid i Ferns, 2017).
Przeciwdziatanie wirusowi AMD powinno uwzglednia¢ nie tylko bezposrednie dziatanie
przeciwwirusowe, ale takze stymulacj¢ uktadu odpornosciowego gospodarza. Dlatego tez, w
zwigzku z brakiem skutecznego leczenia choroby aleuckiej, poszukiwane sg alternatywne
sposoby walki z chorobg, w postaci immunostymulatorow. W przeprowadzonych badaniach
wykazano pozytywny wptyw methisoprinolu na kompensacje efektow infekcji wirusem

choroby aleuckiej. R6znice w ilo$¢ kopii wirusowego DNA w $ledzionie i weztach chtonnych
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u norek grup do$wiadczalnych, wskazujg na istotnie nizszg intensywnos$¢ replikacji AMDV
(mniejsza liczba kopii wirusa) w tkankach limfoidalnych, w stosunku do norek z grup
kontrolnych. Preparat wykazuje bezposrednie dziatanie antywirusowe poprzez hamujacy
wplyw na replikacje DNA oraz synteze¢ RNA patogenu (Issrani i wsp., 2013, Siwicki i wsp.,
2002), jak i stymulacj¢ uktadu odpornosciowego gospodarza. Wyniki Sawickiego i wsp.
(2009) oraz Feily (2010), wskazywaty, ze preparat indukowat wzrost aktywnosci fagocytow
wystepujacych w §ledzionie oraz wykazywatl dzialanie normalizacyjne wzgledem proliferacji
limfocytow, przez co mogt hamowaé szkodliwe efekty hipergammaglobulinemii. Badania
Ahmeda i wsp., (2017) wskazywaly, ze preparat oparty na pranobeksie inozyny, powodowat
wzrost frakcji komorek NK (Natural Killers), a w efekcie wspomagat organizm w odpowiedzi
immunologicznej skierowanej przeciw wirusom, takze w przypadku jednostek z obnizong
odpornoscig. Berani wsp., (2016) potwierdzili nie tylko skuteczno$¢ preparatu w terapii
zakazen wirusowych uktadu oddechowego, ale takze fakt, ze preparat jest bezpieczny dla
osobnikow zazywajacych.

Dziatanie preparatu immunostymulujacego potwierdzily takze badania prowadzone
przez Stenzela i wsp., (2014), ktorzy wykazali, ze methisoprinol podawany po infekcji
hamowat replikacj¢ golebiego wirusa rzekomego pomoru drobiu (PPMV-1). Badacze
przypuszczali, ze ztagodzenie przebiegu choroby, pomimo obecnosci czynnika infekcyjnego,
jest wynikiem hamowania replikacji wirusa i zmniejszeniem liczby jego kopii w
zainfekowanej tkance. Wyniki wlasne, wskazuja, ze efektem obnizonej replikacji wirusa i
immustymulacyjnego dziatania preparatu byla kompensacja efektow infekcji objawiajaca si¢
wigkszg liczebno$cig miotu oraz wyzsza masg zwierzat z grupy doswiadczalne;.

Szczegblng rolg w eliminacji AMDYV z ferm odgrywa czuta i specyficzna diagnostyka.
Wysoka zmienno$¢ wirusa, sprawia, ze amplifikacja z pojedyncza para starterow moze by¢
niewystarczajagca do jednoznacznego potwierdzenia badZz wykluczenia infekcji. Wyniki
falszywie ujemne moga wynika¢ z polimorfizmu w miejscach wigzania startera, lub rozne;j
wydajnosci amplifikacji dla poszczegdlnych starteréw. Wykorzystanie dwaoch par starterow
zwigksza specyficzno$¢ reakcji 1 minimalizuje ryzyko wystapienia wynikow fatszywie
ujemnych. Przedstawiona w pracy metoda wykazuje wysoka przydatno$¢ do detekcji wirusa
w materiale biologicznym, umozliwiajagc wykrywanie patogenu na poziomie 102 kopii, co
wydaje si¢ wystarczajgcym progiem czulo$ci w przypadku badania prob krwi, w tym takze
prob pulowanych oraz tkanek zwierzat zakazonych. Zastosowanie reakcji do prob
srodowiskowych jest ograniczone, cO wynika prawdopodobnie z niskiego tadunku

wirusowego, jak i obecnosci inhibitoréw polimerazy w tego typu materiale badawczym.
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4. Podsumowanie i wnioski

Uzyskane w trakcie analiz wyniki, pozwolity na sformutowanie nastepujacych wnioskow:

Wyniki potwierdzity ze wirus AMD jest obecny w $rodowisku (Sredni tadunek
wirusowy = 10%), jak i organizmach zwierzat hodowlanych i wolno zyjacych w Polsce
($redni tadunek w $ledzionie 108).

Badania przeprowadzone na dwodch réznych fragmentach genomu wirusa (sekwencja
kodujaca biatko niestrukturalne NS1 i strukturalne VP2), wskazuja ze na polskich
fermach wystepuje wysokie zréznicowanie wirusa AMD, co moze by¢ spowodowane
roznymi zrodtami infekcji w poszczegolnych regionach kraju.

Populacja wirusa AMD w Polsce jest podzielona na cztery klady, wsérdd ktorych
mozna wyr6ézni¢ zardbwno warianty wpisujace si¢ w globalng epidemiologic AMDYV,
jak 1 warianty endemiczne, krazace lokalnie, co moze wskazywaé na co najmniej
czterokrotne wprowadzenie patogenu do Polski.

Infekcja wirusem AMD, przyjmujaca forme¢ subkliniczng, charakteryzuje si¢ nizszym
tadunkiem wirusowym 1 tagodniejszym przebiegiem choroby, co prawdopodobnie
wynika ze stabilizacji uktadu gospodarz-patogen.

Detekcja metodg PCR z pojedyncza parg starteréw moze prowadzi¢ do wynikoéw
falszywie ujemnych, co potwierdza zasadno$¢ przeprowadzania reakcji typu multiplex
PCR w badaniach diagnostycznych. Przedstawiona w pracy metoda duplex PCR,
pozwolita na detekcje materiatu genetycznego wirusa, w probach biologicznych i
srodowiskowych

Techniki molekularne okazaty si¢ warto§ciowym dopelnieniem metod serologicznych,
pozwalajacym na czula i specyficzng detekcje AMDV zardbwno w materiale
biologicznym jak i probach s$rodowiskowych oraz na analiz¢ epidemiologii
molekularnej wirusa AMD.

Preparat immunostymulujagcy — methisoprinol, obnizyl miano wirusa w tkankach
gospodarza srednio o jeden rzad wielkosci. Suplementacja preparatem czgsciowo
kompensowata straty powodowane infekcja, poprzez zwigkszenie liczebnosci miotu
(Srednio o jedno szczenig) oraz wagi mtodych norek (wzrost masy w grupach

doswiadczalnych o 12%).
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