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WYKAZ SKROTOW I AKRONIMOW

AMD - (ang. Aleutian Mink Disease), choroba aleucka norek

AMDYV - (ang. Aleutian Mink Disease Virus), wirus choroby aleuckiej norek
BSA - (ang. Bovine Serum Albumin), surowicza albumina wotowa

FAM — sonda oligonukleotydowa podwoéjnie znakowana majaca dotgczony na koncu 5'
fluorofor, natomiast na koncu 3' jeden z wygaszaczy, jest przeznaczona m.in. do

ilosciowego oznaczania produktoéw PCR, detekcji mutacji

ORF - (ang. Open Reading Frame) otwarta ramka odczytu stanowigca sekwencj¢ DNA
lub RNA mogaca ulega¢ translacji

RPM - (ang. Round Per Minute) liczba obrotow na minute

PCR - (ang. Polimerase Chain Reaction) tancuchowa reakcja polimerazy
Nested PCR- PCR gniazdowy

Real-time PCR - tancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym

TagMan - sondy uzywane w metodzie real-time PCR, sktadajace si¢ z fluorescencyjnie

wyznakowanych oligonukleotydow o specyficznej sekwencji



1.WSTEP

Chorobe aleucka norek (tac. Morbus aleutica lutreolum) pierwszy raz stwierdzono w 1940
r., w stadzie fermowych norek amerykanskich, w Ameryce Pin. Etiologii choroby nie
ustalono. KARSTAD i PRIDHAM (1962) opisali przebieg choroby w stadzie fermowych norek
amerykanskich wysuwajac podejrzenie etiologii wirusowej. Patogeneza tej choroby i jej
przebieg w stadach fermowych norek odbiegat od zakazen innych parwowiruséw ( BLOOM i
in. 1994, Wu in. 1994).

Choroba aleucka jest nieuleczalng chorobg norek, ktora przebiega najczgsciej
bezobjawowo i powoduje duze straty ekonomiczne w fermowej hodowli. W zakazonych
stadach norek fermowych obserwuje si¢ poronienia, niska plennoscia oraz wysoka
$miertelnos¢ oseskow i upadki kilkumiesigcznych norek (ALEXANDERSEN i BLooM 1986,
GLINSKI i KOSTRO 2002, FARID i in. 2012, JENSEN i in. 2014, KOSTRO i in. 1999, REICHERT i
KosTRO 20144a, SIEMIONEK i in. 2017D).

W wyniku intensywnej i cigglej replikacji wirusa u zakazonych norek rozwija si¢ choroba
autoimmunologiczna. Prowadzi ona do nadmiernej syntezy swoistych przeciwcial,
intensywnego rozplemu komoérek plazmatycznych, hipergammaglobulinemii oraz tworzenia
si¢ kompleksow immunologicznych (LARSEN i PORTER 1974, ALEXANDERSEN i in. 1994,
ALEXANDERSEN i in. 1989, BEST i BLoom 2005, HAHN 2002, KOsTRO i in. 1999, WOJCICKA-

LORENTOWICZ i in. 1999).

W latach 60. wdrozono do diagnostyki AMD test jodowo aglutynowy, ktory jest
samodzielnie wykonywany przez hodowcow w stadach norek fermowych (STEFFEN i
SANDER-WACHOWICZ 1968). W Europie do zwalczania AMDV w stadach norek fermowych
stosuje si¢ najczescie] elektroforeze przeciwpradowa surowicy tzw. CIEP (CHO | GREENFIELD
1978, KopczewsKl i in. 1991, BLoomi in. 2001, SIEMIONEK in. 2017b).

Podstawy prawne zwalczanie AMD w krajach o intensywnej hodowli norek
amerykanskich sa zréznicowane. W wigkszosci krajow choroba jest zwalczana dobrowolnie
przez hodowcow norek. Dania jest wyjatkowym krajem, bowiem AMD podlega obowigzkowi
zglaszania i1 zwalczania. Odpowiednie przepisy regulujg zasady postgpowania, metody
diagnostyki i zwalczania (THEMUDO i in. 2012). Brak takich zasad postepowania w innych

krajach, takze w Polsce, utrudnia skuteczne zwalczanie AMD.


http://agro.icm.edu.pl/agro/contributor/942185f7bb9e628930622e9597f38e99
http://agro.icm.edu.pl/agro/contributor/942185f7bb9e628930622e9597f38e99
http://agro.icm.edu.pl/agro/contributor/a4fcc9283c09fc82c70a42fcf18c98e2

U zwierzat gospodarskich stosuje si¢ immunoprofilaktyke zapobiegajaca szerzeniu si¢
chorob (SzwebA 2009). W stadach fermowych norek amerykanskich podejmowano proby
opracowania skutecznych szczepionek p/AMD, na bazie inaktywowanego AMDV lub
niestrukturalnego biatka kapsydu wirusa. Byly one jednak nieskuteczne bowiem nie
zapobiegaty wystgpieniu choroby po wykonaniu zakazenia kontrolnego (CASTELRUIZ i in.
2005, AASTED i in. 1998).

Skuteczno$¢ zwalczania AMDV zalezy glownie od dostgpu do nowoczesnych metod
diagnostycznych, umozliwiajgcych natychmiastowa eliminacje zakazonych norek ze stada. W
tym celu podejmowane sg badania nad opracowaniem nowoczesnych metod diagnostycznych

uwzgledniajace nowatorskie metody ELISA i biologii molekularne;j.

1.1. Hodowla zwierzat futerkowych, produkcja i znaczenie gospodarcze

Od najdawniejszych czasow skory zwierzat byly przydatne w zyciu czlowieka. Skory
zwierzat szlachetnych stanowity okrycie moznowtadcow, swiadczac o ich wysokim statusie
spotecznym (KOWALSKA i in. 2016). W s$redniowieczu byty one towarem luksusowym. Na
terenie Rusi w X-XII w. skory zwierzat futerkowych byly srodkiem ptatniczym, cennym
prezentem oraz stanowily cze$¢ posagu bogatej panny miodej. W XVII - XIX w. po

przytaczeniu Syberii do Rosji kraj ten byt najwiekszym producentem skor.

Hodowle migsozernych zwierzat futerkowych tj. lisa polarnego, pospolitego oraz norki
amerykanskiej rozpocz¢to w Ameryce Potnocnej w XIX w. Ich import w XX w. do Europy
zapoczatkowal hodowle fermowych lisow srebrzystych. W Polsce fermy lisow postaty w
1924 r., fermy norek amerykanskich w 1928 r. Hodowli sprzyjat rosngcy popyt na skory
zwierzat futerkowych i coraz wigksze trudnosci w ich pozyskiwaniu od zwierzat dziko

zyjacych (GLINSKI i KOSTRO 2002).

Fermy zwierzat futerkowych produkuja ok. 85% skor, natomiast pozostale skory sg
pozyskiwane od dziko zyjacych. Przemyst futrzarski chetnie skupuje skory od hodowlanych

zwierzat futerkowych. Dzisiaj sg to glownie skory migsozernych zwierzat futerkowych.

Pozyskiwanie skor krolikow jest obecnie nicoptacalne, bowiem nastgpity zmiany w

technologii hodowli krolikow, w kierunku intensywnej produkcji ras migsnych.



W 2009 r. 64,73% $wiatowej produkcji skor norek i 55,6% skor lisow pochodzito z
europejskich ferm hodowlanych. Najwickszym producentem skor norek na $wiecie byty
Dania (ok. 30,1%), Chiny (19,3%), Holandia (9,7%) i Polska (7,9%).

USA produkowaty ok 4 mln. skor norek fermowych, gtdwnie odmiany czarnej.

Duzym producentem skor lisow w Europie byla Szwecja i Finlandia. Lotwa, Litwa i

Estonia dostarczaty skory do greckiej Kastorii — znanego osrodka produkc;ji futrzarskiej.

Hodowla i produkcja skor zwierzat futerkowych w Polsce jest jednym z najlepiej
zorganizowanych dziatow rolnictwa. W 2018 r. Polska byta drugim po Danii producentem
skor norek w Europie (ok. 10 min). Skory sprzedawane byty tylko przez domy aukcyjne w
Helsinkach, Kopenhadze, Seatle, Toronto (HODOWCA zw. FUTERKOWYCH 2017, tab. 1).
Glownymi odbiorcami byly ChRL, Rosji, USA. Surowe skory norek, lisow, jenotow,

szynszyli byty nielicznymi polskimi produktami rolnymi eksportowanymi do ChRL.

Tab.1. Swiatowa produkcja skor norek fermowych (Hodowca zw. futerkowych 15,73, 2017)

2015 r. (tys.) 2016 r. (tys.) 2017 r. (tys.)
Belgia 150 150 110
Dania 17800 18600 17100
Finlandia 1900 1900 1600
Francja 180 200 140
Grecja 1800 2250 1700
Hiszpania 750 800 680
Holandia 5300 5300 4000
Irlandia 150 150 75
Islandia 200 220 210
Niemcy 200 200 100
Polska 8000 9000 9000
Ukraina 2800 3850 3200
Wilochy 150 160 120
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Chiny 32000 20000 8000

Kanada 2400 2800 2000
Rosja 2400 1800 1700
USA 42000 45000 42000

Zgodnie z polskim ustawodawstwem norki, lisy hodowlane sg zwierzetami
gospodarskimi. Mimo bardzo krotkiego tj. 100 letniego okresu domestykacji, czyli 100
pokolen norek uzyskano znaczng poprawe glownych cech hodowlanych. W wyniku
domestykacji nastagpit m.in. 30-50% wzrost masy ciata, uzyskano nowe odmiany barwne i
pozadane cechy behawioralne. Obecnie norki przeznaczone do dalszej hodowli musza by¢
spokojne, tagodne, 0 zréwnowazonym temperamencie i bardzo ufne wobec czlowieka.
Gospodarstwa hodowli zwierzat futerkowych podlegaja okresowej kontroli m.in. przez

Powiatows Inspekcje Weterynaryjna (SIEMIONEK 2001, GLINSKI i KOSTRO 2002).

Hodowla i produkcja zwierzat futerkowych w Polsce jest wazng czeScia gospodarki o
duzym znaczeniu ekonomicznym. Fermy migsozernych zwierzat futerkowych
zagospodarowuja w ciggu roku ok. 400 tys. t. ubocznych produktow pochodzenia
zwierzecego. Sg one pozyskiwane z zakladow przetworstwa migsnego, drobiarskiego,
rybnego. W mniejszym stopniu pozyskuje si¢ uboczne produkty zbozowe z zakltadow
przemystu zbozowego. Produkty te sg niezdatnych do spozycia dla ludzi lub nie sg dla nich
przeznaczone. W Polsce od 1995. r. w zywieniu migsozernych zwierzat futerkowych nie
stosuje si¢ padliny.

Polskie gospodarstwa hodowli zwierzat futerkowych zapewniajg prace dla ok. 50 tys.
pracownikow. Roczne przychody polskich hodowcow wynosza ok. 400 min €.

Hodowcy 1 producenci zwierzat futerkowych dla podwyzszenia jakoSci produkcji
zrzeszeni sa3 W zwiazkach branzowych tj. Polski Zwigzek Hodowcow i Producentow
Zwierzat Futerkowych (PZHiPZF) oraz Polski Zwigzek Zwierzat Futerkowych (PZF).
Glownym celem dziatalnosci obu zwigzkow jest systematyczne szkolenie hodowcow m.in. w
celu wdrozenia zasady dobrej praktyki hodowli, ze szczegdlnym uwzglgdnieniem dobrostanu.
Fermy migsozernych zwierzat futerkowych zlokalizowane sg gltoéwnie w wojewodztwach

wielkopolskim, zachodniopomorskim i lubelskim (JEZEWSKA-WITKOWSKA 1 in. 2014).
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1.2. Charakterystyka parwowirusow zwierzat i czlowieka

Wirusy z rodzaju Parvoviridae sa patogenami wielu gatunkow zwierzat oraz cztowieka.
Porcine Parvovirus (PPV) wywotuje parwowirozg swin, Canine Parvovirus (CPV) chorobg
parwowirusowa pséw, Feline Parvovirus (FPV) panleukopeni¢ kotow, Racoon Parvovirus
(RPV) =zakazenia parwowirusowe szopow, Blue Fox Parvovirus (BFPV) — zakazenia
parwowirusowe lisow niebieskich.

Czlowiek jest takze wrazliwy na zakazenie parwowirusem B19 (HALL i MCCANDLISH
1991, BEST i BLoom 2005). Stwierdzano sporadyczne zachorowania ludzi, w stadach norek
chorych na AMD (JEPSEN i in. 2009).

W populacji norek kraza dwa autonomiczne parwowirusy, ktére wywotuja catkowicie
odmienne klinicznie choroby. Mink Enteritis Virus (MEV) wywotuje wirusowe zapalenie
jelit norek, natomiast Aleutian Mink Diseases Virus (AMDV) jest czynnikiem etiologicznym
choroby aleuckiej norek (AMD).

AMDYV jest bardzo maty, ma $rednice ok. 18-26 nm i nie posiada otoczki. Jego DNA
zawiera ok. 5000 zasad. Kapsyd parwowirusa determinuje powinowactwo do okreslonego
gatunku zwierzat. Genom parwowirusa zawiera biatka VP2, VP1 oraz trzy niestrukturalne
biatka NS1, NS i NS3 (HUANG i in. 2014).

Determinuja one immunogenno$¢ AMDV oraz powinowactwo do okreslonego gatunku
zwierzat i tropizm. VP2 warunkuja prawdopodobnie patogennos¢ (CANUTI i in. 2015, CANUTI
i in. 2022, SIEMIONEK i in. 2017a). Bierna odporno$¢ matczyna oraz czynna odporno$¢
swoista powinny zapobiega¢ rozwojowi choroby. W okresie luki immunologicznej szczenigta
norek sa szczeg6lnie wrazliwe na zakazenie AMDV (BLoOM i in. 1997, BLoowm i in. 2001,

INGRAM 1 CHO 1984.

1.3. Epidemiologia

Choroba wystepuje u wszystkich odmian norki amerykanskiej. Norki odmiany aleuckiej
sa najbardziej podatne na zakazenie AMDYV, co objawia si¢ syndromem Chediak-Higashi
(PADGETT i in. 1964). Jest to dziedziczny autosomalny, recesywny defekt uktadu
odporno$ciowego, objawiajacy si¢ U SzCzenigt juz w pierwszych dniach zycia. Powoduje on
wystgpienie objawow klinicznych, przebiegajacych przewlekle i prowadzi do $mierci. U
innych odmian norek AMD przebiega najczesciej bezobjawowo lub subklinicznie. Zdaniem

badaczy istnieje potencjalne zagrozenie AMDV dla innych gatunkoéw zwierzat.
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Na zakazenie AMDV wrazliwe sg inne gatunki z rodziny tasicowatych (Mustelidae) oraz
inne zwierzeta drapiezne. Zagrozone jest wielu gatunkow tj.: fretka domowa (Mustela
putorius furo), gronostaj europejski (Mustela erminea), kuna lesna (Martes martes), kuna
domowa (Martes foina), wydra europejska (Lutra lutra), wydra kanadyjska (Lontra
canadensis), borsuk europejski (Meles meles), skunks zwyczajny (Mephitis mephitis), szop
pracz (Procyon lotor), ry$ rudy (Lynx rufus), zeneta zwyczajna -Genetta genetta (FARID 2013,
FOURNIER-CHAMBRILLON i in. 2004, MANAS i in. 2001, STEINEL i in. 2001). LEIMANN i in.
(2015) wykazali mozliwos$¢ zakazenia jenota azjatyckiego (Nyctereutes procynoides) oraz
tchorza zwyczajnego (Mustela putorius). Spontanicznie AMDV wystepuje u fretek (UNE i in.
2000).

1.4. Etiologia, zrodta i drogi zakazenia

Choroba aleucka norek wywotana jest przez AMDV z rodziny Parvoviridae, podrodziny
Parvovirinae, rodzaju Amdoparvovirus, podrodzaju Carnivore amdoparvovirus-1 Do
niedawna AMDYV byt jedynym przedstawiciel rodzaju Amdoparvovirus (NITUCH i in. 2012,
COTMORE i in. 2014, SIEMIONEK i in. 2017b). Obecnie do tego rodzaju zalicza si¢ Gray Fox
Amdovirus — GFAV, okreslany takze jako Carnivore amdoparvovirusy 2 ( CANUTI i in.
2015, 2022). Stwierdzono wystepowanie przeciwcial/ zakazen AMDV u réznych odmian
norek fermowych, u dzikich norek amerykanskich - Neovison vison oraz u norek
europejskich -Mustela lutreola (JENSEN i in. 2012, MANAS i in. 2001, OLOFSSON i in. 1999,

PERRSON i in. 2015, PODRA i GOMEZ 2018, YAMAGUCHI I MACDONALD 2001).

Carnivore amdoparvovirus-1 posiada pojedynczy tancuch DNA skladajacy si¢ z 4748
zasad (OLEKSIEWICZ i in. 1996, KOSTRO i in. 1999, NITUCH i in. 2012).

Wykazano obecnos¢ dwoch otwartych ramek odczytu (ORF - Open Reading Frame) w
obrebie genomu AMDV. Lewa czes¢ - 5° ORF odpowiada za kodowanie biatek NS1 1 NS2.
Prawa cze$¢ - 3° ORF genomu koduje biatka VP1 i VP2 (OIE i in. 1996).

Replikacja nastgpuje poprzez przepisanie materialu genetycznego AMDYV na dwuniciowy
DNA a nastgpnie na mRNA (Bloom i in. 1997, 1998).

Geny NSI1, VP1 1 VP2 odpowiedzialne sg za replikacje wirionu przez kodowanie bialek

kapsydu oraz immunogennos¢.
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Biatko NS1 jest odpowiedzialne gtéownie za prawidlowag replikacje i1 efektywng
transkrypcje (BLooM i in. 1997, OLEKSIEWICZ i in. 1996, KOSTRO i in 1999).

Biatko NS2 reguluje produkcje biatek wirusa (OLEKSIEWICZ i in. 1996). Biatko VP2
zawierajace 647 aminokwasow (90% wszystkich biatek) odgrywa istotng rolg w patogennosci
wirusa. Odpowiada takze za neutralizacje AMDYV przez swoiste przeciwciata, co niestety nie
jest zapobiega replikacji wirusa (BLoom i in. 2001, NITUCH i in. 2012, WANG i in. 2014).

Niektorzy badacze uwazaja, ze geny NS1, VP2 warunkuja zjadliwos$¢ i patogenno$¢, ale
ich funkcje nie zostaly jednoznacznie wykazane (GOTTSCHALCK i in. 1991, OIE i in. 1996,
OLOFSSON i in. 1999). Biatka VP1 i VP2 AMDV wykazuja tylko 52% podobienstwo do
analogicznych biatek CPV pséw (COSTELLO i in. 1998).

Genom wirusa AMD jest bardzo zmienny, wczesniejsze analizy epidemiologiczne wirusa
w Europie wykazaty, ze szczepy AMDV mozna przyporzadkowa¢ do 3 gtownych kladow,
majacych wspolne sekwencje nukleotydowe. Taka klasyfikacja wirusow jest przydatna m.in.

w celu ustalenia miejsca jego pochodzenia.

Przyporzadkowanie szczepow AMDYV do okreslonego Kladu nie zalezy jednak od: stopnia
wirulencji, lokalizacji geograficznej lub okresu izolacji AMDV (KNUUTTILA i in. 2009b,
SCHUIERER i in. 1997). Nadal nie wiadomo, co warunkuje filogenetyczne przyporzadkowanie
izolatow AMDV do okreslonego kladu. Obserwuje si¢ liczne mutacje w obrebie genu NS1 i
VP2 kodujacego biatka. Na ich podstawie wyrdznia si¢ szczepy wirusa 0 réznym stopniu
zjadliwosci. Zjadliwos¢ szczepu AMDV nie jest jednak zwigzana z budowg genomu (JENSEN i
in. 2014, PARK i in. 2005).

Wokot ognisk AMD, w okolicznych stadach fermowych norek stwierdza si¢ znaczne
réznice w budowie AMDV (CANUTI i in. 2016). Do szczepdw wysoce patogennych zalicza
si¢c. AMDV-Utah, AMDV-DK, AMDV-United, natomiast do mniej zjadliwych AMDV-
Pullman i AMDV-G (WANG i in. 2014).

Szczep AMDV-Utah powoduje przetrwale zakazenia prowadzace do upos$ledzenia
funkcjonowania uktadu immunologicznego norek (Qui i in. 2005). Oseski zakazone Szczepem
wysoce zjadliwym AMDV ging w 90-100%, wsréd objawow klasycznej postaci choroby.
Zakazone szczepem AMDV mniej zjadliwym choruja 50-70% lub nie wykazujg objawow
klinicznych. Ich $miertelno$¢ waha si¢ w granicach 30 - 50% (KosSTRO i in. 1999).
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Glownym zrodtem zakazenia bezposredniego sga norki chore lub nosiciele bezobjawowi
AMDV. Transmisja wirusa odbywa si¢ gtdbwnie droga pozioma tj. z krwia, moczem, §ling oraz
katem (TONG i in 2020). Do zakazenia dochodzi takze drogg pionowa (W okresie cigzy- przez
tozysko). Zakazenie przez owady jest dyskusyjne, chociaz pewna role w szerzeniu sie¢
zakazenia AMDV moga odgrywa¢ muchy (PRIETO i in. 2018). Obstuga pracujgca na innych
fermach moze takze przenies¢ zakazenie AMDYV droga jatrogenng (NITUCH i in. 2012).

Wirus pojawia si¢ W kale, moczu i $linie juz 10. dnia po zakazeniu. W mleku wystepuje
do 40 dnia po porodzie (KOsSTRO i in. 1999, SIEMIONEK i in. 2017a). Bramg zakazenia jest
uktad pokarmowy, rozrodczy, rzadziej uszkodzona skora. NITUCH i in. (2012) wskazuja na
mozliwo$¢ zakazenia droga aerogenng. LARSEN | PORTER (1974) wykazali AMDV w
tkankach, w surowicy i moczu. Po eksperymentalnym zakazeniu wykryto DNA AMDV i
przeciwciata swoiste (FARID i in. 2015) oraz potwierdzono jego obecnos¢ w kale (JENSEN i
in. 2011, ToNG i in. 2020).

Wykazano obecnos¢ AMDV w $rodowisku fermy dlatego moze by¢ ona wtérnym

zrodtem zakazenia (PRIETO | in. 2017).

Prawdopodobnie naturalnym rezerwuarem AMDYV moga by¢ dzikie norki, inne tasicowate
I rzadziej lisy, psy, koty, kroliki, myszy (KOSTRO i in. 1999, SIEMIONEK i in. 2017a, ZALEWSKI
IIN. 2021).

AMDYV jest oporny na dziatanie czynnikow srodowiskowych oraz na eter, chloroform,
enzymy, niskie pH. Moze przebywaé¢ w glebie przez wiele lat. Ulega inaktywacji w temp.
100°C (HussAIN in. 2014) oraz pod wptywem formaliny, chloraminy, jodyny, chlorowodoru,
wodorotlenku sodu. W celu skuteczniejszej dezynfekcji w fermach norek stosowana jest

dezynfekcja chemiczna oraz fizyczna (KosTRO i in. 1999).

1.5. Patogeneza i obraz kliniczny

Przebieg choroby aleuckiej norek zalezy gltownie od wieku norek. AMD u szczenigt
przebiega ostro, natomiast u starszych norek przewlekle (BEST i in. 2005). Niezaleznie od
przebiegu choroby wpltyw AMDV na organizm norek jest bardzo znaczny. AMDV jest
przyczyna duzych strat w stadach fermowych norek amerykanskich (ALEXANDERSEN i in.
1994, INGRAM i CHO 2005).
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AMDV nie ma wlasciwosci hemaglutynacyjnych. Jego replikacja nastepuje W jadrze
komorkowym i zalezy gtownie od biochemicznej aktywnos$ci biatek niestrukturalnych

(CHRISTENSEN i in. 1995, OLEKSIEWICZ i in. 1996).

AMDV ulega replikacji w narzadach tj. w tkance limfatycznej $ledziony, weztach
chtonnych, w komoérkach Browicz-Kuppfera, w limfocytach B i T (AASTED i BLoom 1983,
JENSEN i in. 2000). Mozliwa jest replikacja AMDV in vivo oraz in vitro (BLOOM i in. 1998)

W stadzie norek fermowych wolnym od AMDYV, po zakazeniu szczenigt choroba objawia
si¢ jako ostre $rodmigzszowe zapalenie ptuc ( ALEXANDERSEN i BLoom 1986). Okres
inkubacji waha si¢ w granicach 24 -120 dni (GLINSKI | KOSTRO 2002). Po zakazeniu AMDV
replikuje si¢ w btonie hialinowej pneumocytow Il stopnia (ALEXANDERSEN | BLooM 1986,
ALEXANDERSEN i in. 1988, ALEXANDERSEN i in. 1989, Oleksiewicz i Alexandersen 1997,

STORGAARD i in. 1997, WoOJCICKA-LORENOWICZ i in. 1999, Wu i in. 1994).

Posta¢ przewlekta choroby jest wynikiem wczesniejszego zakazenia norek. Obraz
kliniczny choroby nie jest wowczas tak charakterystyczny. Przebieg moze by¢ bezobjawowy
lub podkliniczny. Obserwuje si¢ utratg polysku, elastycznosci okrywy wlosowe;.

Uposledzony apetyt prowadzi do zmniejszonych przyrostow masy ciata oraz wychudzenia.

Najistotniejsze objawy AMD sa wynikiem zaburzen w funkcjonowaniu uktadu
rozrodczego tj. liczne poronienia, resorpcja ptodow, martwe ptody lub rodzenie mato
zywotnych oseskow norek (BROLL I ALEXANDERSEN 1996, Qui i in. 2005). Czasami u

fermowych norek amerykanskich wystepuja objawy neurologiczne ( JAHNS i in. 2010)

Do cigzkich objawow nalezg klebuszkowe zapalenie nerek lub zapalenie mézgu. Zmiany
zapalne w naczyniach krwionosnych moga wystepowaé¢ w innych tkankach i sa wynikiem
powstawania  kompleksow  antygen-przeciwciato.  Ciaggle  stymulowanie  uktadu
immunologicznego prowadzi do nadmiernej produkcji immunoglobulin, powstawania
naciekow komorek plazmatycznych (TABEL | INGRAM 1970) oraz zapalen btony naczyniowe;j
oraz rogowki oka (HAbDLow 1982). Sporadycznie wystgpuja smoliste biegunki,
charakterystyczne dla krwi w ptynnym kale oraz objawy neurologiczne tj. zaburzenia

roéwnowagi (JAHNS i in. 2010)

U norek zakazonych AMDYV nastgpuje znaczny spadek odpornosci, dlatego mozliwe sa
wtorne zakazenia bakteryjne wywotane przez Pasteurella spp., Salmonella spp.,

Streptococcus spp. (WoJCICKA-LORENOWICZ i in. 1999).
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Inne parwowirusy takze powoduja zakazenie organizmu, ale indukuja odpowiedz
immunologiczng, ktéra chroni zakazone zwierzgta przed dalszym rozwojem choroby.
Niestety, w wyniku zakazenia AMDV odpowiedz immunologiczna stymuluje nasilenie
objawow AMD (CASTELRUIZ i in. 2005, MCKENNA i in. 1999).

Zakazenie AMDV wywotuje bardzo silng odpowiedZz immunologiczng, ale nawet bardzo
wysokie miana swoistych przeciwcial nie moga neutralizowa¢ wirusa, dlatego nadal

intensywnie si¢ replikuje (CASTELRUIZ i in. 2005, CANUTI i in 2015).

Parwowirus wykazuje tropizm do tkanki limfoidalnej tj. do limfocytow B i T oraz
$ledziony, weztdw chlonnych i szpiku kostnego. U oseskoéw replikacja wirusa nastgpuje w
nablonku pecherzykow ptucnych typu II. Za powinowactwo do okreslonych tkanek
odpowiada prawdopodobnie biatko ABP (ADV Binding Protein) bedace receptorem
komorkowym umozliwiajagcym wnikanie wirusa do komorki. Swoiste przeciwciata dla
AMDV sg ciagle produkowane przez organizm zakazonej norki. Powstaja kompleksy
immunologiczne ktore odkladaja si¢ w tkankach, prowadzi to do powstawania zmian

zapalnych (MCKENNA i in. 1999).

W surowicy nastepuje gwattowny wzrost poziomu gammaglobulin od 50 do 100 mg/ml
lub wyzszy (COSTELLO i in. 1998, Wu i in. 1994). Stwierdza si¢ zwigkszony poziom biatka
catkowitego oraz obnizony poziom albumin (WoJCICKA-LORENOWICZ i in. 1999). U
nowonarodzonych oseskow norek gammaglobuliny nie sg wykrywalne, bowiem budowa
tozyska uniemozliwia przenikanie ich od matki do ptodow. Oseski norek otrzymuja
gammaglobuliny z siarg matki (ALEXANDERSEN i in. 1994). Stwierdza si¢ zwigkszenie liczby
komorek CD 8%, gammalFN i IL-4-limfocytéw (CHEN i AASTED 1998, JENSEN i in. 2000,
JENSEN i in. 2003, OLEKSIEWICZ | ALEXANDERSEN 1997). Czasami stwierdzana jest mocznica

prowadzaca do $mierci (WOJICICKA-LORENOWICZ i in. 1999).

Zmiany anatomopatologiczne u oseskow norek lokalizuja si¢ gtéwnie w ptucach, ktore sa
bezpowietrzne, przekrwione i pokryte wybroczynami. U starszych norek zmiany wystepuja
takze w innych narzadach. Obserwuje si¢ wychudzenie, matowos$¢ okrywy wlosowe;j,

zazolcenie tkanki podskornej oraz nadzerki w blonie sluzowej jamy ustnej.

Charakterystyczne zmiany lokalizuja si¢ w narzadach migzszowych tj. §ledziona, nerki,
watroba, wezty chlonne krezkowych, ktore sa szczegdlnie przydatne w diagnostyce AMDV.

Sledziona jest powickszona lub zmniejszona, barwy ciemnowisniowej. Powigkszone lub
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pomniejszone nerki sag na powierzchni pomarszczone. Watroba tegiej konsystencji jest
brazowo-zotta lub zotta. Wezty chtonne sa powigkszone i przekrwione (KosTro 1 in. 1999,

WOJICICKA-LORENOWICZ i in. 1999).

Histopatologicznie stwierdza si¢ uszkodzenie uktadu siateczkowo-srodbtonkowego
watroby, nerek, sledziony. Przeciwciala autoagresywne uszkadzaja biatko cytoplazmy i
lizosomow (KOSTRO i in. 1999, WOJCICKA-LORENOWICZ i in. 1999).

1.6. Diagnostyka

Choroba aleucka norek bedac problem $wiatowym stanowi wyzwanie dla badaczy.
Prowadzone sa badania nad doskonaleniem znanych metod diagnostycznych i
poszukiwaniem nowych oraz epizootiologia AMD. Gtéwnym celem jest opracowanie

szybkich i skutecznych metod zapobiegania i zwalczanie AMD w stadach norek fermowych.

Przed wykonaniem badan diagnostycznych, w stadzie fermowych norek amerykanskich
konieczne jest przeprowadzenie dochodzenia epizootycznego. Ocena stanu zdrowia norek na
fermie norek powinna wykluczy¢ zaburzenia rozrodu, zapalenia watroby i nerek oraz

krwotoczne zapalenia ptuc wywolane przez inne przyczyny (KoOSTRO i in. 1999).

W diagnostyce terenowej AMDV pierwotnie stosowano test jodowo aglutynacyjny, a
tylko sporadycznie test immunofluorescencyjny tzw. FIA - ang. fluorescent immunoassay,
testu immunodyfuzji (ID). Nastepnie opracowano test immunoelektroforezy
przeciwpradowej (CHO | GREENFIELD 1978, KOPCzEWSKI i in. 1991, MaNAs 2001, SHIMIZU
i in. 1980, YAMAGUCHI i in. 2001).

Test jodowy aglutynacyjny (JAT) zostal wdrozony w Polsce (KOPCZEWSKI i in.
1991) oraz przez zespot badawczy Instytutu Zootechniki (KOWALCZYK I JAKUBCZAK 2015).
Jego zaleta jest tatwos¢ wykonania w warunkach fermowych, krotki czas wykonania i niskie

koszty wykonania.

Przy poziomie gammaglobulin powyzej 50 mg/ml, charakterystycznym dla wigkszosci
zakazonych norek AMDYV, w tescie jodowy aglutynacyjnym wystepuje precypitacja. Po
potaczeniu badanej surowicy norki z roztworem wodnego jodu w jodku potasu nastgpuje

wytracenie si¢ gammaglobulin w postaci precypityn.

Niestety JAT nie jest testem swoistym poniewaz mozliwe sg wyniki falszywie ujemne lub

falszywie dodatnie np. w przypadku procesu zapalnego badanej norki wywotanego na tle
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innej przyczyny. Nawet w tym przypadku tj. przy nieswoistym wyniku dodatnim norke nalezy

natychmiast eliminowac¢ z dalszej hodowli.

Obecnie JAT jest wypierany przez inne bardziej swoiste metody w diagnostyce zakazen

AMDYV, chociaz w Kanadzie jest nadal powszechnie stosowany przez hodowcow.

W krajach europejskich, do wykrywania swoistych przeciwcial dla AMDV uzywa si¢

immunoelektroforeze przeciwpradows tzw. Counter Current Immunoelectrophoresis ( CIEP).

Podstawg dziatania CIEP jest zjawisko przemieszczania si¢ antygenu i przeciwcial w
podtozu agarowym poddanym rozdziatowi elektroforetycznemu. Jesli w badanej surowicy
wystepuja swoiste dla antygenu przeciwciata AMDV to wystgpuje precypitacja w postaci
prazka precypitacyjnego. Metoda ta jest uwazana za ,,ztoty standard”w diagnostyce AMDV.
Poréwnujac ja do bardziej nowoczesnych metod wykazano, ze CIEP moze dawac¢ wyniki
fatszywie ujemne np. przy zbyt niskim poziomie przeciwciat swoistych lub we wczesnym

okresie zakazenia (KOWALCZYK | JAKUBCZAK 2015).

Metody biologii molekularnej pozwalajg na wykrycie DNA AMDV oraz potwierdzenie
jego przynaleznosci do okreslonego szczepu wirusa lub kladu (CHRISTENSEN i in. 1993,
CHRISTENSEN i in. 1995, ZHANG i in. 2015). Metody te moga utatwi¢ ocen¢ stopnia
patogennosci oraz wykrywaé zrodha i drogi zakazenia AMDV. Transmisja wirusa na swiecie
sprzyja migdzynarodowy obrot zywych norek, ktorego celem jest uzyskanie potomstwa o
lepszym pokroju, pozadanych cechach genetycznych i behawioralnych. Zakazenia AMDV
rozprzestrzeniajg si¢ takze przez zakupiong infrastrukture zlikwidowanej fermy norek (WANG
I in. 2014). Brak przestrzegania zasad bioasekuracji utatwia szerzenie si¢ zakazenia AMDV

droga posrednia.

Fox | BLoom (1999) opisali metody identyfikacji AMDV w hodowlach komoérkowych
nerek kotow (CRFK- Crandell feline kidney cells).

Opracowane w latach 80. ELISA nie byly wystarczajaco czute i swoiste (WRIGHT i in.
1982). W ostatnich latach, w Danii, Holandii, Finlandii i Chinach podj¢to badania w celu
opracowania nowoczesnych zestawow ELISA, ktore mogtyby konkurowaé¢ z CIEP (LU i in
2021, MA i1 in. 2016, KNUTILLA in. 2014 ).

Najwieksze nadzieje zwigzane sg jednak z wykrywaniem DNA AMDV przy uzyciu metod
biologii molekularnej. Przyktadem jest tancuchowa reakcja polimerazy (Polymerase Chain
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Reaction - PCR), w ktérej mozna wykona¢ amplifikacje fragmentu genu VP2, NS1 DNA
AMDYV z badanego narzadu, krwi, wymazu, w obecnosci odpowiednich starteréw (GLINSKI I
KosTRO 2002, L1 1IN. 2012, MuLLIS i in. 1986, REICHERT | KOSTRO 2014b).

Zdaniem niektorych badaczy skuteczne zwalczanie AMDYV, w stadach fermowych norek,
bedzie mozliwe tylko przy zastosowaniu metod biologii molekularnej. Begda one konieczne
w badaniach epidemiologii molekularnej AMDYV amerykanskich norek fermowych, norek
europejskich, innych tasicowatych itp. (ANDERSSON | WALLGREN 2013, CHEN i in. 2015,
JENSEN i in. 2011, Culi IN. 2018, GONG i in. 2020, FARID i SEGERVALL 2014, KNUUTTILA i in.
2015, PRIETOI in. 2014, PRIETO i in. 2020, ZALESKA-WAWRO 1 in. 2021).

1.7. Zapobieganie i zwalczanie

Zwalczanie AMD stanowi ogromny problem ze wzgledu na powszechne wystgpowanie
AMDV. Gléwnym sposobem jej zwalczania w stadach fermowych norek jest eliminacja
chorych lub zakazonych norek, co jest najczeSciej stwierdzane w czasie okresowych badan

serologicznych (CHRISTENSEN i in. 1995).

W eliminacji wigkszoséci chordb zakaznych u zwierzat gospodarskich orazb cztowieka
glowng rolg odgrywaja coraz bardziej nowatorskie szczepionki. Jest to jedna z
najskuteczniejszych metod zwalczania chorob. Przyktadem skutecznej immunoprofilaktyki
jest szczepionka przeciw ospie prawdziwej (Variola vera) ktora doprowadzita do catkowitej

jej eradykacji na $wiecie (SHCHELKUNOVA | SHCHELKUNOV 2017).

Wigkszos¢ szczepionek zawiera antygen lub jego elementy wywotujace reakcje uktadu
immunologicznego, po ich wprowadzeniu do ciala. Rozwija Si¢ wowczas odpornosé
poszczepienna, ktora najczesciej zapobiega petnoobjawowej chorobie. Niestety w przypadku

AMD nie udato si¢ dotychczas opracowac skutecznych szczepionek.

Proby immunizacji norek wirusem AMD inaktywowanym formaling nie zapewnity
odpowiedniej odpornosci poszczepiennej na zakazenie kontrolne. Takze szczepionki
zawierajace rekombinowane biatka AMDV nie daty efektu ochronnego. Szczepionki

zawierajace biatka VP1 i VP2 prowadzity nawet do rozwoju ostrej postaci AMD.

Tylko czesciowa ochrong przed AMD dawaty szczepionki zawierajace Samo biatko NS1
AMDV (AASTED i in. 1998, CASTELRUIZ i in. 2005). Norkom podano takze szczepionki
zwierajace parvowirusy swoiste dla innych gatunkow np. PPV, CPV, FPV, MEV. Niestety
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tylko cze$ciowo ograniczaly one szerzenie si¢ choroby, ktora przebiegata podklinicznie
(AASTED i in. 1998, BLooM i in. 2001).

Podejmowano proby specyficznego leczenia chorych norek, ale byly one catkowicie
nieskuteczne. Przyktadowo, oseskom norek podawano anty-ADV-gammaglobuliny lub
przeciwciala monoklonalne myszy dla biatek NS1 AMDV. Obserwowano wprawdzie
zmniejszong  $miertelno$¢, ale wystgpowaly objawy podostrego zapalenia ptuc
(ALEXANDERSEN i in. 1994). Mimo wysokiego poziomu przeciwciat swoistych dla AMDV nie
uzyskano eradykacji AMDV (JENSEN i in. 2003). Niestety u szczepionych mtodych norek
obserwowano nadostry przebieg choroby (AASTED i in. 1998)

W celu uzyskania dobrej jakosci skor od poczatku XIX w. norki amerykanskie hodowano
w izolowanych fermach europejskich. Niestety norki przenikaty do naturalnego $rodowiska
Europy réznymi drogami np. w wyniku $wiadomej introdukcji (ZSRR), przypadkowych

ucieczek z ferm, celowego wypuszczanie norek z klatek itp.

Sprzyja to zagrozeniu AMDV dla populacji dzikich norek przez ich hybrydyzacje,

dziatanie konkurencyjne lub nawet dla norek europejskich (PODRA T GOMEz 2018).

Wszystkie te okolicznoséci sktonilty do podjecia badan w kilku $wiatowych o$rodkach
naukowych, w celu poszukiwania skuteczniejszych, nowoczesnych metody diagnostyki
AMDV. Nalezy takze mie¢ na wzgledzie potencjalne zagrozenie AMDYV, ktoére czasami u
ludzi pracujacych w zakazonych AMDYV stadach fermowych moze objawia¢ si¢ zaburzeniami

oddechowymi i pokarmowymi (PRIETO i in. 2014, WANG i in. 2014).

Rownoczes$nie obserwuje sie¢ ewolucje AMDV i mozliwo$¢ wywotywania zakazen u
innych gatunkow zwierzat. Stwierdza si¢ rozpowszechnienie tego wirusa w srodowisku
naturalnym oraz jego obecno$¢ u innych gatunkow z rodziny Mustelidae tj. tasica, skunks,
szop oraz u kotowatych np. u rysia rudego - Lynx Rufus (JENSEN i in. 2014, NITUCH i in. 2012,
STEINEL i in. 2001, WANG i in. 2014).

Warunkuje to konieczno$¢ wdrozenia wyjatkowo czutych metod diagnostycznych, w
celu oceny rzeczywistej sytuacji epizootycznej AMDV w stadach fermowych norek oraz w
poszukiwaniu AMDV s$rodowisku naturalnym ( Cul i in. 2018, BusTIN 2000, BUSTIN i in.
2009, ZALESKA-WAWRO i in. 2021).
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2. UZASADNIENIE I CEL BADAN

Niektore kraje, prowadzace intensywng fermowg hodowle norek amerykanskich (wizon
amerykanski) juz w latach 70. XIX w. wdrozyly badania serologiczne. Obecnie realizuja
programy zwalczania choroby aleuckiej norek. Sytuacja epizootyczna AMD w Polsce do
2010 r. byla nieznana. W krajowych stadach amerykanskich norek fermowych czesto
obserwowano zaburzenia rozrodu, ale tylko sporadycznie rozpoznawano chorobe w
laboratorium diagnostyki AMD. W innych stadach norek nie stwierdzono zaburzen rozrodu
co nie wyklucza wystepowania zakazen bezobjawowych.

Nalezy przypuszczaé ze rzeczywiste przyczyny zaburzen rozrodu w stadach fermowych
norek amerykanskich nie zawsze byty wlasciwie rozpoznawane. Tylko nieliczni wtasciciele
stad realizowali okresowe badania w kierunku zakazen norek AMDV. Liczebno$¢ stad norek
fermowych, ich lokalizacja geograficzna oraz warunki sanitarno-weterynaryjne w Polsce w
badanym okresie byta zroznicowane.

Wigkszo$¢ ferm przestrzegata dobrostanu hodowli norek oraz zasady bezpieczenstwa
biologicznego tj. bioasekuracji. Organy administracji tj. Gtéwny Inspektorat Ochrony
Srodowiska, Panstwowa Inspekcja Sanitarna, Gtoéwny Inspektorat Weterynarii (GIW),
Gltowny Urzad Nadzoru Budowlanego majg za zadanie zapewni¢ wiasciwy nadzor nad
funkcjonowaniem ferm norek. W imieniu GIW kontrol¢ dobrostanu i zdrowia stad norek
fermowych sprawuje Powiatowy Lekarz Weterynaryjny.

W krajach czotowych producentow norek hodowlanych tj. Dania, Holandia, Kanada, USA
zakazenia AMDV sa wykrywane w czasie okresowych badan laboratoryjnych. W
zagranicznych osrodkach naukowych z tych krajéw prowadzi si¢ badania nad doskonaleniem
metod diagnostyki zakazen AMDYV w stadach norek fermowych.

W wyniku koncentracji i intensywnego rozwoju hodowli norek w Polsce wzrosto
znaczenie choroby aleuckiej norek, bedacej gtowna przyczynag strat ekonomicznych. W
Polsce, tak jak w wiekszosci krajow Europy, podstawowa metoda rozpoznawania AMDV sg
badania serologiczne.

Wazrost zakazen AMDV oraz rozwijajace si¢ dynamicznie metod molekularnych sktonity

do podjecia badan whasnych, nad zastosowaniem tych metod w diagnostyce zakazeh AMD,
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w krajowych stadach norek. Badania wykonano w losowo wybranych krajowych stadach
fermowych norek amerykanskich.

Na wstepie wykonano badania serologiczne testem CIEP, dla okreslenia sytuacji
epizootycznej AMD w stadach fermowych norek amerykanskich i czestotliwo$cia
wystepowania swoistych przeciwciat dla AMDV.

Gléwnym zadaniem pracy byly badania nad oceng przydatnosci metod biologii
molekularnej, ich implementacja do diagnostyki zakazen AMDYV oraz analiza filogenetyczna

izolowanych fragmentéw genéw AMDV.

Cel badan

1. Ocena przydatnosci serologicznej metody CIEP dla okreslenia czestotliwosci.
wystegpowania zakazen i oceny sytuacji epizootycznej AMD w Polsce .

Ocena czutosci klasycznego PCR w diagnostyce AMDV.

Ocena czutosci nested PCR w diagnostyce AMDV .

Ocena czutosci real-time PCR w diagnostyce AMDV.

o~ w N

Poszukiwanie nowych izolatow AMDYV, w krajowych stadach fermowych norek
amerykanskich.
6. Analiza filogenetyczna izolatbw AMDYV, w krajowych stadach fermowych norek

amerykanskich.
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3. MATERIAL I METODY

3.1. Zwierzeta doswiadczalne

Do badan wybrano losowo stada fermowych norek amerykanskich zlokalizowane w
Polsce poétnocnej, wschodniej 1 centralnej, ktorych sytuacja epizootiologiczna AMD byla
zroznicowana. Zgodnie z wymogami hodowli dla norek zapewniono im staty dost¢p do wody
w ciggu doby oraz i karmiono 2-3 krotnie w ciggu dnia mieszankg pokarmowag przez caty
tydzien.

Mieszanka pokarmowa zwana na fermach karmg zawierata niezbedne dla rozwoju i
zdrowia norek sktadniki odzywcze. W celu zabezpieczenia norek przed szybko szerzacymi si¢
chorobami stosowano profilaktyke swoistg. Stada norek byly szczepione przeciw nosowce,
wirusowemu zapaleniu jelit, krwotocznemu zapaleniu jelit oraz botulizmowi.

Badania wykonano w latach 2010 — 2020, w losowo wybranych krajowych stadach
fermowych norek, odmiany standard. W niektorych stadach norek fermowych obserwowano
zaburzenia rozrodu, spadek masy ciata i zwickszong upadkowos$¢ szczenigt mogace
wskazywa¢ na mozliwos¢ wystepowania AMD. W innych stadach norek fermowych nie
stwierdzono objawow klinicznych nasuwajacych podejrzenie AMD.

W czasie realizacji badan losow0 wybrane stada fermowych norek amerykanskich
podlegaly dodatkowym kontrolom przez Powiatowe Inspektoraty Weterynaryjne. Wyniki
kontroli badanych norek wykazaty, ze dobrostan zwierzat hodowlanych oraz stan sanitarno-
weterynaryjny badanych ferm byl bardzo dobry lub dobry.

W pierwszym etapie badania realizowano w 6 stadach fermowych norek amerykanskich
liczacych ogotem 22140 zwierzat, zlokalizowanych w roznych rejonach kraju. Stada liczyty
pod 2400 - 5000 norek i nie wykazywaly objawow klinicznych wskazujacych na
wystepowanie AMD.

Do badan serologicznych wybrano losowo 1007 zywych norek amerykanskich z w/w
stad fermowych norek.

Pobierano od nich krew do heparynizowanych rurek hematokrytowych w celu szybkiego

wykonania badania serologiczne.
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W zaleznosci od stopnia realizacji programu zwalczania AMD stado fermowych norek
amerykanskich zaliczano do grupy I,11 lub 11l co przedstawiono w tab. 2.

W grupie | znalazly si¢ 3 stada norek, w ktorych pobrano krew od 494 zwierzat. Do grupy
II zaliczono stado w ktorym pobrano 229 surowic a do III — 2 stada, w ktérych pobrano

ogbtem 384 probki Krwi.

Tab. 2. Przyporzadkowanie stad fermowych norek amerykanskich do okreslonej grupy, w

zaleznosci od stopnia realizacji programu zwalczania choroby aleuckiej norek

| H 5000 250 Program zwalczania choroby aleuckiej
norek wdrozony od kilku lat
J 2480 124
| 2400 120
1 B 4580 229: Program zwalczania choroby aleuckiej
138 samic norek- wdrozony w czasie rozpoczecia
badan
91 samcow
1 G 5280 264: Program zwalczania choroby aleuckiej
219 samic norek nie byt nigdy realizowany
45 samcow
E 2400 120 samic

*Liczba norek fermowych w badanym stadzie

# Liczba probek badanych serologicznie (stanowigcych 5% stada norek)

Do badan molekularnych pobrano narzady 174 norek amerykanskich pochodzacych z w/w
stad fermowych norek amerykanskich.
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3.2. Material do badan

3.2.1. Material do badan serologicznych

Materiat do badan serologicznych stanowity probki Krwi pobrane przyzyciowo od 1007
zdrowych klinicznie fermowych norek. Stanowity one 5% ogodlnego stanu stad fermowych

norek amerykanskich (tab. 2).

3.2.2. Material do badan molekularnych

Material do badan molekularnych stanowity 174 probki z narzagdow amerykanskich norek
fermowych, pobrane bezposrednio po ich $mierci. U niektérych obserwowano objawy
nasuwajace podejrzenie AMD (KNUTILLA i in. 2009b). Probki umieszczano w odpowiednich
pojemnikach w temp. chlodni. Transportowano je w termoizolacyjnym transporterze z
wktadem chtodzacym do Laboratorium Diagnostyki Molekularnej, Katedry Epizootiologii

Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie.

Wigkszos¢  probek pobierano bezposrednio w sali sekcyjnej Katedry Epizootiologii.
Nastegpnie probki przechowywano w temp. -20°C, do czasu wykonania badania lub izolowano

DNA bezposrednio po ich otrzymaniu, w ciaggu 48 h.

Ponadto do badan molekularnych pobrano 29 wymazéw ze srodowiska fermowego, po 2

letnim okresie kontumacji. Na terenie fermy od 2 lat nie byto norek.

Uzywano wymazowek stuzacych do pobierania probek z powierzchni nieozywionych

stosowane w badaniach przez Powiatowe Inspektoraty Weterynaryjne.

Startery. Do amplifikacji okreslonego fragmentu genu AMDV w PCR stosowano

swoiste dla konserwatywnego regionu genu startery, ktore opisano w kazdym etapie badania.

3.3. Metodyka badan serologicznych

Badania serologiczne wykonano metoda immunoelektroforezy przeciwpradowej (CIEP)
pozwalajacej na wykrycie w surowicy badanych norek fermowych przeciwciat swoistych dla
antygenu AMDV. Badania  wykonano w zelu agarowym, w polu dziataniu pola

elektrycznego.
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Krew pobrang do rurek hematokrytowych wirowano w zmodyfikowanej wirdéwce
hematokrytowej, w celu rozdziatu surowicy od pozostatych sktadnikéw krwi. Uzyskang
surowice przenoszono do studzienek w zelu agarowym (Ryc.1).

W celu oceny rzeczywistych wynikow konieczne byto kazdorazowo wykonanie kontroli
dodatniej i kontroli ujemnej testu CIEP. W kontroli dodatniej zamiast badanej surowicy do
zelu wprowadzono surowice zwierajgca swoiste przeciwciala, natomiast w kontroli ujemnej
surowice nie zawierajaca przeciwcial swoistych dla AMDV .

Jezeli w badanej surowicy wystepowaly swoiste przeciwciata wowczas obserwowano
precypitacj¢ powstajaca w wyniku reakcji antygenu z przeciwciatem. Odpowiednio
rozcienczony antygen umieszczano po stronie katody [elektrody (-)], a badang surowicg po
stronie anody [elektrody (+)]. Antygeny w odpowiednim buforze migruja zgodnie z
przeptywem pradu w stron¢ przeciwcial, przesuwajacych si¢ odwrotnie do kierunku
przeptywu pradu, dzigki wystepowaniu osmozy ( Ryc.2).

Buforem w ktorego $rodowisku odbywa si¢ elektroforeza jest zwykle roztwér TAE
jednostezony (1x) skladajacy sie z Tris (hydroksymetylaminometanu), EDTA (kwas
etylenodiaminotetraoctowy, kwas wersenowy) i kwasu octowego.

Zel agarowy przygotowano w 1,5 % stezeniu. Napiecie potrzebne do przeprowadzenia
reakcji wahato si¢ w zakresie od 80 do 120 V, za$ natezenie od 55 do 60 mA.
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Ryc. 1. Badanie serologiczne metodg CIEP — aplikowanie antygenu do studzienek w zelu
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3.4. Metodyka badan molekularnych

3.4.1. Izolacja genomowego DNA z narzadéw

W Laboratorium Diagnostyki Molekularnej Katedry Epizootiologii pobrano z probek
wycinki narzadéw w ilosci ok. 10 mg i rozdrabniano w mozdzierzu. Nast¢pnie przystgpowano
do izolacji materialu genetycznego z pobranych probek z uzyciem komercyjnego zestawu do
izolacji Genomic Mini (A&A Biotechnology, Gdynia, Poland). Zestaw ten byt przeznaczony

do izolacji genomowego DNA z bakterii, hodowli komoérkowych i tkanek statych.

Izolacja materialu genetycznego polegala na jego oczyszczeniu z tkanek poprzez ich lize z
udzialem m. in. Proteinazy K i uzyciu zt6z krzemionkowych bogatych w sole chalotropowe z
ktorymi kwas deoksyrybonukleinowy ma szczegolna zdolnos¢ wigzania. Badany material w
ilosci 15 mg przenoszono do probowek reakcyjnych, typu eppendorf. Do kazdej probdwki
dodawano po 100 ul buforu Tris, 50 pl uniwersalnego roztworu lizujacego LT oraz 20 ul
roztworu proteinazy K. Cato$¢ mieszano w wytrzasarce typu ,,vortex” i UMi€szczono w

termomikserze w temp. 50°C a nast¢pnie inkubowano do calkowitego strawienia tkanki.

Czas inkubacji wydtuzono, wg modyfikacji wtasnej, do ok. 20 godz. a nastegpnie
wymieszano probki i dodano 150 ul buforu LT zgodnie z zaleceniami producenta. Probki

mieszano w wytrzasarce przez 20 sek. i wirowano przez 10 min. przy 14,5 tys. RPM.

Nastepnie zebrany supernatant przenoszono na minikolumne do oczyszczania DNA ze
specjalnym ztozem krzemionkowym. Minikolumng¢ wirowano przez 1 min. przy 14,5 tys.

RPM w celu osadzenia si¢ DNA na ztozu.

Ztoze w kolumnie przemywano roztworem ptuczacym Al kazdorazowo wirujac przez 1
min. przy 14,5 tys. RPM. Przenoszono minikolumne¢ do nowej probowki 2 ml. i dodawano do
kolumny 400 pl roztworu pluczacego Al. Wirowano 2 min. przy 145 tys. RPM.
Minikolumne umieszczono w nowej probowce 1,5 ml. typu eppendorf i dodawano 200 pl

buforu Tris zgodnie z procedura.

Inkubowano probke przez 5 min. w temp. pokojowej a po inkubacji wirowano 1 min.
przy 14,5 tys. RPM. Ilo$¢ oczyszczonego DNA znajdujace si¢ w probdéwce 0znaczano
spektrofotometrycznie. lzolowane DNA przechowywano w temp. -20°C do czasu dalszych

analiz.
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3.4.2. 1zolacja genomowego DNA ze srodowiska fermy

Izolacja materiatu z wymazow ze $rodowiska fermy norek przebiegata w sposob opisany
uprzednio w rozdziale 3.4.1. Zamiast narzadow w proboéwce typu eppendorf umieszczono
wymaz z materialem pobranym z badanego srodowiska fermowy. Nastepnie inkubowano
zgodnie z uprzednim opisem. Po zakonczeniu inkubacji wymazow usuwano je z probowek, a

pozostate etapy izolacji genomowego DNA realizowano dalej wg opisu w rozdziale 3.4.1.

3.4.3. PCR, nested PCR, real-time PCR

3.4.3.1. Amplifikacja fragmentu genu VP2 AMDV w PCR

3.4.3.1.1. Amplifikacja fragmentu genu VP2 AMDV z narzadow

Zostata przeprowadzona w celu amplifikacji fragmentu genu VP2 AMDV wielkosci 680
par nukleotydéw. W sktad mieszaniny reakcyjnej oprocz 3 pl roztworu wyizolowanego DNA
wchodzit master mix w iloéci 25 pl (JumpStart™ REDTaq® ReadyMix™ Reaction Mix Sigma-

Aldrich) i woda uzupetiona do ilo$ci 50 pl mieszaniny.

Jako startery postuzyly sekwencje nukleotydéw opublikowane przez OIE I IN. (1996).
Sekwencje starterow byly nastepujace: AMDV-Gf 5'-CTT GTC ACG CTACTAGAATGG T-
3', AMDV-Gr 5-AGC TTA AGG TTA GTT TAC ATG GTT TAC T-3' (OIE i in. 1996).
Dodawano je w ilosci 0,2 ul kazdego (Tab. 3).

Tab. 3. Sktad mieszaniny reakcyjnej do PCR dla fragmentu genu VP2 AMDYV o di. 680

nukleotydow.

Skladnik Ho$¢ w ul
DNA 3
Starter AMDV-Gf 0,2
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Starter AMDV-Gr 0,2
Master Mix 25
woda do reakcji 21,6

PCR wykonano w termocyklerze Eppendorf. Lancuchowa reakcja polimerazy sktadata si¢

z denaturacji przebiegajacej w temp. 94°C,

trwajacej przez 2 min, 30 cykli na ktore

wchodzily denaturacja przebiegajaca w temp. 94°C, przez 30 sek., faza przytaczania starterow

przebiegajaca w temp. 70°C, przez 30 sek., faza wydtuzania starterOw przebiegajaca w temp.

72°C, przez 2 min. oraz faza koncowego wydhuzania starterow przebiegajaca w temp. 72°C,

przez 5 min (Tab. 4).

Tab. 4. Profil temperaturowy w PCR dla fragmentu genu VP2 AMDV

Etap PCR Czas trwania Temperatura
Denaturacja 2 min 94°C
Denaturacja 30s 94°C
Hartowanie 30s 70°C
Wydluzanie 2 min 72°C
Wydluzanie koncowe 5 min 72°C

3.4.3.1.2. Amplifikacja fragmentu genu VP2 AMDYV ze §rodowiska fermy

Uzyskany materiat z wymazéw pobranych ze

amerykanskich pododawano dalszym badaniom

rozdziale 3.4.1.

srodowiska

fermy norek

zgodnie z metodyka umieszczong W
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3.4.4. Amplifikacja fragmentu genu NS1 AMDYV z narzadow w nested PCR

W sktad mieszaniny reakcyjnej oprocz 1 ul DNA wchodzito: 2,5 ul buforu, 1 ul dNTP, 0,5
ul polimerazy i 18,5 ul wody znajdujacej si¢ w zestawie do odwrotnej reakcji tancuchowej
polimerazy (Enhanced Avian RT-PCR, Sigma-Aldrich). Dodano startery o sekwencjach
AMDV NS1 1R 5'-ATCACCACCTCCAG-3|, AMDV NS1 2R 5'-
GGTTGCTTTACTCCAGAAGA-3', AMDV NS1 1F 5-TACCACACTCTTCAGCCC-3' w
ilosci 0,5 ul kazdy. Sekwencje te stosowali REICHERT | KOSTRO, 2014 b. (Tab. 5.)

Proces amplifikacji w nested PCR sktadat si¢ z 2 oddzielnych reakcji. Pierwsza reakcja
sktadata si¢ z denaturacji przebiegajacej w temp. 94°C trwajacej przez 2 min, 34 cykli na
ktore wchodzity denaturacja przebiegajaca w temp. 94°C, przez 15 s, faza przytaczania
starterow przebiegajaca w temp. 54°C, przez 30 sek., faza wydtuzania startero6w przebiegajaca
w temp. 72°C, przez 1 min. oraz fazy koncowego wydluzania starterow przebiegajaca w
temp. 72°C, przez 5 min. Druga reakcja sktadata si¢ z denaturacji przebiegajacej w 94°C
trwajacej przez 2 min, 36 cykli, denaturacji przebiegajacej w 94°C przez 15 s, fazy
przylaczania starterow w temp. 62°C, przez 30 sek., fazy wydtuzania starterow w temp. 72°C,
przez 1 min. oraz fazy koncowego wydluzania starterow przebiegajaca w temp. 72°C, przez 5

min (Tab. 6 i 7). Caty proces amplifikacji wykonano w termocyklerze firmy Eppendorf.

Tab. 5. Sktad mieszaniny reakcyjnej w nested PCR

Sklad mieszaniny reakcyjnej

Skladnik los¢ w pl
DNA 1

bufor 2,5
dNTP 1
polimeraza 0,5
Starter AMDV NS1 1R 0,5
Starter AMDV NS1 2R 0,5
Starter AMDV NS1 1F 0,5
woda do reakcji 18,5
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Tab. 6. Profil temperaturowy w nested PCR (reakcja nr 1).

Etap PCR (reakcja nr 1) Czas trwania Temperatura Ilo$¢ powtorzen
Wstepna inkubacja 2 min 94°C 1
Denaturacja 15s 94°C 34
Hartowanie 30s 54°C
Wydluzanie 1 min 72°C
Wydluzanie konicowe 5 min 72°C 1

Tab. 7. Profil temperaturowy w nested PCR (reakcja nr 2).

Etap PCR (reakcja nr 2) Czas trwania Temperatura Ilo$¢ powtorzen

Wstepna inkubacja 2 min 94°C 1
Denaturacja 15s 94°C 36
Hartowanie 30s 62°C

Wydluzanie 1 min 72°C

3.4.5. Elektroforeza w zelu agarowym

Rozdzial produktow powstatych w wyniku reakcji PCR przeprowadzono w 2% zelu
agarowym, w buforze TAE z dodatkiem bromku etydyny o st¢zeniu koncowym 0,5 ug/ml,
przy napigciu 5V/cm zelu .

Na Zel nanoszono 12 ul DNA z dodatkiem obcigznika Loading Dye Solution, w stosunku
6:1. Elektroforeze prowadzono przez 30 min. pod w/w napieciem pradu (KOPCZEWSKI i in.

1991). Do oceny wielkoéci produktu uzywano markera GeneRuler™ 100 typ Ladder Plus
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(Fermentas. Do wizualizacji stosowano promienie UV. Wyniki elektroforezy zapisywano przy
uzyciu systemu do dokumentacji zeli GelDoc™ EQ (Bio-Rad. Hercules).

Zel ogladano w éwietle UV i archiwizowano przy uzyciu systemu do dokumentacji zeli
GelDoc firmy BioRad w obecnosci markera GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus firmy
Fermentas (uktadanie si¢ prazkow w zelu przy nastepujacych wielkosciach produktu: 100,
200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 i 1000 par zasad).

3.4.6. Amplifikacja fragmentu genu NS1 AMDV z narzadéw w real-time PCR

Metoda real-time PCR jest stosowana rzadziej w diagnostycznych badaniach
molekularnych (KozerA 1 RAPACZ 2013, PRIETO I in. 2014, TUBURSKI I in. 2008 ). W badaniu
uzyto komercyjny zestaw do detekcji wirusa choroby aleuckiej z firmy A&A Biotechnology,
Gdynia Poland. We wspotpracy z firma zaprojektowano sondg i startery dla najbardziej
konserwatywnych rejonéw genomu wirusa choroby aleuckiej norek (Ryc. 3).

Do oceny struktury genomu uzyto oprogramowania firmy CLC Bio. Wsréd kilku
mozliwo$ci wybrano sekwencje starterow i sonde, ktore spetniaty podstawowe zasady doboru
sekwencji przy real-time PCR tj. odpowiednia dlugo$¢ starterow, produktu czy temperatura
topnienia.

Uzyto nastepujacych sekwencji starterow: 165Fx 10 uM 5'-TAA CAG AAA CCA ACC
AAG GTAACG CA-3'oraz 165R2x 10 uM 5'-ATT GGG TTG GTTTGG TTG CTC TCC A-
3" i sond¢ 165xProbe 10 uM 5'-[6FAM] TCT AAA GCA ACY TGT AAY GAY GCA
GTT[BHQ1]-3.

W sktad mieszaniny reakcyjnej wchodzity takze Real Time 2x PCR Mix MAb Probe
(A&A Biotechnology, Gdynia Poland) w ilosci 10 pl oraz 7,8 pl wody. Uzyto wspomnianych
starterow 1 sondy po 0,4 pl . Dodano do mieszaniny reakcyjnej po 1 pl wyizolowanego DNA
(Tab. 8). Profil temperaturowy reakcji byt nastepujacy: 95°C przez 3 min, nastepnie 95°C
przez 15 sek. i 60°C przez 1 min w 45. powtorzeniach (Tab. 9). Kontrolg pozytywna byto
DNA plazmidowe z wklonowanym, amplifikowanym fragmentem AMDV o stezeniu 1x10%
kopii/ul (wielkos¢ DNA plazmidowego ok. 3 kpz).

Przygotowano standardowe rozcienczenie DNA. Wykonano seryjne 10-krotne

rozcienczenia kontroli pozytywnej. W tym celu przeniesiono po 18 pl 0,1% BSA do 7
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proboéwek reakcyjnych eppendorf. Do pierwszej proboéwki dodano 2 pl DNA kontroli
pozytywnej o stezeniu 10 kopii/l, wymieszano i otrzymano stezenie 10° kopii/l.

Nastepnie z tak przygotowanego roztworu przeniesiono 2 pl do probowki zawierajacej 18
ul 0,1% BSA, wymieszano i uzyskano stezenie 108 kopii/l. W analogiczny sposéob
przygotowano Kkolejne rozcienczenia. Wszystkie oznaczenia zarowno dla badanych prob jak i

standardu DNA wykonano w trzech powtdrzeniach.

Tab. 8. Sktad mieszaniny reakcyjnej w real-time PCR

Sklad mieszaniny reakcyjnej

Skladnik Hos¢ w ul
Badane DNA 1

Real Time 2x PCR Mix MADb Probe 10
Starter 165Fx 0,4
Starter 165R2x 0,4
Sonda 165xProbe 0,4

woda dejonizowana 7,8

Tab. 9. Profil temperaturowy w real-time PCR

Etap real-time PCR Czas trwania Ilosé

powtorzen
Wstepna inkubacja 3 min 95°C 1
Denaturacja 15s 95°C 45
Hartowanie 1 min 60°C
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Ryc. 3. Schematu genomu AMDV z okresleniem miejsc konserwatywnych

JNO40434

Conservation

4i1340031557|gbUNO40434.1|
0i1340031557|gbJNO40434.1|
i1283975428|gb|GU269892.1]
gil283975428|gbIGU269892.1]
gil282721752|gbIGU183265.1]
gil282721752|gbIGU183265.1]
gil282721750|gbIGU183264.1]
gil282721750|gb|GU183264.1]
i|262342360|gb|GU108232.1]
gi|808724|gb|M20036.1|MDPCGA
i|808724|gb|M20036.1|MDPCGA
gil808724|gbIM20036.1|MDPCGA
il262342356/gb|GUL0823 1.1

il 1592664]emb|X97629.1|

il 1592664]emb|X97629.1]

il 1592664]emb|X97629.1|
qi1488538|emb|Z18276.1]
gil488538|emb|Z18276.1]
gil488538|emb|Z18276.1]
gil452704|emb|X77083.1|

4il 1063677 |gb|U39013.1|AMU39013
qi1452597|emb|X77085.1]
gil254771202|gb|GQ336866.1]
gil254771202|gb|GQ336866.1|
gil4894650|gb|AF124791. 1|AF 124791
4i1331748|gbIM63044. 1| MDPMVT6
4i1331748|gbIM63044.1[MDPMVT6
il331752|gbIM32981.1|MDPUPS
gi|331752|gb|M32981.1|MDPUPS
gi1331739/gb|M63051.1|[MDPMV13
4i| 1063681|gb|U39015.1|AMU39015
qil L063681|gb|U39015.1|AMU39015
gil90288138|gbIDQ371395.1]
gil90288138|gb|DQ371395.1|
0i1349590757]gbJN202450.1|

qi| 1063679|gb|U39014.1|AMU39014
133174 1|gb|M63048.1|MDPMVT 10
gil331741|gb|M63048.1|[MDPMVTL0
qil L08794935|gb|DQ630719.1|

qil L08794941|gb|DQ630722.1|

qil 108794939|gbIDQ630721.1]
qil452708|emb|X77084.1|

qil 108794929|gb|DQ630716.1|

0il L08794927|gb|DQ630715.1|
gi|331749|gbIM63045. 1| MDPMVT7
gil331743|gb|M63050. 1[MDPMVT12
i1331751]gbIM63047.1|MDPMVTS
qil 108794933 |gbIDQ630718.1|

qil 108794931|gb|DQ630717.1|

0il L08794945|gb|DQ630724.1|
gi|331750|gbIM63046.1|MDPMVTS
gil L08794943|gb|DQ630723.1|
gi1331746/gbIM63042.1[MDPMVT4
i|186927208|gb|EU652448.1|

gi|186927214|gblEU652451.1|
gi|186927212|gb|EU652450.1]
gi|186927206|gb|EUE52447.1]

g
gil331740|gbIM63039.1[MDPMVTL
qil L08794937|gb|DQ630720.1|
gil40287934/gblAY428961.1]
4i1331747|gbIM63043.1|MDPMVTS
gil6468040|gb]AF205382. 1|AF205382
gil6468036|gblAF205380. L|AF 205380
gil6468038|gb|AF205381. 1|AF205381
gi|331744|gb|M63040.1[MDPMVT2
1166079180|gb|EU365362.1|
il 166079182|gb|EU365363.1]
0i1338224724|gb|HM623391.1|
0il338224704|gb|HM623381.1|
gi|186927224|gblEU652456.1]
i1260081767|gblGQ895125.1|
gil186927226|gblEU652457.1]
il260081755/gb|CQB95119.1|
qi1260081753|gb|CQ895118.1]
i1307547444|gb|CQIB1397.1|
i1260081761|gb|CQ895122.1|
gil338224696|gb|HM623377.1]
i1260081765/gb|CQB95124.1]
il260081751|gb|CQ895117.1|
91| 186927222|gb|EU652455.1]

-2000 -1000 1 1000 2 000
|
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JNO40434 -

Conservation |

qi|340031557|gbJNO40434.1] -
qi|340031557|gb[JND40434.1] -
i|283975428|gb|GU269892.1]
i|283975428|gb|GU269892.1] -
il282721752|gb|GU183265.1]
i|282721752|gb|GU183265.1] -
il282721750/gb|GU183264.1]
il282721750|gb|GU183264.1] -
qi|262342360|gb|GU108232.1]
gi|808724|gb|M20036.1|MDPCGA
gi|808724]gbIM20036.1|MDPCCA -
gi|808724]gb|M20036.1|MDPCCA -
il262342356/gblGU10823 11|
il 1592664/emb|X97629.1]
il 1592664/emb|X97629.1]
il 1592664/emb|X97629.1]
gil488538/emb|Z18276.1]
il488538|emb|Z18276.1]
gil488538/emb|Z18276.1] -
gil452704/emb|X77083.1]
qil1063677|gb|U39013.1|AMU39013
gil452597|emb|X77085.1]
qil254771202|gb|GO336866.1]
qil254771202|gb|GQ336866.1]
gil4894650]gb|AF124791. 1|AF124791
qi|3317481gb|M63044.1|MDPMVTE
gi|3317481gb|M63044.1|MDPMVTG
i|331752|gb|M32981.1|MDPUPS
i|331752|gb|M32981.1|MDPUPS
gil3317391gb|M6305 1.1|MDPMV13
qi[1063681|gh|U39015.1|AMU39015
qil L063681|gh|U39015.1|AMU39015
qil90288138|gh|DQ371395.1]
0i|90288138|gh|DQ371395.1]
qi| 349590757 ghIN202450.1]
il 1063679|gb|U39014.1|AMU39014
i|331741|gb|M63048.1|MDPMVT L0
gil331741|gb|M63048.1|MDPMVTLO
gil108794935|gh|DQ630719.1]
qi|108794941|gb|DQ630722.1]
qil108794939|gh|DQ63072 11|
gi|452708|emb|X77084.1]
qi|108794929|gb|DQ630716.1]
gil 108794927|gb|DQ630715.1]
qi1331749]gb|M63045.1|MDPMVT7
gi|331743|gb|M63050.1|MDPMVT12
qi1331751|gb|M63047.1|MDPMVTY
qi|108794933|gb|DQG30718.1]
qi|108794931|gb|DQG30717.1]
qi|108794945|gb|DQ630724.1]
qi|3317501gb|M63046.1|MDPMVT8
qi|108734943|gb|DOG30723.1]
qi1331746]gb|M63042.1|MDPMVT4
qi|186927208|gb|EUG52448.1|
qi|186927214|gb|EUE5245 1.1
gi| 186927212 |gb|EU652450.1]
qi|186927206|gb|EUE52447.1|
qi|186927216|gb|EUE52452.1
qi|186927210|gb|EU652449.1]
gil3317401gb|M63039.1|MDPMVT L
4il 108734937|gb|DOG30720.1]
gil40287934|gb|AY428961.1|
gil3317471gb|M63043.1|MDPMVTS
gil6468040]gb|AF205382. 1] AF205382
gil6468036]gb|AF205380.1]AF205380
gil6468038]gb|AF205381. 1] AF205381
4il3317441gb|M63040.1|MDPMVT2
qil166079180|gb|EU365362.1|
qil166079182|gb|EU365363.1|
qi|338224724|gb|HM62339 1.1
qil338224704|gb|HM6E2338 1.1
il 186927224|gb|EU652456.1]
qi|260081767|gh|GQ895125.1]
il 186927226|gb|EUE52457.1
qi|260081755|gh|GOB95119.1]
qil260081753|gh|GO895118.1]
ai|307547444|gb|GQ981397.1]
qi|260081761|gh|GQ895122.1]
qil338224696|gb|HM623377.1]
4il260081765|gh|GO895124.1]
qi|260081751|gh|GQB95117.1]
il 186927222 |gb|EU652455.1]
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JND40434

Conservation _

4i|260081713|gb|GQ895098.1|
qi|260081675|gb|CQ895079.1|
4i|260081671|gb|CQ895077.1|
gil338224722|gb|HME23390.1]
gi1338224720|gb|HME23389.1|
gi1338224702|gb|HME23380.1]
0i1338224698|gb|HM623378.1|
qi|260081771|gb|CQ895127.1|
4i|260081769]gb|CQ895126.1|
gi|260081759|gh|CQ895121.1|
gi|260081757|gb|GQ825120.1|
gi|260081677|gb|GQ825080.1|
4i|260081673|gh|GQ895078.1|
4i|260081763|gb|CQ895123.1|
gi|338224706|gb|HM623382.1|
gi|260081711|gh|CQ825097.1|
gi|260081709|gb|GQ825096.1|
gi|260081649|gh|GQ825066.1]
0i1338224776/gb|HME23418.1|
4i|260081661|gb|CQ895072.1|
4i|260081659|gb|CQ895071.1]
gi|260081657|gb|CQ825070.1|
il 26008165 1|gb|CQ895067.1]
gi1338224780|gb|HME23420.1|
0i1338224686/gb|HME23372.1|
i|260081773|gb|GQ895128.1|
gi|338224764|gb|HMG23412.1|
gil3382247 16/gb|HME23387.1|
gil3382247 14|gb|HMG23386.1]
gil338224708|gb|HME23383.1|
0i1338224688|gb|HME23373.1
0i1338224682|gb|HM623370.1]
gi|338224786/gb|HM623423.1|
gil338224762|gb|HME2341 11|

IN040434«
Conservation

gi|260081713|gb|CQ825098.1]
gi|260081675|gb|GQ825079.1|
4i|260081671|gb|CQ895077.1]
0i1338224722|gb|HM623390.1]
gi1338224720|gb|HME23389.1]
gi1338224702|gb|HME23380.1|
gil338224698|gb|HME23378.1|
i|260081771|gh|GQ895127.1|
4i|260081769|gb|CQ895126.1|
4i|260081759|gb|GO895121.1|
4il260081757|gb|CQ895120.1|
4i|260081677|gb|GQ825080.1|
gi|260081673|gh|CQ825078.1|
i|260081763|gh|GQ895123.1|
gi|338224706|gb|HM623382.1|
qi|260081711]gb|CQ895097.1|
4i|260081709]gb|CQ895096.1|
gi|260081649|gb|GQ825066.1|
gil338224776|gb|HME23418.1|
i|260081661|gh|GQ895072.1|
4i|260081659|gb|CQ895071.1|
4i|260081657|gb|CQ895070.1|
4i|260081651|gb|CQ895067.1]
gi1338224780|gb|HME23420.1|
gil338224686/gb|HME23372.1]
i|260081773|gh|GQ895128.1|
gi|338224764|gb|HM623412.1|
gi|338224716/gb|HM623387.1]
gil3382247 14|gb|HMG23386.1]
gi1338224708|gb|HME23383.1|
gil338224688|gb|HME23373.1]
gi1338224682|gb|HM623370.1|
gi|338224786|gb|HM623423.1|
gi|338224762|gb|HM623411.1|
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Ryc. 4. Przebieg reakcji w real-time PCR
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Tab. 10. Krzywa standardowa w real-time PCR

Krzywa standardowa

Tlo$¢ kopii Ct (dR) (treshold: 1639,114)
10° 14,64

108 18,42

107 21,74

108 25,20

10° 28,45

104 31,46

108 31,49

Kontrola ujemna brak
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Ryc. 5. Krzywa standardowa

Przebieg reakcji ilustruje ryc. 4. Wartosci krzywej standardowej dla tej reakcji

przedstawiono w tabeli 10 oraz na ryc. 5.

Uzyskane wyniki uznaje si¢ za prawidtowe jezeli: uzyskano Sygnaty dla wszystkich
rozcienczen standardu (w zakresie 103 109 kopii), wydajnos¢ reakcji dla standardu DNA (w
zakresie 103 1010 kopii) jest w przedziale 90- 110%, nie uzyskano sygnatu w kontroli
ujemnej (brak Ct).

Reakcje nalezy powtorzy¢ w przypadku gdy: nie uzyskano sygnatu dla wszystkich
analizowanych st¢zen standardu DNA (w zakresie 103 1010 kopii), wydajnos¢ reakcji
wyznaczona dla standardu DNA (w zakresie 103 1010 kopii) jest ponizej 90% lub wyzsza od
110%, uzyskano sygnat w kontroli ujemne;j reakcji.

Zestaw umozliwia wykrycie i analize¢ ilosciowa nie mniej niz 103 kopii amplifikowanego
fragmentu specyficznego DNA AMDV.

Uktad testowano w aparacie do Real Time PCR Mx3000P (Stratagene)
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3.4.7. Przygotowanie produktéw uzyskanych w PCR do sekwencjonowania

Produkty amplifikacji DNA AMDV otrzymane w PCR poddano oczyszczaniu przy
pomocy zestawu Clean-up firmy A&A Biotechnology, Gdynia, Polska, wg zalecen
producenta. Zestaw byt przeznaczony do oczyszczania DNA otrzymanego w reakcjach
enzymatycznych.

Skuteczno$¢ dziatania zestawu opierata si¢ na obecnosci soli chalotropowych i zt6z
krzemionkowych wigzacych DNA. W probowce typu eppendorf umieszczono 40 pl
uzyskanego produktu i dodano 200 pl roztworu G, calo$¢ intensywnie mieszano a nast¢pnie
odwirowano w celu usuniecia resztek roztworu z wieczka i Scianek probowki. Potem
mieszaning nanoszono na minikolumne do oczyszczania DNA i wirowano przez 30 sek. przy
14,5 tys. RPM. Minikolumne ptukano 600 pl roztworu ptuczacego Al i wirowano 30 sek.

Zgodnie z procedurg po wirowaniu usunigto przesgcz i czynno$¢ powtorzono. Po
ostatnim wirowaniu minikolumn¢ umieszczono w nowej probowce i dodano 50 pl bufor TE
w ilosci 1 inkubowano w temp. pokojowej przez 3 min. Nastgpnie probowke z ztozem
wirowano przez 1 min przy 14,5 tys. RPM po czym usunigto ztoze a uzyskany oczyszczony

DNA przekazano do dalszych analiz

3.4.8. Sekwencjonowanie

Oczyszczone produkty otrzymane metodg PCR poddano sekwencjonowaniu w Serwisie
Sekwencjonowania i Syntezy DNA Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk.
Do analizy filogenetycznej wynikow sekwencjonowania uzyskanych izolatow AMDV
uzyto metody ,,Neighbor-Joining” (SAITOU i NeI 1987). Diagram w postaci drzewa
filogenetycznego posiadat gatezi dlugos¢ 0.99212438. Przedstawiat on dystans ewolucyjny
analizowanych izolatow oraz odlegtosci pomigdzy nimi, w odpowiedniej skali.
Dystans réznic ewolucyjnych obliczano na podstawie metody Maximum Composite

Likelihood Figure (TAMURA i in. 2004).
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4. WYNIKI

4.1. Wyniki badania serologicznego

W celu wstepnej oceny sytuacji epizootycznej AMD, w krajowych stadach fermowych
norek amerykanskich wykonano badania serologiczne metoda CIEP. W pobranej surowicy
norek poszukiwano przeciwcial swoistych dla AMDV. W przypadku ich obecnosci, w zelu
agarowym stwierdza si¢ precypitacj¢, jako wyrazny opalizujagcym biaty tuk. Jej natezenie
zalezy m.in. od ste¢zenia antygendw, mian przeciwcial, temperatury, czasu reakcji i stezenia
elektrolitow. Brak precypitacji swiadczy o braku swoistych przeciwciat tj. wyniku ujemnym.

Metoda CIEP zbadano 1017 norek z w/w stad norek. Wyniki byly zréznicowane i
wyraznie pozostawaly w korelacji z prowadzonym wczeséniej programem monitorowania lub
zwalczania AMDV.

Do grupy | zaliczono stada amerykanskich norek z fermy H w ktorej zbadano 250, J- 24 ,
I- 120 norek. W stadzie norek z fermy H nie stwierdzono zadnej norki serologicznie
dodatniej, co prawdopodobnie miato zwigzek z realizowanym programem zwalczania
choroby aleuckiej norek. W stadach norek z fermy J i | takze nie wykryto seroreagentow,
bowiem norki zakupiono ze stada fermowych norek amerykanskich z Danii, gdzie byt
realizowany stale program zwalczania AMDV.

Do grupy Il zaliczono stado amerykanskich norek z fermy B, w ktorej program
zwalczania AMDV zostal wdrozony niedawno, a badania serologiczne stanowity jeden z
elementow programu. Pobrano krew od 229 norek (138 samic i 91 samcow) , u ktorych
wykazano obecnos¢ swoistych przeciwciat u 104 samic (75,4%) i 56 samcow (61,5%).

Grupe 11l stanowity dwa stada amerykanskich norek z ferm nie realizujgcych zadnego
programu zwalczania AMDV. W fermie G badano serologicznie 264 norki (219 samic i 45
samcow) a w fermie E 120 samic.

Obecnos¢ swoistych przeciwciat stwierdzono u 92,8% (92%samic i 98% samcoéw) oraz u

33,3% samic, odpowiednio (Tab. 11).
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Tab. 11. Wyniki badan serologicznych fermowych norek amerykanskich metoda CIEP, ze stad

fermowych (H, J, I, B, G, E) uszeregowanych w 3 grupy (Gr)

Stada Liczba Liczba pobranych | Wyniki pozytywne Wyniki pozytywne (%)
fermowe proébek od norek
norek
| H 5000 250 0 0
J 4800 24 0 0
| 2400 120 0 0
1 B 4580 229: 160: 69,8%:
138 samic 104 samic 75,4% samic
91 samcow 56 samcow 61,5% samcow
11 G 5280 264: 245: 92,8%:
219 samic 201 samic 92% samic
45 samcow 44 samcoOw 98% samcoOw
E 2400 120 samic 40 samic 33,3% samic
Suma 24460 1007 445 43,75%

4.2. Wyniki amplifikacji fragmentu genu VP2 AMDV z narzadéw w PCR i nested PCR

W celu wykrycia DNA AMDV przebadano 174 probki z narzadow amerykanskich norek.
Pochodzity one ze stad fermowych norek z okolic Olsztyna-A, Etku -B, Dziatdowa —C,
Suwalk - E, F, Gdanska -G, Malborka - H, Lipna — 1, Kalisza—J.

W wyborze probek planowano pobieraé¢ probki z narzadow bogatych w tkanke taczna,
wymagajace dlugiego macerowania 1 poddawane dziataniu czynnikdéw fizycznych tj. nerka
lub charakteryzujace si¢ wysokg zawartoscig enzymow tj. watroba, $ledziona, w ktorych
najczesciej stwierdza sie obecnos¢ AMDV (FARID 2013, JENSEN i in. 2014, KNUUTTILA i in.
2009 b).
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Uwzgledniajac jednak wyniki badan JENSEN 1 in. (2011) oraz wstgpne wyniki badan
wlasnych pobierano probki ze $ledziony, z ktorej w/w badacze izolowali najwigkszej ilosci

materialu genetycznego AMDV.
Izolacje materiatu genetycznego wykonano zgodnie z opisem w rozdziale 3.5.1.1
Do wykrywania w 37 probkach fragmentu genu AMDYV VP2 zastosowano PCR (Ryc. 6).
Nastepnie wybrane losowo probki z w/w badano stosujac nested PCR.

W badaniu w PCR wykryto obecnos¢ fragmentu genu AMDV w 4 z 37 narzadow norek.

Ryc. 6. Wizualizacja produktéw PCR na zelu agarozowym. Sciezki: M - marker wielko$ci
GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus (Fermentas), KO - kontrola zerowa, K+ - kontrola
dodatnia, 1 — 13 - badane probki, cze¢$¢ z 37 badanych probek narzadow

MKOK+ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Sciezki: M - marker wielko$ci GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus (Fermentas), KO - kontrola ujemna,

K+ - kontrola dodatnia, nr1—13 ( nr badanych probek narzadéw norek)
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Tab. 12. Wyniki amplifikacji genu AMDYV z narzadow, w PCR, nested-PCR i real-time PCR
(pozytywny- wynik dodatni, negatywny- wynik ujemny, nb- nie badano, b-brak materiatu)

1 Sledziona pozytywny nb pozytywny
2 Watroba pozytywny nb nb

3 Nerka pozytywny nb pozytywny
4 Phluca pozytywny nb pozytywny
5 Sledziona ujemny nb nb

6 Watroba ujemny nb nb

7 Nerka ujemny nb b

8 Ptuco ujemny nb nb

9 Sledziona ujemny nb nb

10 Watroba ujemny nb nb

11 Nerka ujemny nb nb

12 Ptuca ujemny nb nb

13 Sledziona ujemny nb nb

14 Watroba ujemny nb b

15 Nerka ujemny nb b

16 Ptuca ujemny nb nb

17 Sledziona pozytywny nb nb
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18 Watroba pozytywny nb nb
19 Nerka pozytywny nb b

20 Phuca pozytywny nb b

21 Watroba ujemny nb nb
22 Sledziona ujemny nb nb
23 Nerka ujemny nb nb
24 Sledziona ujemny nb nb
25 Watroba ujemny nb nb
26 Nerka ujemny nb nb
27 Watroba ujemny nb nb
28 Nerka ujemny nb nb
29 Sledziona ujemny nb nb
30 Nerka ujemny nb nb
31 Watroba ujemny nb nb
32 Sledziona ujemny nb nb
33 Sledziona ujemny nb nb
34 Sledziona ujemny nb nb
35 Sledziona ujemny nb nb
36 Sledziona ujemny nb nb
37 Sledziona ujemny nb nb
38 Sledziona ujemny nb nb
39 Sledziona ujemny nb nb
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40 Sledziona ujemny nb nb
41 Sledziona ujemny nb nb
42 Sledziona ujemny nb nb
43 Sledziona ujemny nb nb
44 Sledziona ujemny nb nb
45 Sledziona ujemny nb nb
46 Sledziona ujemny nb nb
47 Sledziona ujemny nb nb
48 Sledziona ujemny nb nb
49 Sledziona ujemny nb nb
50 Sledziona ujemny nb nb
51 Sledziona ujemny nb nb
52 Sledziona ujemny nb nb
53 Sledziona ujemny nb nb
54 Sledziona ujemny nb nb
55 Sledziona ujemny nb nb
56 Sledziona ujemny nb nb
57 Sledziona ujemny nb nb
58 Sledziona ujemny nb nb
59 Sledziona ujemny ujemny nb
60 Sledziona ujemny ujemny nb
61 Sledziona ujemny ujemny nb
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62 Sledziona ujemny ujemny nb
63 Sledziona pozytywny nb pozytywny
64 Sledziona ujemny ujemny nb
65 Sledziona pozytywny nb pozytywny
66 Sledziona ujemny ujemny nb
67 Sledziona pozytywny nb pozytywny
68 Sledziona ujemny ujemny nb
69 Sledziona ujemny ujemny nb
70 Sledziona ujemny ujemny nb
71 Sledziona ujemny ujemny nb
72 Sledziona ujemny ujemny nb
73 Sledziona ujemny ujemny nb
74 Sledziona ujemny ujemny nb
75 Sledziona ujemny ujemny nb
76 Sledziona ujemny ujemny nb
77 Sledziona ujemny ujemny nb
78 Sledziona ujemny ujemny nb
79 Sledziona ujemny ujemny nb
80 Sledziona ujemny ujemny nb
81 Sledziona ujemny ujemny nb
82 Sledziona pozytywny nb pozytywny
83 Sledziona pozytywny nb pozytywny
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84 Sledziona ujemny pozytywny pozytywny
85 Sledziona pozytywny nb pozytywny
86 Sledziona pozytywny nb pozytywny
87 Sledziona ujemny pozytywny pozytywny
88 Sledziona ujemny pozytywny pozytywny
89 Sledziona ujemny ujemny pozytywny
90 Sledziona ujemny pozytywny pozytywny
91 Sledziona ujemny pozytywny pozytywny
92 Sledziona pozytywny nb pozytywny
93 Sledziona pozytywny nb pozytywny
94 Sledziona ujemny pozytywny pozytywny
95 Sledziona pozytywny nb pozytywny
96 Sledziona pozytywny nb pozytywny
97 Sledziona pozytywny nb pozytywny
98 Sledziona ujemny pozytywny pozytywny
99 Sledziona pozytywny nb pozytywny
100 Sledziona pozytywny nb pozytywny
101 Sledziona pozytywny nb pozytywny
102 Sledziona pozytywny nb pozytywny
103 Sledziona pozytywny nb pozytywny
104 Sledziona pozytywny nb pozytywny
105 Sledziona nb pozytywny pozytywny
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106 Sledziona nb nb pozytywny
107 Sledziona nb pozytywny pozytywny
108 Sledziona pozytywny nb pozytywny
109 Sledziona pozytywny nb b

110 Sledziona pozytywny nb b

111 Sledziona ujemny nb nb

112 Sledziona ujemny nb nb

113 Sledziona ujemny nb nb

114 Sledziona pozytywny nb b

115 Sledziona pozytywny nb b

116 Sledziona pozytywny nb b

117 Sledziona nb pozytywny pozytywny
118 Sledziona pozytywny nb b

119 Sledziona nb pozytywny pozytywny
120 Sledziona pozytywny nb b

121 Sledziona nb pozytywny nb

122 Sledziona pozytywny nb b

123 Sledziona nb pozytywny pozytywny
124 Sledziona pozytywny nb b

125 Sledziona pozytywny nb b

126 Sledziona nb pozytywny b

127 Sledziona nb pozytywny b
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128 Sledziona nb pozytywny b
129 Sledziona nb pozytywny b
130 Sledziona nb pozytywny b
131 Sledziona nb pozytywny b
132 Sledziona nb pozytywny b
133 Sledziona nb pozytywny b
134 Sledziona nb pozytywny b
135 Sledziona nb pozytywny b
136 Sledziona nb pozytywny nb
137 Sledziona nb pozytywny nb
138 Sledziona nb pozytywny nb
139 Sledziona nb pozytywny nb
140 Sledziona nb pozytywny nb
141 Sledziona nb pozytywny nb
142 Sledziona nb pozytywny nb
143 Sledziona nb pozytywny nb
144 Sledziona nb pozytywny nb
145 Sledziona nb pozytywny nb
146 Sledziona nb pozytywny nb
147 Sledziona nb pozytywny nb
148 Sledziona nb pozytywny nb
149 Sledziona nb pozytywny nb
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150 Sledziona nb ujemny nb
151 Sledziona nb ujemny nb
152 Sledziona nb ujemny nb
153 Sledziona nb ujemny nb
154 Sledziona nb nb nb
155 Sledziona nb nb nb
156 Sledziona nb nb nb
157 Sledziona nb nb nb
158 Sledziona nb nb nb
159 Sledziona nb nb nb
160 Sledziona nb nb nb
161 Sledziona nb nb nb
162 Sledziona nb nb nb
163 Sledziona nb nb nb
164 Sledziona nb nb nb
165 Sledziona nb nb nb
166 Sledziona nb nb nb
167 Sledziona nb nb nb
168 Sledziona nb nb nb
169 Sledziona nb nb nb
170 Sledziona nb nb nb
171 Sledziona nb nb nb
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172 Sledziona J nb nb nb

173 Sledziona J nb nb nb

174 Sledziona J nb nb nb

4.3. Wyniki amplifikacji fragmentu genu VP2 AMDV ze §rodowiska w PCR

W tab. 13 wyszczegolniono miejsca w srodowisku fermy norek tj. sprzet, klatki,
konstrukcje pawilonow, chtodnie, budynek obstugi, ziemig itp., z ktorych pobierano wymazy.
Srodowisko fermy byto po 2 letniej kontaminacji i kilkakrotnym odkazaniu catego

srodowiska fermy przez profesjonalng zagraniczng firme.

W badanych wymazach nie wykryto materiatu genetycznego AMDV (ryc. 7, 8).

Tab. 13. Wyniki amplifikacji fragmentu genu VP2 AMDYV z wymazéw $rodowiska w PCR

Oznaczenie probki Wynik badania wymazow
metoda PCR
1 F1 - Klatka 1 ujemny
2 F1 - Klatka 2 ujemny
3 F1 - Klatka 3 ujemny
4 F1 - Klatka 4 ujemny
5 F1 - Wkiad 1 ujemny
6 F1 - Wkiad 2 ujemny
7 F1 - Wkiad 3 ujemny
8 F1 - Wykotnik 3 ujemny
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9 F1- Pawilon 2, betonowa droga | ujemny
10 | F1- Wykotnik 4 ujemny
11 | F1-Ziemia P3 ujemny
12 | F1- Ziemia P4 ujemny
13 | F1 - Pawilon 3, Konstrukcja ujemny
14 | F2 - Klatka 1 ujemny
15 | F2 - Klatka 2 ujemny
16 | F2 Klatka 3 ujemny
17 | F2 -Wykotnik 2 ujemny
18 | F2 -Wykotnik 3 ujemny
19 | Traktor 1 ujemny
20 | Traktor 2 ujemny
21 | F1 -Pawilon 2, konstrukcja ujemny
22 | Budynek ujemny
23 | Widlak ujemny
24 | Chlodnia ujemny
25 | Karmiarka 1 ujemny
26 | Karmiarka 2 ujemny
27 | F2 - Wykotnik 1 ujemny
28 | Wkiad Plastikowy 1 ujemny
29 | Wkiad Plastikowy 2 ujemny
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Ryc. 7. Rozdziat elektroforetyczny w 2% zelu agarowym produktéw amplifikacji w PCR

MK+ KO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sciezki: M - marker wielko$ci GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus (Fermentas), KO - kontrola ujemna,
K+ - kontrola dodatnia ~ nrl — 12 - badane probki.

Ryc. 8. Rozdziat elektroforetyczny w 2% zelu agarowym produktéw amplifikacji w PCR

M K+KO 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Sciezki: M - marker wielko$ci GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus (Fermentas), , KO - kontrola ujemna,
K+ - kontrola dodatnia, , nr 13 — 29 - badane probki.
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4.4. Wyniki amplifikacji fragmentu genu NS1 AMDV z narzadéw w real-time PCR

Real-time PCR przeprowadzono w termocyklerze Mx3000P (Stratagene) z
wykorzystaniem sondy TagMan znakowanej FAM. Kontrol¢ pozytywna stanowito DNA
plazmidowe z wklonowanym amplifikowanym fragmentem o stezeniu 1x10M kopii/pl.
Wielkos¢ DNA plazmidowego wynosita ok. 3 kpz. Rozcienczenia DNA wykonano w 0,1%
BSA. Wszystkie oznaczenia wykonano w trzech powtérzeniach. Poziom oznaczalno$ci na
podstawie rozciefczen standardu wynosit przynajmniej 1 x 103 kopii amplifikowanego genu.
Wydajnos¢ reakcji wyznaczona dla kontroli pozytywnej, dla wynikéw usrednionych z trzech

powtorzen, w zakresie stezen 1 x 10° — 1 x 10 kopii/ul wyniosta 91,3%.

Wyniki badan w real-time PCR byly bardzo interesujace. Zbadano tag metoda 61 probek
$ledziony norek fermowych, uprzednio badanych metoda PCR. DNA AMDV wykryto w 40
probkach, w tym w 7 §ledzionach wynik w klasycznym PCR byt ujemny (Tab14).

Tab. 14. Wyniki wykrywania DNA AMDV w narzadach norek fermowych w real-time PCR

Rodzaj badanego | Ct (dR) Cykl Quantity (copies) Ilos¢ kopii

materialu progowy
1. Standard No Ct No Ct
2 Standard 33,59 1,00E+003
3 Standard 30,09 1,00E+004
4 Standard 26,87 1,00E+005
5 Standard 23,31 1,00E+006
6 Standard 19,84 1,00E+007
7 Standard 16,1 1,00E+008
8 FAM Negative No Ct No Ct
Control
9 59 sledziona No Ct No Ct
10 60 sledziona No Ct No Ct
11 61 sledziona No Ct No Ct
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12 62 $ledziona No Ct No Ct
13 64 $ledziona No Ct No Ct
14 66 $ledziona No Ct No Ct
15 68 $ledziona No Ct No Ct
16 69 | $ledziona No Ct No Ct
17 70 | sledziona No Ct No Ct
18 71 $ledziona No Ct No Ct
19 72 $ledziona No Ct No Ct
20 73 $ledziona No Ct No Ct
21 74 | $ledziona No Ct No Ct
22 75 | $ledziona No Ct No Ct
23 76 | $ledziona No Ct No Ct
24 77 | $ledziona No Ct No Ct
25 78 | $ledziona No Ct No Ct
26 79 | $ledziona No Ct No Ct
27 80 $ledziona No Ct No Ct
28 81 $ledziona No Ct No Ct
29 84 $ledziona 32,99 1,56E+003
30 87 $ledziona 33,31 1,27E+003
31 88 $ledziona 29,87 1,24E+004
32 89 $ledziona No Ct No Ct
33 90 | sledziona 29,25 1,86E+004
34 91 | §ledziona 28,97 2,24E+004
35 94 $ledziona 26,96 8,45E+004
36 98 | $ledziona 31,76 3,53E+003
37 105 | $ledziona 30,2 9,93E+003
38 107 | $ledziona 26,32 1,29E+005
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39 117 | $ledziona 34,23 6,90E+002
40 119 | $ledziona 32,75 1,83E+003
41 121 | $ledziona 29,03 2,15E+004
42 123 | $ledziona 26,3 1,30E+005
43 150 | sledziona No Ct No Ct

44 151 | $ledziona No Ct No Ct

45 152 | $ledziona No Ct No Ct

46 153 | sledziona No Ct No Ct

47 126 | $ledziona 33,86 8,82E+002
48 127 | $ledziona 22,34 1,80E+006
49 128 | sledziona 35,01 4,11E+002
50 129 | $ledziona 32,29 2,49E+003
51 130 | $ledziona 26,37 1,25E+005
52 131 | $ledziona 23,13 1,07E+006
53 132 | $ledziona 21,36 3,43E+006
54 133 | $ledziona 21,21 3,80E+006
55 134 | $ledziona 21,83 2,51E+006
56 135 | $ledziona 34,94 4 29E+002
57 136 | sledziona 32,1 2,81E+003
58 137 | $ledziona 33,76 9,41E+002
59 138 | $ledziona 23,18 1,03E+006
60 139 | $ledziona 24,88 3,36E+005
61 140 | $ledziona 32,74 1,85E+003
62 141 | §ledziona 23,2 1,02E+006
63 142 | §ledziona 25,79 1,83E+005
64 143 | $ledziona 32,39 2,33E+003
65 144 | §ledziona 27,04 8,04E+004
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66 145 | $ledziona 31,37 4,56E+003
67 146 | $ledziona 25,35 2,45E+005
68 147 | $ledziona 22,48 1,64E+006
69 148 | $ledziona 29,47 1,61E+004
70 149 | sledziona 31,05 5,65E+003

4.5. Wyniki sekwencjonowania fragmentu genu VP2 AMDV w PCR

Do analizy wynikéw sekwencjonowania wykorzystano oprogramowanie BLASTN,
przeszukano bazy sekwencji GenBank + EMBL + DDBJ + PDB. Do analizy sekwencji
nukleotydowych wykorzystano oprogramowanie BioEdit 7.1.9 i MEGAS 5.2.1. Obliczenia
wykonano metodg Clustal W ( TAMURA i in. 2011).

W PCR z badaniach narzadow krajowych stad fermowych norek amerykanskich
uzyskano 11 sekwencji nukleotydowych genu VP2, kodujacego biatko kapsydu AMDV o
dhugos$ci 672 par zasad. Wszystkie wykryte 11 izolaty to nowe sekwencje genu VP2 AMDV.

Aby okresli¢c stopien podobienstwa filogenetycznego uzyskanych w PCR izolatow
fragmentu genu VP2 AMDV poréwnano je z wybranymi sekwencjami genow AMDV
pobranymi z wczesniej opublikowanych w GenBanku.

Analizowano 18 sekwencji o dlugosci 643 par zasad 0 najwigkszym  stopniu
podobienstwa. Analizowano ponadto izolaty: ADV-Utah 1 VP2 gene USA, ADV-TR VP2
gene USA, ADV-AMDVD-G cg USA, ADV-Pullman VP2 gene USA, ADV-Far East VP 2
gene Russia, ADV-LN2 VP2 gene China oraz Minute virus of mice cg. Pominigto istniejagce W
sekwencji luki.

Na ryc. 9 przedstawiono drzewo filogenetyczne wykrytych izolatow fragmentu genu VP2
AMDV, w krajowych stadach amerykanskich norek fermowych, w stosunku do
wygenerowanych izolatow z bazy GenBanku

Procentowe podobienstwo sekwencji nukleotydowych poszczegolnych izolatow do
sekwencji wygenerowanych z GenBanku przedstawiono w tab. 15.

Wykazano najwigkszy tj. 97,9 % stopien podobienstwa izolatow AMDV ADV 99, 101,
97, 96, 86, 82, 93, 100, 63, 65 w stosunku do ADV-Utah 1 VP2 gene USA.
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Rownie wysokie 97,1% oraz 96,72% ich podobienstwo wykazano wobec Far East VP 2
gene Russia oraz ADV-LN2 VP2 gene China.

Mniejsze podobienstwo wykazywat izolat AMDV ADV 67 w stosunku do wszystkich
wygenerowanych izolatow. W stosunku do ADV-Utah 1 VP2 gene USA, Far East VP 2 gene
Russia oraz ADV-LN2 VP2 gene China wynosito ono odpowiednio 96,4; 95; 38; 95; 23%.

Na ryc. 10, 11 poréwnano wykryte sekwencje fragmentow genu VP2 ADV (AMDV), w
krajowych stadach fermowych norek amerykanskich, w stosunku do wzorcowego wirusa
ADV cg.

Nazwy wykrytych izolatow oraz numery ich zgloszenia do GenBank przedstawiono w
tab. 16.

Sekwencje nukleotydowe izolatow ADV zgloszonych i umieszczonych w GenBanku

ilustruje tab. 17.

Ryc. 9. Drzewo filogenetyczne, wykrytych izolatow fragmentu genu VP2 AMDV (ADV) w

krajowych stadach fermowych norek amerykanskich, wobec izolatoéw z GenBanku

KT203360.1] AMDY ADY 93 Poland
KT203361.1] AMDY ADY 96 Poland
KT203359.1] AMDY ADY 86 Poland
KT203358.1] AMDY ADY 82 Poland
KT203362.1] AMDY ADY 97 Poland
KT203363.1] AMDY ADY 99 Poland
KT203365.1] AMDY ADY 101 Poland
KT203364.1] AMDY ADY 100 Poland
KT203355.1] AMDY ADY B3 Poland
KT203356.1| AMDY ADY B5 Poland
AY428961.1| ADV-Far East VP2 gene Russia
U39015.1 ADV-Utah 1 VP2 gene USA
GU183265.1| ADV-LN2 VP2 gene China

U39014.1 ADV- Pullman VP2 gene USA

\\ U39013.1 ADV-TR VP2 gene USA

M20036.1| ADV- AMDVD-G cg USA
KT203357 1| AMDY ADY B7 Poland
J02275.1|Minute virus of mice cg

01
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Tab.15. Procentowe podobienstwo wykrytych sekwencji nukleotydowych AMDV ADV w

krajowych stadach fermowych norek amerykanskich, w stosunku do sekwencji AMDV

wygenerowanych z GenBanku

67

AMDV-ADV | lzolat ADV- ADV- ADV- ADV- ADV- ADV-
99,101,97, AMDV Utah TR VP2 | AMDV | Pullman Far East | LN2
86,82,93, ADV 67 VP2 gene D-Gcg VP2 gene | VP 2 | VP2
6 gene USA USA USA gene gene
100,63,65 USA Russia China
AMDV-ADV 100 95,7 97,9 94,19 94,04 94,5 97,1 96,72
99,101,97,86,82,93,10
0,63,65
Izolat AMDV ADV 95,7 100 96,4 93,63 93,19 93,19 95,38 95,23
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Ryc. 10. Poréwnanie wykrytych sekwencji nukleotydowych ADV(AMDYV), w krajowych

stadach fermowych norek amerykanskich , w stosunku do wzorcowego wirusa ADV cg
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Ryc. 11. Porownanie wykrytych sekwencji nukleotydowych ADV (AMDV), w krajowych

stadach fermowych norek amerykanskich, w stosunku do wzorcowego wirusa ADV cg
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Tab. 16. Opis izolatow ADV (AMDV) wykrytych w krajowych stadach fermowych norek

amerykanskich, ktére zgtoszono i umieszczono w GenBanku

Lp.  Szczep wirusa Data Pochodzenie Locus Autorzy
sekwencjo- GenBank
nowania
1 ADV_63_Poland 24/07/2015 Polska KT203355 Siemionek J., Wawro
M., Szczerba-Turek A.
2 ADV_65_Poland 24/07/2015 Polska KT203356 Siemionek J., Wawro
M., Szczerba-Turek A.
3 ADV_67_Poland 24/07/2015 Polska KT203357 Siemionek J., Wawro
M., Szczerba-Turek A.
4 ADV_82 Poland 24/07/2015 Polska KT203358 Siemionek J., Wawro
M., Szczerba-Turek A.
5 ADV_86_Poland 24/07/2015 Polska KT203359 Siemionek J., Wawro
M., Szczerba-Turek A.
6 ADV_93 Poland 24/07/2015 Polska KT203360 Siemionek J., Wawro
M., Szczerba-Turek A.
7 ADV_96 Poland 24/07/2015 Polska KT203361 Siemionek J., Wawro
M., Szczerba-Turek A.
8 ADV_97 Poland 24/07/2015 Polska KT203362 Siemionek J., Wawro
M., Szczerba-Turek A.
9 ADV_99 Poland 24/07/2015 Polska KT203363 Siemionek J., Wawro
M., Szczerba-Turek A.
10 ADV_100_Poland 24/07/2015 Polska KT203364 Siemionek J., Wawro
e M., Szczerba-Turek A.
unverified

11 ADV_101_Poland 24/07/2015 Polska KT203365 Siemionek J., Wawro
M., Szczerba-Turek A.
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Tab. 17. Stwierdzone sekwencje nukleotydowe izolatow ADV (AMDV), wykryte w

krajowych stadach fermowych norek amerykanskich, umieszczone w GenBanku

Izolat ADV-63

TACTAGAATGGTACACATCAACCAAG--CTGACACAGATGAATACTTAATATTTAATGCT

GGTAGAACTACTGATACCAAAACAGCTCAAAAAAAACTAAACTTAGAATTTTTTGTATAT

GATGATTTTCACCAACAAGTAATGACACCTTGGTTTCTGGTAGATAGCAACGCTTGGGGT

GTGTGGATGAGTCCCAAAGACTTTCAACAAATGAAAACACTATGTAGTGAAATTAGTTTG

GTTACTTTAGAACAAGAAATAGACAATGTAACCATAAAGACTGTAACAGAAACCAACCAA

GGTAACGCATCCACCAAGCAATTCAACAATGACTTAACTGCGTCGTTACAGGTTGCTTTA

GATACTAACAACATACTGCCATATACTCCAGCTGCGCCGTTGGGGGAAACACTGGGCTTT

GTTCCTTGGAGAGCAACCAAACCAACCCAATATAGGTATTATCATCCATGTTACATTTAC

AACAGATATCCTAACATTCAAAAGATGGGGCAGGAGCAATTAGAATGGACTGGTACACAA

GATGATTATCTGAGTGTGGATGAACAGTACTTTAACTTTATCACTATAGAGAACAACATA

CCTATTAACATTCTCAGAACAGGAGATAACTTTCATACAGGCT-TATATGAGTTTAAAAG

TAAACCATGTAAACT

Izolat ADV-65

TACTAGAATGGTACACATCAACCAAG--CTGACACAGATGAATACTTAATATTTAATGCT

GGTAGAACTACTGATACCAAAACAGCTCAAAAAAAACTAAACTTAGAATTTTTTGTATAT

GATGATTTTCACCAACAAGTAATGACACCTTGGTTTCTGGTAGATAGCAACGCTTGGGGT

GTGTGGATGAGTCCCAAAGACTTTCAACAAATGAAAACACTATGTAGTGAAATTAGTTTG

GTTACTTTAGAACAAGAAATAGACAATGTAACCATAAAGACTGTAACAGAAACCAACCAA

GGTAACGCATCCACCAAGCAATTCAACAATGACTTAACTGCGTCGTTACAGGTTGCTTTA

GATACTAACAACATACTGCCATATACTCCAGCTGCGCCGTTGGGGGAAACACTGGGCTTT

GTTCCTTGGAGAGCAACCAAACCAACCCAATATAGGTATTATCATCCATGTTACATTTAC

AACAGATATCCTAACATTCAAAAGATGGGGCAGGGGCAATTAGAATGGACTGGTACACAA

GATGATTATCTGAGTGTGGATGAACAGTACTTTAACTTTATCACTATAGAGAACAACATA

CCTATTAACATTCTCAGAACAGGAGATAACTTTCATACAGGCT-TATATGAGTTTAAAAG

TAAACCATGTAAACT

65



Izolat ADV-67

TACTAGAATGGTGCACATTAACCAAG--CTGACACAGATGAATACTTGATATTTAATGCT

GGTAGAACTACTGATACCAAAACAACTCAAAAAAAACTAAACTTAGAATTTTTTGTATAT

GATGATTTTCACCAACAAGTAATGACACCTTGGTTTTTGGTAGATAGCAACGCTTGGGGT

GTGTGGATGAGTCCTAAAGACTTTCAACAAATGAAAACACTGTGTAGTGAGATTAGTTTA

GTTACTTTAGAACAAGAAATAGACAATGTAACCATAAAAACTGTAACAGAAACCAACCAA

GGTAACGCATCTACAAAGCAATATAACAATGACTTAACTGCGTCATTACAGGTTGCTTTA

GATACTAACAACATACTGCCATATACTCCAGCTGCGCCGTTGGGGGAAACACTGGGCTTT

GTTCCTTGGAGAGCAACCAAACCAACCCAATATAGGTATTATCATCCATGTTACATTTAC

AACAGATACCCTAACATTCAAAAGACGGGGGAGACGCAATTGGAATGGACTGGTACACAA

GATGATTACCTGAGTGTGGATGAGCAGTACTTTAACTTTATCACTATAGAGAACAACATA

CCTATTAACATTCTCAGAACGGGAGATAACTTTCACTCAGGCC-TATATGAGTTTAAAAG

TAAACCATGTAAACT

Izolat ADV-82

TACTAGAATGGTACACATCAACCAAG--CTGACACAGATGAATACTTAATATTTAATGCT

GGTAGAACTACTGATACCAAAACAGCTCAAAAAAAACTAAACTTAGAATTTTTTGTATAT

GATGATTTTCACCAACAAGTAATGACACCTTGGTTTCTGGTAGATAGCAACGCTTGGGGT

GTGTGGATGAGTCCCAAAGACTTTCAACAAATGAAAACACTATGTAGTGAAATTACTTTG

GTTACTTTAGAACAAGAAATAGACAATGTAACCATAAAGACTGTAACAGAAACCAACCAA

GGTAACGCATCCACCAAGCAATTCAACAATGACTTAACTGCGTCGTTACAGGTTGCTTTA

GATACTAACAACATACTGCCATATACTCCAGCTGCGCCGTTGGGGGAAACATTGGGCTTT

GTTCCTTGGAGAGCAACCAAACCAACCCAATATAGGTATTATCATCCATGTTACATTTAC

AACAGATATCCTAACATTCAAAAGATGGGGCAGGAGCAATTAGAATGGACTGGTACACAA

GATGATTATCTGAGTGTGGATGAACAGTACTTTAACTTTATCACTATAGAGAACAACATA

CCTATTAACATTCTCAGAACAGGAGATAACTTTCATACAGGCT-TATATGAGTTTAAAAG

TAAACCATGTAAACT
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Izolat ADV-86

TACTAGAATGGTACACATCAACCAAG--CTGACACAGATGAATACTTAATATTTAATGCT

GGTAGAACTACTGATACCAAAACAGCTCAAAAAAAACTAAACTTAGAATTTTTTGTATAT

GATGATTTTCACCAACAAGTAATGACACCTTGGTTTCTGGTAGATAGCAACGCTTGGGGT

GTGTGGATGAGTCCCAAAGACTTTCAACAAATGAAAACACTATGTAGTGAAATTACTTTG

GTTACTTTAGAACAAGAAATAGACAATGTAACCATAAAGACTGTAACAGAAACCAACCAA

GGTAACGCATCCACCAAGCAATTCAACAATGACTTAACTGCGTCGTTACAGGTTGCTTTA

GATACTAACAACATACTGCCATATACTCCAGCTGCGCCGTTGGGGGAAACATTGGGCTTT

GTTCCTTGGAGAGCAACCAAACCAACCCAATATAGGTATTATCATCCATGTTACATTTAC

AACAGATATCCTAACATTCAAAAGATGGGGCAGGAGCAATTAGAATGGACTGGTACACAA

GATGATTATCTGAGTGTGGATGAACAGTACTTTAACTTTATCACTATAGAGAACAACATA

CCTATTAACATTCTCAGAACAGGAGATAACTTTCATACAGGCT-TATATGAGTTTAAAAG

TAAACCATGTAAACT

Izolat ADV-93

TACTAGAATGGTACACATCAACCAAG--CTGACACAGATGAATACTTAATATTTAATGCT

GGTAGAACTACTGATACCAAAACAGCTCAAAAAAAACTAAACTTAGAATTTTTTGTATAT

GATGATTTTCACCAACAAGTAATGACACCTTGGTTTCTGGTAGATAGCAACGCTTGGGGT

GTGTGGATGAGTCCCAAAGACTTTCAACAAATGAAAACACTATGTAGTGAAATTACTTTG

GTTACTTTAGAACAAGAAATAGACAATGTAACCATAAAGACTGTAACAGAAACCAACCAA

GGTAACGCATCCACCAAGCAATTCAACAATGACTTAACTGCGTCGTTACAGGTTGCTTTA

GATACTAACAACATACTGCCATATACTCCAGCTGCGCCGTTGGGGGAAACATTGGGCTTT

GTTCCTTGGAGAGCAACCAAACCAACCCAATATAGGTATTATCATCCATGTTACATTTAC

AACAGATATCCTAACATTCAAAAGATGGGGCARGAGCAATTAGAATGGACTGGTACACAA

GATGATTATCTGAGTGTGGATGAACAGTACTTTAACTTTATCACTATAGAGAACAACATA

CCTATTAACATTCTCAGAACAGGAGATAACTTTCATACAGGCT-TATATGAGTTTAAAAG

TAAACCATGTAAACT
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Izolat ADV-96

TACTAGAATGGTACACATCAACCAAG--CTGACACAGATGAATACTTAATATTTAATGCT

GGTAGAACTACTGATACCAAAACAGCTCAAAAAAAACTAAACTTAGAATTTTTTGTATAT

GATGATTTTCACCAACAAGTAATGACACCTTGGTTTCTGGTAGATAGCAACGCTTGGGGT

GTGTGGATGAGTCCCAAAGACTTTCAACAAATGAAAACACTATGTAGTGAAATTACTTTG

GTTACTTTAGAACAAGAAATAGACAATGTAACCATAAAGACTGTAACAGAAACCAACCAA

GGTAACGCATCCACCAAGCAATTCAACAATGACTTAACTGCGTCGTTACAGGTTGCTTTA

GATACTAACAACATACTGCCATATACTCCAGCTGCGCCGTTGGGGGAAACATTGGGCTTT

GTTCCTTGGAGAGCAACCAAACCAACCCAATATAGGTATTATCATCCATGTTACATTTAC

AACAGATATCCTAACATTCAAAAGATGGGGCAGGAGCAATTAGAATGGACTGGTACACAA

GATGATTATCTGAGTGTGGATGAACAGTACTTTAACTTTATCACTATAGAGAACAACATA

CCTATTAACATTCTCAGAACAGGAGATAACTTTCATACAGGCT-TATATGAGTTTAAAAG

TAAACCATGTAAACT

Izolat ADV-97

TACTAGAATGGTACACATCAACCAAG--CTGACACAGATGAATACTTAATATTTAATGCT

GGTAGAACTACTGATACCAAAACAGCTCAAAAAAAACTAAACTTAGAATTTTTTGTATAT

GATGATTTTCACCAACAAGTAATGACACCTTGGTTTCTGGTAGATAGCAACGCTTGGGGT

GTGTGGATGAGTCCCAAAGACTTTCAACAAATGAAAACACTATGTAGTGAAATTACTTTG

GTTACTTTAGAACAAGAAATAGACAATGTAACCATAAAGACTGTAACAGAAACCAACCAA

GGTAACGCATCCACCAAGCAATTCAACAATGACTTAACTGCGTCGTTACAGGTTGCTTTA

GATACTAACAACATACTGCCATATACTCCAGCTGCGCCGTTGGGGGAAACATTGGGCTTT

GTTCCTTGGAGAGCAACCAAACCAACCCAATATAGGTATTATCATCCATGTTACATTTAC

AACAGATATCCTAACATTCAAAAGATGGGGCAGGAGCAATTAGAATGGACTGGTACACAA

GATGATTATCTGAGTGTGGATGAACAGTACTTTAACTTTATCACTATAGAGAACAACATA

CCTATTAACATTCTCAGAACAGGAGATAACTTTCATACAGGCT-TATATGAGTTTAAAAG

TAAACCATGTAAACT
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Izolat ADV-99

TACTAGAATGGTACACATCAACCAAG--CTGACACAGATGAATACTTAATATTTAATGCT

GGTAGAACTACTGATACCAAAACAGCTCAAAAAAAACTAAACTTAGAATTTTTTGTATAT

GATGATTTTCACCAACAAGTAATGACACCTTGGTTTCTGGTAGATAGCAACGCTTGGGGT

GTGTGGATGAGTCCCAAAGACTTTCAACAAATGAAAACACTATGTAGTGAAATTACTTTG

GTTACTTTAGAACAAGAAATAGACAATGTAACCATAAAGACTGTAACAGAAACCAACCAA

GGTAACGCATCCACCAAGCAATTCAACAATGACTTAACTGCGTCGTTACAGGTTGCTTTA

GATACTAACAACATACTGCCATATACTCCAGCTGCGCCGTTGGGGGAAACATTGGGCTTT

GTTCCTTGGAGAGCAACCAAACCAACCCAATATAGGTATTATCATCCATGTTACATTTAC

AACAGATATCCTAACATTCAAAAGATGGGGCAGGAGCAATTAGAATGGACTGGTACACAA

GATGATTATCTGAGTGTGGATGAACAGTACTTTAACTTTATCACTATAGAGAACAACATA

CCTATTAACATTCTCAGAACAGGAGATAACTTTCATACAGGCT-TATATGAGTTTAAAAG

TAAACCATGTAAACT

Izolat ADV-100

TACTAGAATGGTACACATCAACCAAG--CTGACACAGATGAATACTTAATATTTAATGCT

GGTAGAACTACTGATACCAAAACAGCTCAAAAAAAACTAAACTTAGAATTTTTTGTATAT

GATGATTTTCACCAACAA-TAATGACACCTTGGTTTCTGGTAGATAGCAACGCTTGGGGT

GTGTGGATGAGTCCCAAAGACTTTCAACAAATGAAAACACTATGTAGTGAAATTACTTTG

GTTACTTTAGAACAAGAAATAGACAATGTAACCATAAAGACTGTAACAGAAACCAACCAA

GGTAACGCATCCACCAAGCAATTCAACAATGACTTAACTGCGTCGTTACAGGTTGCTTTA

GATACTAACAACATACTGCCATATACTCCAGCTGCGCCGTTGGGGGAAACACTGGGCTTT

GTTCCTTGGAGAGCAACCAAACCAACCCAATATAGGTATTATCATCCATGTTACATTTAC

AACAGATATCCTAACATTCAAAAGATGGGGCAGGAGCAATTAGAATGGACTGGTACACAA

GATGATTATCTGAGTGTGGATGAACAGTACTTTAACTTTATCACTATAGAGAACAACATA

CCTATTAACATTCTCAGAACAGGAGATAACTTTCATACAGGCT-TATATGAGTTTAAAAG

TAAACCATGTAAACT
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Izolat ADV-101
TACTAGAATGGTACACATCAACCAAG--CTGACACAGATGAATACTTAATATTTAATGCT
GGTAGAACTACTGATACCAAAACAGCTCAAAAAAAACTAAACTTAGAATTTTTTGTATAT
GATGATTTTCACCAACAAGTAATGACACCTTGGTTTCTGGTAGATAGCAACGCTTGGGGT
GTGTGGATGAGTCCCAAAGACTTTCAACAAATGAAAACACTATGTAGTGAAATTACTTTG
GTTACTTTAGAACAAGAAATAGACAATGTAACCATAAAGACTGTAACAGAAACCAACCAA
GGTAACGCATCCACCAAGCAATTCAACAATGACTTAACTGCGTCGTTACAGGTTGCTTTA
GATACTAACAACATACTGCCATATACTCCAGCTGCGCCGTTGGGGGAAACATTGGGCTTT
GTTCCTTGGAGAGCAACCAAACCAACCCAATATAGGTATTATCATCCATGTTACATTTAC
AACAGATATCCTAACATTCAAAAGATGGGGCAGGAGCAATTAGAATGGACTGGTACACAA
GATGATTATCTGAGTGTGGATGAACAGTACTTTAACTTTATCACTATAGAGAACAACATA
CCTATTAACATTCTCAGAACAGGAGATAACTTTCATACAGGCT-TATATGAGTTTAAAAG

TAAACCATGTAAACT
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5.0MOWIENIE

Dotychczasowe metody zapobiegania nieuleczalnej, przewleklej chorobie aleuckiej norek
nie spowodowaty spektakularnego przetomu w sytuacji epizootycznej tej choroby na $wiecie.
Ze wzgledu na niezadowalajace wyniki prob zastosowania immunoprofilaktyki swoistej w
zapobieganiu tej chorobie obecnie jedynym kierunkiem postepowania jest profilaktyka
nieswoista. Stosowane badania serologiczne majg na celu eliminacje norek zakazonych ze
stad fermowych norek amerykanskich. Podstawowym badaniem powszechnie stosowanym w
sg rozne warianty elektroforezy przeciwpradowe;.

W Europie najczesciej sa stosowane metody immunoelektroforezy przeciwpradowej
(CIEP). Mimo stosowania tej metody od kilkudziesi¢ciu lat, w zapobieganiu AMDV w
krajach o intensywnej hodowli norek, choroba nie zostala zwalczona. Na przeszkodzie do
realizacji tego celu stoi przede wszystkim brak odpowiednich regulacji prawnych
koniecznych do zwalczania choroby aleuckiej norek w wigkszosci krajow. W Polsce bedacej
jednym z gtéwnych producentow norek na $wiecie, choroba znajduje si¢ w wykazie chorob
podlegajacych tylko obowigzkowi rejestracji W zatgczniku 3 ustawy (Ustawa z dnia 11 marca
2004 1. o ochronie zdrowia zwierzat oraz zwalczaniu chorob zakaznych zwierzat). W takiej
sytuacji prawnej jej systematyczne zwalczanie zalezy tylko od dobrowolnego udzialu
wiascicieli norek w regionalnych programach zwalczania AMD. Polski Zwiazek Hodowcow i
Producentow Zwierzat Futerkowych utworzyl nawet wilasne laboratorium diagnostyki
serologicznej AMDYV, w celu zachecenia whasnych cztonkéw do okresowego badania norek w
kierunku AMDV.

Odpowiednie regulacje prawne obowigzuja w Danii bedacej $wiatowym liderem w
produkcji norek. W kraju tym, choroba aleucka norek podlega obowigzkowi zwalczania. Jak
podkresla CHRISTENSEN i in. (2011) od roku 1999 wprowadzono urzedowy nakaz zglaszania
wystgpienia AMD, co znacznie usprawnito zwalczanie tej choroby. Okresowe badania norek
w stadach fermowych, kontrola ich obrotu oraz przestrzeganie zasad bioasekuracji
przyczynily si¢ do obnizenia liczby stad zakazonych AMDV do 5% w 2005 roku. Badania
diagnostyczne do niedawna stosowaty serologiczng metode immunoelektroforezy
przeciwpradowej (CIEP).

Na podstawie badan serologicznych norek fermowych przeprowadzonych w Danii
potwierdzono wystepowanie endemiczne AMDYV na terenie Jutlandii (CHRISTENSEN 1 in.

2011, RYT-HANSEN i in. 2017a). Wystepujace w innych czesciach kraju tylko sporadyczne
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ogniska choroby byly efektem dlugotrwatego, prowadzonego od 1976 roku, programu
zwalczania choroby aleuckiej norek. W celu ustalenia zrédta pochodzenia szczepéw AMDYV,
ktore wywotaly nowe ogniska pobrano probki od norek z 73 stad fermowych. Otrzymane
nowe szczepy AMDV poddano analizie filologenetycznej. Uzyskane wyniki badan
molekularnych wskazujg na wyrazne zroznicowanie geograficzne ich pochodzenia. Okazato
sig¢, ze pewne szczepy stale sa obecne tylko w okreslonych regionach Danii.

Wirusy zawierajace DNA najczes$ciej nie wykazuja tak wielkiego zréznicowania
genetycznego. Jednakze jest to typowe zjawisko dla AMDV. Transmisji tego wirusa sprzyja
jego opornos¢ na czynniki zewnetrzne i specyfika pracy na fermie norek i mozliwosé
transmisji jatrogennej pomigdzy stadami norek fermowych. Stwierdzono wystgpienie ognisk
choroby wywotanych przez AMDV pochodzacego z tego samego zrédta. Ten sam szczep
wirusa moze zostat przeniesiony w czasie jednej kontaminacji na wiele stad fermowych lub w
wyniku Kilku pojedynczych kontaminacji. Sekwencja tego szczepu AMDV wskazuje na jego
podobienstwo do szczepu ktory jest obecny w tym regionie od przynajmniej czterech dekad
oraz do szczepow AMDYV, ktore nie bylty podobne do zadnej sekwencji umieszczonych w
bazach GenBanku.

Inne szeroko zakrojone badania nad wystepowaniem AMDV w fermowych stadach
norek amerykanskich z terenu Europy (z Grecji, Wloszech, Hiszpanii, Finlandii, Holandii,
Danii, Szwecji, Polski, Litwy, Lotwy i Islandii) oraz z Kanady i USA przeprowadzili RYT-
HANSEN i in. (2017b). Pozyskano 525 norek, od ktorych pobrano probki $ledziony i krwi.
Zbadano je metoda PCR, ELISA i CIEP. Uzyskane w PCR szczepy AMDYV poddano analizie
filogenetycznej w kierunku genu NS1. Izolaty z tego samego stada fermowego wykazywaty
do siebie wysokie 96 -100% podobienstwo. Szczepy wystepujace w okreslonym Kraju
wykazywaty duze réznice w sekwencji. Stwierdzono ponadto, Ze szczepy pochodzace z
jednego stada fermowego norek wykazywaty duzo mniejsze podobienstwo. Niektore szczepy
z r6znych krajow wykazywaly znaczne podobienstwo np. szczepy litewskie i szwedzkie oraz
greckie i holenderskie. Szczepy AMDYV z Holandii, Polski, Szwecji i Wtoszech byty bardziej
réznorodne filogenetycznie.

Pojawiajace si¢ doniesienia o wystepowaniu zakazen u ludzi pracujacych na fermach
wskazuja na epidemiologiczne znaczenie choroby aleuckiej norek u ludzi. JEPSEN i in 2009
opisali zakazenie dwoch megzczyzn, pracownikow ferm norek amerykanskich. Pacjent lat 22
zaobserwowat u siebie zmiane na palcach stopy, uniemozliwiajacg poruszanie si¢. Badanie

naczyn krwiono$nych konczyny uwidocznito owrzodzenia utrudniajgce przeptyw krwi w
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naczyniach konczyn oraz powstanie krazenia obocznego. Pacjent przeszedt zabieg usunigcia
zatoru.

W badaniu histopatologicznym stwierdzono zmiany zapalne. W ciagu kolejnych lat,
pomimo interwencji chirurgicznych, stan pacjenta pogarszat si¢ ze wzgledu na rozwijajace si¢
zwe¢zenia naczyn nerkowych, krezkowych oraz zyt w nodze prowadzace do jej amputowana.
W  surowicy wykryto swoiste przeciwciata dla AMDV. W aorcie brzusznej stwierdzono
nacieki komorek plazmatycznych i zmiany charakterystyczne dla arteriosklerozy. Badanie
molekularne prébek pobranych z weztéw chtonnych wykazaty obecnos¢ DNA AMDV.
Pacjent zmarl w wieku 40 lat wsrod objawow obustronnego zapalenia ptuc (JEPSEN i in.
2009).

Drugi pacjent byt hospitalizowany z powodu kigbuszkowego zapalenia nerek. W
wywiadzie stwierdzono, ze 2 lata wcze$niej pracowal w stadzie fermowym norek
amerykanskich, w ktorej stwierdzono ognisko AMD. Pacjent byt leczony przy uzyciu
substancji immunosupresyjnych, co przyniosto poprawe w funkcjonowaniu nerek. Osiem lat
po6zniej u pacjenta wystapita biegunka, wymioty, goraczka, astenia.

Stwierdzono wysoki poziom biatek w ptynie moézgowo-rdzeniowym a w surowicy
bowiem obecnos¢ przeciwciat swoistych dla AMDV. Pacjent zmart w wieku 63 lat. Zdaniem
autoréw oba przypadki kliniczne oraz zmiany patologiczne nasuwaty podejrzenie zakazenia
AMDV bowiem byly zblizone do zmian stwierdzanych w stadach fermowych norek
amerykanskich zakazonych AMDYV (JEPSEN i in. 2009).

Parvowirusy moga ewoluowac i powodowac zakazenia takze u innych gatunkow, dlatego
generuje to koniecznos¢ opracowania doskonalszych i czulszych metod ich wykrywania. U
ludzi przyktadem jest parvowirus okreslany jako b19 wywolujacy ogdlnoustrojowa chorobe,
manifestujaca si¢ wystepowaniem tego wirusa w erytrocytach, szpiku kostnym oraz innych
tkankach (BEST | BLooM 2005). Moze on jako jedyny z parvowirusow, poza AMDV,
wywolywaé zakazenie przewlekte. AMDV stanowi takze potencjalne zagrozenia dla innych
gatunkow zwierzat. Potwierdzono izolacje AMDYV u innych gatunkéw z rodziny Mustelidae
tj. jak tasica, skunks, szop, a takze spoza tej rodziny u rysia rudego (Lynx rufus).

Zdaniem niektorych AMDYV moze przyczynia¢ si¢ do spadku populacji norki europejskiej
(FOURNIER-CHAMBRILLON i in. 2004, KNUUTTILA i in. 2009b). Zdaniem innych jest to
niemozliwe poniewaz populacja norki europejskiej w naturalnym srodowisku nie wystepuje
od dawna. Jej wyginiecie bylo zwigzane prawdopodobnie z degradacjg $rodowiska
naturalnego (KOWALSKA i in. 2016).
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AMDV wraz z norkami amerykanskim zostat przeniesiony do stad fermowych norek
amerykanskich w Europie i Azji. Ponadto norki amerykanskie pochodzace z Ameryki
Potnocnej byly introdukowane do $rodowiska naturalnego dla mysliwych w ZSRR (MANAS i
in. 2001). Obecno$¢ norek amerykanskich w $rodowisku naturalnym zwigzana jest takze z
niszczeniem ferm norek amerykanskich w wyniku dziatan II Wojny Swiatowej lub
wypuszczaniem zwierzat przed wkroczeniem wojsk przeciwnika lub przez dziataczy
organizacji walczacych o prawa zwierzat. W innych regionach Europy w czasie klesk
zywiotowych np. huraganow, pozaréw doprowadzono do uwolnienia wielu stad norek
fermowych hodowlanych do $rodowiska naturalnego (KOWALSKA i in. 2016).

Wystepowanie AMDYV powoduje duze straty finansowe w panstwach w ktorych hodowla
norek stanowi wazng galaz gospodarki rolnej tj. Kanada, Dania, Finlandia. Jedynym
skutecznym do tej pory sposobem zwalczenia AMD jest wykrywanie i eliminacja norek
seropozytywnych z badanego stada. Szczegolnie istotne jest wdrazanie krajowych oraz
fermowych programow zwalczania AMDV, zaleznych od sytuacji epizootycznej.

Stosowane programy zwalczania opierajg si¢ najcze¢sciej na znanej od dawna i
powszechnie  stosowanej metodzie immunoelektroforezy przeciwpradowej (CIEP)
wykrywajacej obecno$¢ swoistych przeciwcial. Niestety metoda ta ma takze pewne
ograniczenia. Rozwdj nowoczesnych technik wykrywania wirusa wskazuje na przypadki,
kiedy stwierdzane sg ujemne wyniki badan pomimo obecno$ci AMDV.

Inne metody pozwalaja na okreSlenie rzeczywistej obecno$ci materialu genetycznego
wirusa oraz okreslenie filogenetycznej przynaleznos$ci danego szczepu Umozliwiaja one
wykrycie drog transmisji zakazenia AMDV szczegdlnie przy miedzynarodowym lub
krajowym obrocie fermowych norek amerykanskich.

Zakup wyselekcjonowanych, wysoce wartosciowych zwierzat jest pozadany i konieczny
m.in. w celu uzyskania lepszych wynikéw w hodowli, uzyskania pozadanej przez kupcow
okrywy wlosowej o okreslonej barwie. Brak przestrzegania zasad biosaekuracji  m.in.
skutecznego odkazania klatek amerykanskich norek fermowych w czasie ich obrotu np.
transportu z fermy do fermy, szczegodlnie sprzyja transmisji AMDV.

Najnowszymi stosowanymi metodami molekularnymi w diagnostyce choroby aleuckiej
norek jest tancuchowa reakcja polimerazy oraz jej odmiany. W pracy przedstawiono wyniki
szerokich badan metodg serologiczng CIEP, jej przydatno$¢ w zwalczaniu AMDV dla
poszczegolnych stad fermowych norek, w programach zwalczania choroby z

uwzglednieniem wybranych metod biologii molekularne;.
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FARID i in. (2010) wykazali przeciwciata swoiste w probkach badanych metoda CIEP lub
PCR u 93,3% norek amerykanskich, 40,5% tasic, 25,9% skunksoéw i 10,0% rysi. AMDYV nie
wykryto u kojotow (Canis latrans), lisow (Vulpes vulpes), bobrow (Castor fiber), wiewiorek
(Sciurus vulgaris) i pizmakéw (Ondatra zibethicus).

Przeciwciata swoiste dla AMDV wykryto metoda CIEP u 28,6 % z 16 badanych norek,
przy tym 81,3% norek bylo dodatnich w CIEP i PCR, natomiast 18,7 % bylo dodatnie w
CIEP ale negatywne w PCR. Uzyskane wyniki wskazuja na wazna rol¢ epidemiologiczng
w/w gatunkoéw, w zakazeniach AMDV dla fermowych norek amerykanskich oraz innych
gatunkow wolnozyjacych. Transmisje wirusa pomig¢dzy zwierzetami dzikimi 1 hodowlanymi
norkami wrazliwymi na zakazenie AMDV wymagaja dalszych badan, na co wskazuja takze
badania ALEXANDERSEN i in. (1994), ZALEWSKI i in.(2021).

Wystepowanie AMDV w Europie jest zroznicowane W badaniach réznych autorow. We
Francji okreslono je na poziomie 23% (FOURNIER-CHAMBRILLON i in. 2004), w Anglii - 59%,
w Danii - 3,1% , chociaz na terenie Bornholmu stwierdzono wystgpowanie AMDV w 41,5%
badanych probek (RYT-HANSEN i in. 2017a).

W Hiszpanii przeprowadzono badania metoda CIEP, nie wykazujac obecno$ci swoistych
przeciwcial w surowicy, ale w zbiorczych probkach badanych PCR wykryto DNA AMDV
(MANAS i in. 2001). Wysoka wrazliwos¢ tasic na zakazenie AMDV potwierdzono po ich
inokulowaniu. Wykazano obecno$¢ swoistych przeciwcial, chociaz nie stwierdzono objawow
klinicznych oraz wzrostu poziomu gammaglobulin. Wrazliwos¢ tych tasic na zakazenie jest
czynnikiem niepokojacym, przy braku zagrozenia epizootycznego AMDYV norek dzikich i
hodowlanych, w zblizonych ekosystemach.

W Hiszpanii ponadto metoda PCR wykryto obecnos¢ DNA AMDV u wydry (Lutra
lutra). Moze to wskazywac na wydre jako potencjalny rezerwuar AMDV.

Nie wszystkie badania potwierdzaja jednak t¢ teze. Badania metodg CIEP 84 probek krwi
uzyskanych od norek europejskich SANCHEZ-MIGALLON i in. (2008) nie wykazaly obecnosci
przeciwcial swoistych dla AMDV, w zadnej z badanych surowic norek europejskich.

Lancuchowa reakcja polimerazy (Polymerase Chain Reaction - PCR) miata na celu
powielenie w warunkach laboratoryjnych matrycowego DNA wirusa izolowanego z badanych
narzadow przy odpowiednio dobranej sekwencji starterow. Zastosowano Kilka wariantow
PCR. Stosowane warianty PCR wykrywaty fragment genu VP2 lub NS1 AMDV.

Celem badan wilasnych bylo takze zoptymalizowanie metody real-time zwanej takze
gPCR dla udoskonalenia diagnostyki AMD. Metoda ta umozliwia bowiem wykrycie nawet
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bardzo matej liczby kopii AMDV, niewykrywalnej w innych wariantach PCR. Pozwala to na
skuteczniejsza kontrolg transmisji AMDV oraz lepsze poznawanie drog zakazenia.
Dotychczas za gtowna droge zakazenia uwazano droge erogenna, chociaz sugerowana jest
takze droga jatrogenna (PRIETO i in. 2014). Zbadano izolaty genu VP2 w PCR oraz w real-
time PCR, przy uzyciu wygenerowanej sekwencji starteroéw oraz autorskiej sondy TagMan
znakowanej FAM.

Ogotem w badaniach poréwnawczych przebadano 28 tych probek w klasycznym PCR
oraz w real-time PCR. Wykazano, ze real-time PCR w 7 probkach byt dodatni dla AMDV,
przy ujemnych wynikach w klasycznym PCR. Wyniki tych badan upowazniaja do
stwierdzenia, ze real-time PCR w poréwnaniu do klasycznego PCR jest bardziej czuly przy
diagnozowaniu AMDV.

Rownie interesujace wyniki otrzymano po poréwnaniu obu metod PCR i nested PCR
wykrywajacych sekwencje fragmentu genu VP2 AMDV. W niektorych probkach badanych
klasycznym PCR nie wykazano obecnosci DNA AMDYV natomiast wykryto go w nested PCR.
Uzyskane wyniki wykazaly lepsza przydatnos$¢ nested PCR. Kazdy wariant PCR uzyty w tych
badaniach wymagat optymalizacji reakcji oraz odpowiedniego wyposazenia laboratorium
diagnostycznego i wiedzy specjalistow z zakresu diagnostyki molekularne;j.

Wyniki badan AMDV metoda real-time PCR (qPCR) poréwnano z wynikami badan
KowALczyk i in. (2018) wykonanych w dwoch stadach krajowych norek fermowych
majacych dobre warunki sanitarne. Poréwnali oni wyniki badan krwi w gPCR do klasycznego
PCR. W pierwszym stadzie podstawowym liczacym 10000 samic norek u 40% stwierdzono
objawy kliniczne AMD. Obserwowano liczne padnigcia, objawy zmniejszonego apetytu,
spadki masy ciata, odwodnienia, krwawienia z naturalnych otworéw ciata i anemig.
Stwierdzono takze charakterystyczne zaburzenia rozrodu. W drugim stadzie podstawowym
liczacym 5000 norek, na drugiej fermie, stwierdzono objawy kliniczne u 60% norek.
Wystgpity poronienia, zamieranie zarodkéw i zmniejszona liczba odsadzonych szczenigt. Na
obu fermach stosowano poczatkowo badanie metodg CIEP, ktora potwierdzila obecnosé
przeciwciat swoistych dla AMDV. Z pierwszej fermy wybrano 20 seropozytywnych samic, do
badan metoda PCR oraz real-time PCR. Wykazano, ze metoda real-time byta bardziej czula,
bowiem badanie jednej probki metoda PCR dato wynik ujemny, natomiast byto dodatnie w
real-time PCR. W fermie drugiej uzyskano zbiezne wyniki dodatnie i ujemne w metodzie
PCR i real-time PCR. Srednia liczba kopii materialu genetycznego utrzymywata si¢ na
poziomie 10° w pierwszej fermie i 10 w drugiej fermie. Autorzy zwracaja uwage na wysoka
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zmiennos$¢ wystepujaca w okreslonych fragmentach genomu AMDYV, co ich zdaniem moze
sprzyja¢ otrzymywaniu wynikow falszywie ujemnych oraz utrudnia diagnostyke tej choroby.

KOWALCZYK i in. (2018) potwierdzili wigc, ze te same probki w réznych metodach moga
dawac rdézne wyniki, co zaobserwowano w badaniach wlasnych. Metoda real-time PCR byta
przydatna nie tylko dla potwierdzeniu obecnosci materialu genetycznego wirusa lub
weryfikacji wynikéw ujemnych w PCR, ale takze okreslenia przebiegu choroby aleuckiej
norek. Mniejsza liczba kopii wirusa oznacza wigksze trudnosci w diagnostyce 1 jest zapewne
wynikiem odpowiedzi organizmu norki zakazonej AMDV. Wysoka liczba kopii wirusa w
narzagdach moze wskazywa¢ na powstanie nowego ogniska choroby w populacji, co moze
sprzyja¢ Sszybkiemu rozprzestrzenianiu si¢ Wirus prowadzac do naglego pojawienia si¢
ogniska AMD. Uzyskane wyniki analizowano statystycznie metoda opisang przez WEINER i
in. (2018). Probowano porownaé¢ uzyskane wyniki metoda wg BUSTIN (2000, 2009)

Na uwagge zashuguja takze nastgpne badania KOWALCZYKA i in. (2019) majace na celu
uzycie metody real-time PCR, do wykrywania materialu genetycznego wirusa, w probkach
pobranych od norek oraz w probkach pochodzacych ze srodowiska fermy.

Wykazano pozytywne wyniki badan wszystkich probek pochodzacych ze $ledziony i krwi
oraz 69% pozytywnych probek ze srodowiska fermowego. Najwiecej kopii materiatu
genetycznego wirusa stwierdzono w probkach pochodzacych ze $ledziony (108) co
potwierdza tropizm wirusa do tkanki limfatyczne. Potwierdzaja to wyniki badan BEST |
BLOOM (2005). We krwi $rednia liczba kopii DNA wynosita 10°.

Najmniej materiatu genetycznego byla w probkach z otoczenia fermowego. Najwiecej
wirusa wykazano w probkach z kotnikow, z elementéw konstrukcyjnych domkow norek oraz
innego wyposazenia klatek. Mniejsza zawartos¢ AMDV wykryto w probkach z podtog lub
pomieszczen dla pracownikow obstugi. Uzyskane wyniki badan ze $rodowiska moga
sugerowac, ze wirus szerzy si¢ droga aerogenng. Moze si¢ przenosi¢ na sprzgtach, oponach
samochodoéw nie tylko w obrebie jednej fermy, ale takze pomiedzy odlegtymi fermami, co
wczesniej sugerowal PRIETO i in. (2014). Zdaniem autorow mniejsza liczba kopii wirusa w
materiale pobranym z powierzchni, wynikala z poddawania jej czestym zabiegom
dezynfekcyjnym.

Wriasne badania metoda PCR wymazow ze srodowiska fermowego byly we wszystkich
probkach ujemne, o0 moze wskazywac na brak materiatu genetycznego AMDV w badanych
wymazach. Srodowisko fermowe badanej fermy na powierzchni 3 ha poddano 2 letniej
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kontumacji. Wszystkie pawilony i klatki odkazano przy uzyciu specjalistycznych agregatow
pianotworczych ze srodkiem odkazajacym. Zabiegi wykonata firma dezynfekcyjna

Badania molekularne sg konieczne dla oceny transmisji AMDV oraz w celu poglgbienia
wiedzy na temat patogenezy choroby, doskonalenia metod jej zwalczania lub eradykacji oraz
opracowania skutecznych metod profilaktyki nieswoistej lub ewentualnie skutecznoS$ci
szczepien.

Obecnie nie wiadomo, czy zrodtem AMDYV byta endemiczna populacja amerykanskiej
norki dzikiej i dalsza transmisja wirusa na fermowe norki, czy byt to swoisty AMDV norek
hodowlanych szerzacy si¢ w wyniku przypadkowych ucieczek lub umyslnego uwalniania
zakazonych AMDYV norek.

Dla ustalenia geograficznego pochodzenia wirusa, ktory spowodowal rozprzestrzenienie
si¢ choroby konieczne sg dalsze badania nowych wariantow AMDYV oraz izolatow
wystepujacych w danym regionie (NITUCH i in. 2012). Wyniki dtugotrwatych badan wskazuja
na wieloletnig transmisja AMDYV, przez globalny obrét zwierzat co sprzyja rozprzestrzenianiu
si¢ wirusa w populacji norek fermowych oraz dzikich.

Badania monitoringowe AMDV w gospodarstwach norek sg szczegolnie konieczne, aby
zapewni¢ w przysztosci zdrowe populacje norek. Jest to korzystne zaréwno dla norek
fermowych oraz norek dzikich w Ameryce Potnocnej, poniewaz nadal brak jest danych na
temat innych kierunkow dalszej transmisji AMDYV (NITUCH i in. 2012).

OIE i in. (1996) badali wptywem sekwencji biatka VP2 na patogenno$s¢ AMDYV oraz jego
role w transmisji AMDV u szopoéw. Funkcja regionu ,hiperzmiennego” pozostata
niewyjasniona, chociaz jej zdaniem moze on odgrywa¢ pewna role w stopniu patogennosci i
zakresie gatunkowym. Wyniki badania chimery AMDYV sugeruja, Ze region ten nie decyduje
0 patogennosci szczepu. Przemawia¢ za tym moze np. zmiana szczepu ADV-Utah na ADV-G,
ktora nie niesie za sobg zmiany w patogennosci lub powinowactwie do okreslonego
zwierzecia - gospodarza dla AMDV. Zmiany w tak krotkiej sekwencji sg typowe dla innych
parvowirusow takich jak CPV, FPV czy MEV. Region ten znajduje si¢ pomiedzy jednostkami
64 1 65 kodujacymi region biatka kapsydu VP2.

Porownano takze kompletne sekwencje regionéw kodujacych VP2 szczepow ADV-G,
ADV-TR, dwoch izolatow ADV-Utah i ADV-Pullman. Skorelowano je z chimerami ADV-
G/ADV-Utah i wykazano potencjalne determinanty patogennosci zaréwno dla norek jak i dla
hodowli komorek nerki kociej, po zakazeniu in vitro. Wymiana sekwencji nukleotydow od
pozycji 50 do pozycji 226 genu VP-2 pomigedzy ADV-G i ADV-Utah skutkowata wadliwa
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replikacjg wirusa w hodowli komorkowej nerki kota ( Crandell Feline Kidney Cells -CRFK).
Mozna wnioskowa¢, ze region ten zawiera determinante pozwalajaca wirusowi na replikacje
w CRFK. ADV-TR i r6zni si¢ od ADV-G w obrebie tego fragmentu. Wykazano takze wiele
innych réznic pomiedzy odmiennymi szczepami. Nawet jesli wirus replikuje si¢ w CRFK
niekoniecznie determinuje patogennosc¢.

OIE iin. (1996) uwazaja, ze porownanie sekwencji nukleotydow od pozycji 359 do 647
sugeruje roznice pomiedzy ADV-G a szczepami wysoce patogennymi w tylko bardzo
niewielkim stopniu. Badana chimera nie zawierala zadnej sekwencji, ktora wystepowata w
szczepach wysoce patogennych zarowno w pierwszym jak i drugim fragmencie VP2.
Planowano skonstruowanie innych chimer, w badaniach porownawczych dla pokrewnych
gatunkow. Niestety w okresie wybuchu AMD w stanie Utah, USA nie pozyskano zadnych
probek od skunksow, dlatego nie mogli potwierdzi¢ roli tych zwierzat w przebiegu AMDV.

Niewiele wiadomo na temat zakazen u tych zwierzat, nawet je$li sg one wrazliwe na
zakazenia AMDYV. Badania serologiczne wykazaly obecno$¢ przeciwciat swoistych dla
AMDV w surowicy 4 z 22 badanych dziko zyjacych skunksow z Potudniowej Dakoty (USA).
Wykryto DNA AMDV u jednego z seropozytywnych oraz u dwoch seronegatywnych
skunksow. Okreslone sekwencje ,,hiperzmiennych” regiondw wirusa nie nalezaty do szczepu
ADV-TR. Roznily si¢ od wszystkich dotychczas znanych.

Moze to oznaczaé, ze skunksy rzadko ulegaja zakazeniu AMDYV. Jednakze nie mozna
odrzuci¢ hipotezy, ze na terenie Potudniowej Dakoty wystepuja AMDV réznigce si¢ od
dotychczas znanych. Autorzy badali okreslone sekwencje genu VP2, jednak by¢ moze inny
fragment genu ma wplyw na patogennos¢ wirusa. Przyktadowo ADV-Pulmannn jest
patogenny tylko dla norek odmian nie aleuckich, chociaz sekwencja genu VP2 jest
praktycznie identyczna z sekwencjg genu ADV-Utah. Ponadto stwierdzono niezwykla
réznorodno$¢ w obrebie sekwencji genow niestrukturalnych.

Badania tych autorow nad skonstruowang chimerg nie potwierdzity roli genow
niestrukturalnych w patogennos$ci i nadal nie ma jasnej odpowiedzi na pytanie co wptywa na
stopien patogennosci i tropizm AMDYV do okreslonego gatunku zwierzat. Zdaniem autoréw
nie kazdy szczep AMDYV moze przyczyni¢ si¢ do rozwoju choroby. Potwierdzono takze, ze
,hiperzmienny” region VP2 nie zawsze decyduje o patogennosci, a zmiany w sekwencji
nukleotydow moga determinowac rodzaj gospodarza.

SANG i in. (2012) przeprowadzili analizg filogenetyczng genéw VP2 AMDYV izolowanych
w Chinach w latach 2009 -2011. Badania nad wyst¢powaniem AMDV przeprowadzili przy
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uzyciu metody serologicznej (CIEP) i molekularnej (PCR). Mialy one na celu okreslenie
czestotliwosci wystepowania AMDV u norek, w glownych regionach hodowli w Chinach.
Wyjatkowo czesto odnotowano wystgpowanie AMDV na obszarach objetych badaniem.
Czynne metody kontroli AMDV nalezy zdaniem autorow wdrozy¢ natychmiast, w celu
osiggniecia prawidlowego rozwoju tej gatezi gospodarki rolnej. Wskazali oni na przydatnosé
epidemiologii molekularnej w efektywnej kontroli AMDV.

Przeprowadzone badania nad epidemiologia molekularng genu VP2 dziewigtnastu
izolowanych szczepow AMDYV poréwnano do szczepéw referencyjnych zamieszczonych w
bazie GenBanku. Wyniki badania sekwencji nukleotydowych wykazaty, ze ogromna liczba
sekwencji AMDV VP2 wykazuje mutacje. Autorzy badajac szczepy stwierdzili 105 mutacji w
obrebie genu VP2. Szczegdlnie zastanawiajacy jest fakt ze stopien mutacji genu VP2 jest
wyraznie wigkszy niz w CPV i MEV. Sposrod 105 miejsc mutacji az 27 stwierdzono tylko w
chinskich szczepach, w tym 4 chinskie z 6 ferm norek posiadaty ta samg mutacje. Miejsca
mutacji wykazano nie tylko w wyjatkowo niestabilnym regionie VP2 ale takze w
immunoreaktywnym regionie VP2. Az 6 z 27 mutacji ujawnito si¢ w regionie VP2
(nukleotydy 428 - 446).

MCKENNA i in. (1999) uwazaja, ze wystepujace mutacje odgrywaja istotng role w
patogenezie zakazen AMDYV i determinujg zakres dziatania wirusa. Wykazali rowniez mutacje¢
Ser->Thr w pozycji 428 w AMDV-DL3 oraz mutacj¢ Asn->Lys w pozycji 429 szczepu
AMDV-Far East. Mutacje te zostaly stwierdzone w dwoch izolatach. Dodatkowo zostaty
stwierdzone kolejne 3 mutacje: Asp>Glu oraz Asp>Asn w pozycji 433, lle>Met w pozycji
436 oraz Ala>Thr w pozycji 441, ktore ujawnily si¢ tylko w szczepie AMDV-TR2 i AMDV-
TR3. Prawie potowa chinskich szczepow miata mutacje Ille>Met w pozycji 436 a Ala>Thr w
pozycji 436 co moze prowadzi¢ do r6znic W immunopatogenezie. Stwierdzone mutacje w
szczepach moga prowadzi¢ do zmian zakresu gospodarza.

CHEN i in (2015) okreslili miejsce kodowania mechanizmu rozpadu kaspazy i mutacje
pojedynczych aminokwaséw. Sugeruja, ze rozpad bialek kapsydu odgrywa rolg w regulacji
mechanizméw powstawania przewlektych postaci AMDYV. Zaden z badanych izolatoéw nie
posiadal mutacji w regionie genu VP2. Szczep AMDV-Far East wykazywal 33 miejsca
mutacji aminokwaséw, co bylo najwyzszym poziomem mutacji wystepujacych wsrod 19
szczepow, Tylko 23 z 33 mutacji stwierdzono w tym samym szczepie. Wykazano ponadto, ze
w 2 chinskich szczepach AMDV-SD1 i AMDV-DL1 wyst¢powata delecja 3 nukleotydow w
genie VP2. Jej znaczenie wymaga dalszych badan. Uzyskano bardzo wartosciowe wyniki na
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temat ewolucji genetycznej AMDV w Chinach. Na podstawie wywiadu ustalono ze
amerykanskie norki fermowe zakazone AMDV-HLIJ1 byty importowane z Danii, natomiast
zakazone AMDV-DL2 i AMDV-JL1 byly importowane z USA. Jednakze miejsce
pochodzenia izolowanych nie okreslono poniewaz cz¢s¢ norek, u ktorych izolowano szczepy
AMDV byly potomkami norek importowanych z Finlandii, natomiast ich  rodzicow
krzyzowano z lokalnymi norkami amerykanskimi. AMDV-SD4 byl izolowany od
nowonarodzonych norek co moze wskazywaé¢ na jego bardzo duza patogennos$¢. Ponadto
izolowano szczepy AMDV-DL1 i AMDV-DL2 od norek pochodzacych z tej samej fermy, tzn.
ze rozne genotypy AMDYV mogtly rownocze$nie wystepowaé W badanej fermie norek. Wiele
réznych szczepow bylo izolowanych w tej samej prowingji, W tym samym roku. Jednakze nie
okreslono pochodzenia ewolucyjnego tych szczepéw AMDV.

Autorzy sugeruja, ze rozne szczepy AMDV stwierdzono u norek, ze stad ktore
kilkakrotnie byly importowane, w roznych okresach. Nie wykazano korelacji pomig¢dzy
okresem ich importu a rejonem izolacji, poniewaz izolowane szczepy AMDV zostaty
umieszczone w drzewie filogenetycznym w odlegtych lokalizacjach. Norki od ktorych
izolowano szczep AMDV-DL2 byly importowane z USA, a norki u ktorych izolowano
szczep AMDV-DLI1 byly wyizolowane uprzednio w Chinach. Szczepy te posiadaty
wspolnego przodka, z wysoce patogennym szczepem AMDV-Utah. Moze to znaczyé, ze
szczep AMDV-DL2 ewoluowat w Chinach ze szczepu AMDV-Utah natychmiast po
transmisji z USA.

Rozne filogenetycznie szczepy AMDYV zostaty zakwalifikowane do grupy A. Grupa B
zawiera 5 szczepow AMDYV charakteryzujacych si¢ duzym poziomem zjadliwosci, ktore byty
izolowanych w 4 r6znych krajach. Grupa C zawierata jedynie dwa wirusy, ktore roéznity sie od
wszystkich innych szczepow AMDV opisanych w drzewie filogenetycznym. Grupa D
zawierata cztery izolowane szczepy AMDV. Na podstawie dochodzenia epizootycznego
wysnuto wniosek, ze norki zakazone szczepem AMDV-SD4 byly hodowane na tej samej
fermie co norki zakazone szczepem AMDV-SD2. Stwierdzono, ze izolowane szczepy z grup
C i D byly wirusami wystepujacymi powszechnie na terenie Chin. Grupa E zawierata nowo
izolowane szczepow, ktore mogly ewoluowaé uprzednio na terenie ferm norek amerykanskich
w USA. Bazujac na analizie filogenetycznej odkryto, ze prawie 50% chinskich izolowanych
szczepow zostato zaklasyfikowanych do grup C lub D i grupy te nie taczyto nic ze szczepami
AMDV z innych krajow. Wyniki te wykazuja, ze szczepy zaimportowane z innych krajow

wystepuja tak samo czgsto jak szczepy lokalne. Szczepy te mogly ewoluowaé nawzajem.
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Uzyskane wyniki tych badan dowodza, ze Chiny nabyly szczepy AMDYV =zaliczajace si¢ do
zamknigtej podgrupy, ktore sg obecne w roznych regionach kraju. Chinskie szczepy byly
genetycznie podobne do szczepdéw z innych krajow, ktore byly patogennymi szczepami
AMDYV dla populacji ferm norek w tym kraju. Analiza epidemiologii molekularnej szczepow
AMDYV izolowanych w Chinach w latach 2009 -2011 wykazata szerokie rozpowszechnienie
AMDV u krajowych norek fermowych oraz réznorodno$¢ szczepow AMDYV.

Wzrastajaca liczbe ognisk AMD w Chinach ( SANG i in. 2012) wskazuje na konieczno$¢
jak najszybszego wdrozenie efektywnego zwalczania, w celu kontroli zakazen AMDYV wirusa.
Jest to niezbedne dla dalszego rozwoju fermowej hodowli norek, stanowiacej istotny element
gospodarki rynkowej w Chinach. Zdaniem autorow wskazane sg dalsze badania nad
epidemiologia molekularng AMDV, w celu pozyskiwania niezb¢dnych danych dla realizacji
optymalnego programu zwalczania AMDV w Chinach.

W badaniach nad epidemiologia molekularng AMDV w Finlandii KNUUTTILA i in.
(2009b) pozyskata od norek z pigciu stad fermowych 14 nowych szczepow AMDYV, ktore
poddata analizie filogenetycznej. Porownano uzyskane szczepy z sekwencjami 40 szczepow,
wczesniej opublikowanymi w GenBanku, izolowanych Europie i USA. Badane sekwencje
AMDYV uktadaty si¢ w trzy grupy genetyczne, co takze potwierdzili OLOFSSON i in. ( 1999).
Uzyskane przez KNUUTTILA i in. (2009b) szczepy finskie mozna bylto zaliczy¢ do kazdej z
trzech grup. Pochodzenie wspolnego przodka wszystkich badanych szczepow nie jest jasne i
wymaga zdaniem badaczy dalszych badan.

Fermowe norki pochodza z Poinocnej Ameryki, dlatego mozna przyjaé, ze AMDV
pochodzi z tego kontynentu. Wirus docierat do Finlandii wielokrotnie, a obecnie izolowane
szczepy réwniez mozna zaliczy¢ do trzech roznych grup genetycznych. Trudno uzyskaé
informacje, ktore moglyby okresli¢ miejsca pochodzenia norek, ktore byla stadem
podstawowym w finskich fermach. Z pewnoscia byty to norki z Ameryki Potnocnej, Danii lub
Szwecji. W obrgbie drugiej grupy genetycznej znajdujg si¢ glownie szczepy nordyckie, ale
podobienstwo sekwencji szczepow AMDV  do szczepdw z innych regionow geograficznych,
pozwalatoby takze na umiejscowienie ich w tej grupie genetycznej. W kazdej z grup znalazty
si¢ takze szczepy patogenne np. w pierwszej grupie AMDV-United, w drugiej AMDV-K a w
trzecief AMDV-Utah 1. Nie mozna wigc byto okreslic grupy, ktora charakteryzowataby sie
wystepowaniem bardziej szczepow patogennych. Badacze sugerujg, ze pojawianie si¢
szczepow patogennych jest spontaniczne i ewoluujag one w Kierunku szczepéw o mniejszej
patogennosci, bowiem pojawiajg si¢ nowe szczepy 0 duzo mniejszej zjadliwosci. Wsrod
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analizowanych szczepow pochodzacych z Danii 1 Holandii stwierdzono mniejsze
zroznicowanie genetyczne szczepéw AMDV niz wérod szezepow finskich. Badacze wykazali
na jednej z ferm norek amerykanskich szczepy AMDV o bardzo wysokim stopniu
podobienstwa, chociaz na innych fermach nie bylo to potwierdzone. Potwierdzaja to wyniKi
badan OLOFSSON i in. (1999) w ktorych szczepy AMDV pochodzace z jednej fermy
przynalezaly do réznych grup. Stwierdzono ponadto przypadki wystgpowania zakazenia
réznymi szczepami AMDYV, u tej samej fermowej norki amerykanskiej.

GOTTSCHALCK i in. (1991) stwierdzili ze zmienno$¢ wirusa jest efektem dtugiego okresu
ewolucji a nie wysokiego stopnia mutacji.

Badania nad epidemiologia AMDV w Estonii prowadzili LEIMANN i in. (2015), na
podstawie analizy filogenetycznej wstepujacych endemicznie AMDV pozyskanych od dziko
zyjacych norek amerykanskich, norek europejskich, kuny lesnej, tchorza zwyczajnego, jenota,
borsuka europejskiego, wydry europejskiej i kuny domowej. Nie potwierdzono obecnosci
AMDV u badanych zwierzat dziko zyjacych gatunkéw w Estonii, poza wystgpowaniem
AMDV u dziko zyjacych norek amerykanskich. Nie mozna jednak jednoznacznie stwierdzié,
ze U badanych zwierzat nie wystepuja AMDV, poniewaz niewykrycie wirusa mogto wynikaé
z przebadania niewielkiej stosunkowo liczby dzikich norek amerykanskich. Nie wykazano
podobienstwa sekwencji nukleotydowych 4 izolowanych szczepow AMDV z sekwencjami
szczepow dziko zyjacych norek amerykanskich. Moze to §wiadczy¢ 0 tym, ze badane dzikie
norki  amerykanskie nie byly uciekinierami z badanych stad amerykanskich norek
fermowych. Ponadto ztapano je w znacznej odlegtosci od badanych stad amerykanskich
norek fermowych.

Tak samo jak w przypadku stad norek fermowych finskich (KNUUTTILA i in. 2009b)
trudno byto okresli¢ ich pochodzenie, chociaz zapoczatkowaty one hodowlg fermowych norek
amerykanskich w Estonii. Mozna jedynie przypuszczaé, ze poczatkowo norki pochodzity z
ZSSR, do ktorego zostalty zaimportowane z Niemiec. Dwa izolowane szczepy AMDV
pochodzace od norek dziko zyjacych byly podobne do szczepow dunskich, a dwa pozostate
r6znily si¢ od pozostatych analizowanych szczepow. Mozna podejrzewaé, ze AMDV wykryty
u tych norek pochodzit pierwotnie ze stad fermowych norek amerykanskich, ale Zaden z
izolowanych szczepow nie wskazywat na ewentualne pokrewienstwo. Wyniki badan wskazuja
takze na brak Korelacji pomiedzy geograficzng izolacja szczepu AMDV a grupa
filogenetyczng. W tym wzgledzie szczepy AMDYV finskie i estonskie sa podobne do szczepoéw
AMDYV izolowanych ze stad amerykanskich norek fermowych w innych krajach. Moze to
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wskazywa¢ na intensywny obrét norek, pomiedzy fermami roéznych krajow oraz mozliwo$é
transmisji szczepow AMDV wsrod dzikich norek amerykanskich. Nie wykazano korelacji
miedzy patogennos$cig a przynaleznoscig do grupy genetycznej.

HAGBERG i in. (2016) opisali nowa metode pozwalajgca na szybkie okreslenie sekwencji
calego genomu AMDV. Modelowym szczepem byt szczep AMDV-G zadaptowany do
hodowli komorkowej. Aby porowna¢ sekwencje markerow zjadliwosci uzyto szczep AMDV-
Utah. Badania potwierdzily obecno$¢ wcezesniej znanych réznic w sekwencji pomiedzy tymi
szczepami, ale nie zaobserwowano zmian w regionach petnigcych funkcje regulacyjne.
Badacze uwazaja ze za zjadliwo$¢ moga odpowiadaé raczej struktury biatek niz geny
regulatorowe. Wykazano takze réznice miedzy sekwencja uzywanego Szczepu, a sekwencja
tego samego szczepu opisang W innych badaniach. By¢ moze moglo to by¢ wynikiem
zadapotowania szczepu do hodowli komoérkowej lub odmiennej techniki sekwencjonowania.
Potwierdzono udzial gené6w VP i NS w tropizmie oraz w patogennosci.

Wykazano, ze uszkodzenie genu kodujacego biatko NS1 powoduje zaburzenia w
replikacji wirusa. Najwieksze roznice stwierdzono pomiedzy sekwencjami nukleotydow
szczepow AMDV-G i AMDV-Utah w rejonie lewej otwartej ramki odczytu. Natomiast w
rejonie prawej otwartej ramki odczytu jest wiecej sekwencji konserwatywnych zawierajacych
czynniki zjadliwo$ci. Mozna zatem stwierdzié, ze zjadliwos¢ szczepu AMDV-Utah wynika
raczej z innych zaleznosci niz z aktywnosci biatek VP, dlatego nalezy zwréci¢ wigksza uwage
na znaczenie biatek NS. Odkryto takze obecnos¢ o$miu sekwencji TATA, chociaz ich funkcja
nie zostata ustalona dlatego wymagane sg dalsze badania.

JENSEN in. (2011) badali patogeneze sztucznego zakazenia norek AMDV metoda PCR.
Wykazano obecnos¢ wirusa we krwi, ptucach, kale oraz w wymazach z nosa i jamy ustnej.
Stwierdzono wystepowanie wiremii w 1-3 tygodnie po zakazeniu. Ze wzgledu na szerzenie
si¢ zakazen pomigdzy fermami norek amerykanskich badacze sugeruja na mozliwe zakazenie
drogg aerogenng. Jest to skorelowane z krétkotrwatg obecnoscig AMDYV w wymazach z jamy
nosowej i ustnej. Nie we wszystkich badanych probkach ptuc stwierdzono obecnos¢ AMDV.
Ich zdaniem, w badaniach diagnostycznych lepszym materiatem od krwi jest §lina lub kat, w
ktorym AMDV wystepuje dituzej. Najcenniejszym materiatem diagnostycznym jest jednak
$ledziona, bowiem AMDV stwierdzono przez caly okres badan tj. az do 4 tygodni po
zakazeniu eksperymentalnym.

Przydatno$¢ $ledziony do diagnostyki potwierdzajg takze inni badacze (KNUUTTILA I IN.
2009b). Mozg 1 watroba nie sa tak dobrym materiatem do diagnostyki AMDYV, bowiem
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rzadziej u fermowych norek amerykanskich stwierdzano obecnos¢ AMDV. Nie wykazano
obecnosci AMDV w tych narzadach u norek dzikich. Badania potwierdzity wystgpowanie
AMDV u wigkszosci badanych norek w jelitach w 8, 16 i 24 tygodniu po zakazeniu AMDV.
Tylko u kilku norek wykazano obecnos¢ wirusa w kale. Moze to wskazywac na ograniczong
replikacje AMDV w jelitach.

Pierwsze opublikowane badania nad analizg filogenetyczng AMDV w  Polsce
przeprowadzili REICHERT | KosTRO (2014). Wykazali oni podobienstwa filogenetyczne
wyizolowanych szczepow polskich do szczepow kanadyjskimi, ktorych sekwencje pozyskano
z GenBanku. Gtownym zrodtem importu fermowych norek amerykanskich byta Ameryka
Poénocna, skad AMDV mogt zostaé zawleczony wraz z zakazonymi norkami do Polski. Na
podstawie sekwencji genow wyizolowanych szczepéw AMDV  podzielono je 3 podstawowe
grupy. Badano gen VP2, ze wzgledu na jego potencjalny udziat w patogenezie AMD. Nie
udato si¢ sklasyfikowa¢ szczepow AMDV na podstawie miejsce lub czas ich izolacji. Nie
wykazano zwiagzku szczepéw AMDYV z ich patogennoscig. Badacze wskazali takze na istotny
czynnik transmisji jakim sa norki amerykanski-uciekinierzy, dzikie norki amerykanskie oraz
potozenie geograficzne Polski. Zwracaja uwage na mozliwosci przemieszczania si¢ norki
amerykanskiej przez granice Polski z Rosja, Litwa i Biatorusiag. Mozliwe sa takze inne
nieznane zroédta AMDV. Zdaniem badaczy wskazane sa dalsze badania nad analizg
filogenetyczng szczepow AMDV pochodzacych z krajowych stad fermowych norek
amerykanskich oraz dziko zyjacych.

JAKUBCZAK i in. (2017) podjeli si¢ oceny wystgpowania wirusa AMDV u fermowych oraz
dziko zyjacych norek amerykanskich. Do badan pozyskano 11 norek fermowych, u ktérych
potwierdzono metoda CIEP obecnos¢ swoistych przeciwciat dla AMDYV oraz 20 norek dziko
zyjacych. Wszystkie probki badano metodg PCR. Materiat genetyczny AMDV potwierdzono
we wszystkich probkach amerykanskich norek fermowych oraz w 7 probkach amerykanskich
norek dziko zyjacych. Fragmenty genomu wirusa wyizolowane i poddane analizie sekwencji
wykazywaly duzo mutacji. Uzyskane izolaty uktadaty si¢ w 2 oddzielne galezie drzewa
filogenetycznego. W jednej gatezi znajdowatly si¢ izolaty pochodzace od zwierzat dziko
zyjacych ktore byly wykazywaty duze podobienstwo do szczepow irlandzkich. W drugiej
galezi byly izolaty uzyskane od amerykanskich norek fermowych, ktore wykazywaty duze
podobienstwo do szczepow rosyjskich i 1 szczepu irlandzkiego. Szczepy AMDYV izolowane u
norek dziko zyjacych wykazywaty 100% podobienstwo do szczepu AMDYV izolowanego ze
stada fermowych norek amerykanskich. T¢ sama zaleznos$¢ stwierdzono u fermowych norek
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amerykanskich pochodzacych z réznych ferm. Wszystkie szczepy byty tez w takim samym
stopniu odmienne od szczepdéw niepatogennych, tylko wykazywaty inne kierunki zmian.
Zdaniem badaczy mozna podejrzewaé, ze AMDV wystepujacy w §rodowisku naturalnym u
zwierzat wolno zyjacych wystepuje powszechnie, poniewaz jego dziatanie nie jest tak wysoce
patogenne.

CHEN i in. ( 2015) wskazali na skuteczno$¢ uzycia metody ELISA w poréwnaniu do CIEP
w diagnostyce AMDV. Badacze stwierdzili, ze ELISA jest prostsza w wykonaniu, nie
wymaga wielkich naktadow finansowych oraz umozliwia zautomatyzowanie procesu
badawczego. Umozliwia to zbadanie olbrzymiej liczby probek, w krotszym okresie czasu. Do
uzytego zestawu ELISA opracowano antygen VP2 sklonowany na Escherichia coli.

Podobne badania majace na celu poréwnanie metody CIEP i ELISA, w diagnostyce
AMDYV, przeprowadzili ANDERSSON | WALLGREN (2013). Opracowali oni 2  zestawy
diagnostyczne ELISA. Pierwszy zestaw ELISA bazowal na antygenie AMDV-G, a drugi na
rekombinowanym antygenie VP2. Zestaw ELISA bazujacy na antygenie AMDV byt bardziej
czuly, przy badaniu fermowych norek amerykanskich chorujacych przewlekle. Wykazali, ze
metoda ELISA jest mniej czuta niz CIEP. Stopien specyficznosci obu metod byt taki sam.
Wskazali oni na duza przydatnos¢ metody CIEP ze wzgledu na niskie koszty wykonania. Ich
zdaniem CIEP nadal powinien by¢ stosowany, poniewaz jest zlotym standardem w
diagnostyce AMDV.

CHEN i in. (2015) porownywat metody CIEP, ELISA oraz Western Blotting wykrywajace
swoiste przeciwciata dla AMDV. Metody byly poréwnywane pod wzgledem czutosci i
swoisto§ci W stosunku do  CIEP. Wykazano, ze metoda ELISA ma szans¢ na
zautomatyzowanie procedury oraz obnizy¢ naktady pracy przy diagnostyce AMDV. W
jednym z opracowanych zestawow ELISA antygenem byt rekombinowanym gen VP2 na
baculowirusie, natomiast w drugim rekombinowany gen VP2 na Escherichia coli. Badania
wykazaly, ze drugi zestaw ELISA byt bardziej czuty, swoisty oraz szybszy co jest niezwykle
istotne przy badaniach masowych w kierunku AMDV.

Badania poréwnujace efektywnos¢ CIEP i ELISA wykonali takze DAM-TUXEN i in.
(2014). Do badan pozyskali oni 3810 amerykanskich norek ze stad fermowych, o réznym
statusie epizootycznym. W niektérych stadach AMD nie wystgpowata od wielu lat, a w
innych wystgpita stale lub pojawita si¢ niedawno. Wykazano wyzsza swoisto$¢ metody
ELISA w poréwnaniu do CIEP.
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FARID | SEGERVALL (2014) wykonali dwa interesujagce badania, w ktorych norki
amerykanskie zostaly sztucznie zakazone AMDV. W ramach pierwszego eksperymentu
pozyskali 41 dzikich norek amerykanskich, ktore zakazano donosowo réznymi stezeniami
zmacerowanej $Sledziony norek, po uprzednim ich zakazonych AMDV. Norki byty badane
metodg PCR, w celu potwierdzenia obecnosci DNA AMDV. Po 218 dniach od zakazenia
norki poddano eutanazji. W celu przeprowadzenia badan metoda CIEP i PCR pobrano od nich
krew do probowek zawierajacych EDTA, heparyne oraz do probowek bez antykoagulantu.

W drugim eksperymencie zakazono 262 norki, takim samym materialem. NorKki
podzielono na 2 grupy w zalezno$ci od okresu zakazenia. Do pierwszej grupy nalezaty norki
amerykanskie, ktore zostaly poddane eutanazji po 16-19 tygodniach od zakazenia
eksperymentalnego. Norki z drugiej grupy poddano eutanazji po 20 tygodniach od zakazenia.
Od norek, u ktorych wczeséniejsze badania PCR potwierdzity obecno$¢ AMDV pobierano
krew do badania metoda CIEP. Otrzymane wyniki badan metoda CIEP i ELISA poddano
analizie statystycznej. Wykazano rézne wysokosci pozioméw swoistych przeciwcial. ELISA
okazat si¢ bardziej czuty.

Wykazano, ze kilka probek dodatnich w PCR byty ujemnych w CIEP. Moglo to ich
zadaniem wynika¢ z niskiego poziomu przeciwcial. Metody serologiczne nie zawsze sg
miarodajne, poniewaz czasami wystepuja wyniki fatszywie dodatnie, wynikajace np. z niskiej
specyficznoséci. Wykazano, ze kilka probek ujemnych w badaniu ELISA bylo dodatnich w
badaniu metoda CIEP, ale nigdy byto odwrotnie. Wyniki fatszywie ujemne spowodowane sg
glownie niskim poziomem swoistych przeciwciat. Zdaniem badaczy metody serologiczne nie
powinny by¢ jedynym wskaznikiem do eliminacji norki dodatniej, z badanej populacji
fermowych norek amerykanskich.

Zestawy ELISA w ktorych antygenem jest gen VP2, nie zawsze jest jednak
rekomendowany przez niektore laboratoria, bowiem AMDYV indukuje swoiste przeciwciata
zarowno dla genow VP2, VP1 lub NS1. Zalecane sg zestawy ELISA wykrywajgce wszystkie
geny AMDV.

W czasie choroby nie zawsze mozna wyizolowa¢ material genetyczny AMDV z tkanek
lub wydzielin oraz uzyska¢ wysokie miana wirusa w probkach, w celu rozpoznania AMDV.
Niskie miana AMDV lub ich brak w badanym materiale nie wyklucza jednak obecnosci
wirusa w organizmach norek, szczegoélnie w ognisku AMD, dlatego bardziej przydatna jest
metoda real-time PCR (cul 1 in. 2018, BUSTIN 2000, BUSTIN i in. 2009).
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KOWALCZYK | JAKUBCZAK (2015) uwazajg, ze metody immunoenzymatyczne ograniczaja
metody diagnostyczne, tylko do poziomow przeciwcial swoistych we Krwi, a przeciez
wiremia nie wystepuje przy AMD przez caly okresie jej przebiegu. Poziom przeciwciat nie
zawsze moze by¢ wystarczajaco wysoki, dlatego mogg wystepowaé wyniki fatszywie
ujemne. Zdaniem badaczy réwniez metody biologii molekularnej moga dawa¢ wyniki
falszywie ujemne. Jest to spotykane czes$ciej w badaniu molekularnym krwi, ktora jest

trudnym materiatlem badawczym (KowALCzYK I JAKUBCZAK 2015).
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6. WNIOSKI

1. Badania serologiczne metodg CIEP pozwolity na wykrycie swoistych przeciwciat
dla AMDV u norek oraz oceng sytuacji epizootycznej AMD, w badanych
krajowych stadach fermowych norek amerykanskich.

2. Czestotliwo$¢ wystepowania swoistych przeciwciat dla AMDYV wynosita od 0 do
92,8%.

3. Metody biologii molekularnej pozwolity na weryfikacj¢ badan serologicznych
CIEP, zwic¢kszajac efektywno$¢ diagnostyczng AMDV.

4. Metoda nested PCR okazata si¢ bardziej czuta od klasycznego PCR.
5. Najbardziej czulg metoda w diagnostyce AMDV byt real-time PCR.

6. U norek amerykanskich, w krajowych stadach fermowych, wykryto nowe

sekwencje fragmentu genu AMDYV, ktére umieszczono w bazie GenBanku.

7. Analiza filogenetyczna wykrytych izolatow AMDYV, wykazata bardzo wysokie
pokrewienstwo filogenetyczne do trzech izolatow amerykanskimi oraz jednego

rosyjskiego i chinskiego.
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STRESZCZENIE

Ocena przydatnosci wybranych metod biologii molekularnej w diagnostyce choroby
aleuckiej norek

Choroba aleucka norek (AMD) jest choroba autoimmunologiczna wywotang przez
parwowirusa choroby aleuckiej norek (AMDYV) i objawia si¢ gtdéwnie zaburzeniami rozrodu

w hodowli norek. W jej diagnostyce stosuje si¢ najczes$ciej metody serologiczne.

Poczatkowo badano surowice norek metoda immunoelektroforezy przeciwpradowej
(CIEP) 6 krajowych fermach. Czgstotliwo$¢é swoistyCh przeciwciat dla AMDV wynosita od
0 do 92,8%.

Opracowano PCR do amplifikacji fragmentu genu VP2 AMDYV warunkujacego
patogennos¢ AMDYV. Otrzymano izolaty genu VP2 AMDV ktore poddano
sekwencjonowaniu. Uzyskane nowe sekwencje nukleotydowe z polskich stad norek ktore
wykazywaty bardzo wysoki 97,9% stopien podobienstwa do ADV-Utah 1 VP2 gene USA
oraz 96,7% podobienstwo do Far East VP 2 gene Russia i ADV-LN2 VP2 gene China.

Metoda CIEP w badaniach serologicznych byla wysoce swoista i bardzo czula, ale
opracowane metody biologii molekularnej tj. PCR, nested PCR oraz real-time PCR byly
bardziej czute do oceny rzeczywistej sytuacji epizootycznej AMD w fermie norek, dlatego

zalecane jest rownoczesne stosowanie metod serologicznych i metod biologii molekularnej.

Slowa kluczowe: choroba aleucka norek , CIEP, PCR, nested-PCR, real-time PCR
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SUMMARY

Evaluation of selected methods of molecular biology in the diagnosis of the Aleutian

mink disease

Aleutian Mink Disease (AMD) is an autoimmune disease caused by the Aleutian Mink
Disease Virus (AMDV) and manifests itself mainly by reproductive disorders in mink

farming. Serological methods are most often used in its diagnosis.

Initially, mink sera were tested by countercurrent immunoelectrophoresis (CIEP) in 6
Polish farms. The frequency of specific antibodies for AMDYV ranged from 0 to 92.8%.

PCR was developed to amplify the fragment of the AMDV VP2 gene determining the
pathogenicity of AMDV. AMDV VP2 gene isolates were obtained and subjected to
sequencing. The obtained new nucleotide sequences from Polish mink farm showed a very
high 97.9% similarity to ADV-Utah 1 VP2 gene USA and 96.7% similarity to Far East VP 2
gene Russia and ADV-LN2 VP2 gene China.

The CIEP method in serological tests was highly specific and very sensitive, but the
developed molecular biology methods, i.e. PCR, nested- PCR and real-time PCR, were more
sensitive to assess the actual epizootic situation of AMD on the farm, therefore the

simultaneous use of serological and molecular biology methods is recommended.

Key words: Aleutian mink disease, CIEP, PCR, nested-PCR, real-time PCR
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