Zastosowanie technik elektroforetycznego rozdziatu jednoniciowego DNA
oraz Real-time PCR (gPCR) do detekg;ji i roznicowania zakazen wirusem

rzekomego pomoru drobiu.

Epidemie powodowane przez wysokopatogennego wirusa rzekomego pomoru drobiu
(NDV - ang. Newcastle disease virus) z rodziny Paramyxoviridae stanowig obecnie jedno
z wiekszych zagrozen dla hodowli ptactwa domowego na swiecie. Jednak w przesztosci
szerokie rozpowszechnienie w srodowisku szczepdw o niskiej zjadliwosci nie wzbudzato
duzych obaw ze strony stuzb weterynaryjnych czy hodowcéw drobiu, pomimo dowodéw
na to, ze obecnos¢ wirusa powodujgcego rzekomy pomér drobiu w populacji zwierzagt moze
utrzymywadé sie nawet przez dwa lata (Kapczyniski i King 2005, Samuel i Spadbrow 1989).
Szeroko zakrojona akcja szczepien teoretycznie zapewniata ochrone przed kolejnymi
epidemiami tej ptasiej choroby. Poczucie wzglednego spokoju nie trwato jednak dtugo, gdyz
okazato sie, ze niegrozne i powszechnie wystepujgce szczepy wirusa rzekomego pomoru
drobiu mogg poprzez nabycie zaledwie dwéch mutacji punktowych przeksztatcié sie w typ
o wysokiej zjadliwosci. Pierwsze udokumentowane nabycie cech wysoce patogennego
szczepu wirusa rzekomego pomoru drobiu odkryto w Irlandii w 1990 roku (Collins i wsp.
1993, Collins i wsp. 1998). Nastepnie zauwazono, ze australijski szczep niskopatogenny,
bedacy przez 30 lat szeroko rozpowszechniony na tym kontynencie, uzyskat dwie mutacje
punktowe w genie kodujgcym biatko F (izolowano réwniez ,stadia przejsciowe” z
pojedynczymi mutacjami). Spowodowato to wzrost indeksu domdézgowej zjadliwosci (ICPI —
ang. intracerebral pathogenicity index) z 0 do 1,7 (wszystkie szczepy uzyskujgce ICPI powyzej
0,7 uznaje sie za patogenne). Epidemia wysoce zjadliwym mutantem trwata od 1998 do 2000

roku i spowodowata olbrzymie straty w gospodarce.
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Rycina nr 1. Porownanie sekwencji nukleotydowej fragmentow genu f, ktérego dwie mutacje

punktowe powodujq znaczny wzrost zjadliwosci.

Wirusy podobne do australijskiego szczepu V4 izolowane sg w takich krajach jak: Nowa
Zelandia, Malezja, Japonia, Niemcy, Francja, Wtochy, Hiszpania czy Wielka Brytania. Stwarza
to duze zagrozenie, ze i w tych krajach moze dojs¢ do pojawienia sie nowego, bardzo
niebezpiecznego szczepu wirusa choroby Newcastle. Wyzej wymienione obserwacje zostaty
potwierdzone doswiadczalnie, gdy udowodniono, e kilkukrotne pasazowanie
niskopatogennego wirusa w workach powietrznych oraz mdzgu kurczat moze doprowadzié
do znacznego zwiekszenia wirulencji (Alexander i Senne 2008). Hipoteza powstawania
spontanicznych mutacji, a co za tym idzie ciggle zmieniajgcej sie struktury genetycznej
populacji wirusow (z jednoczesnym zachowaniem form przejsciowych) byta wielokrotnie
przedstawiana dla wielu niespokrewnionych gatunkéw patogenéw (Delwart i Gordon 1997,
Sanchez i wsp. 2003, Figlerowicz i wsp. 2010). Ta zmiennos¢ jest szczegdlnie widoczna
w wirusach RNA ze wzgledu na brak mechanizmoéw naprawczych w trakcie replikacji genomu
(Domingo i wsp. 1996, Lauring i wsp. 2013).

W zwigzku z tym niezwykle wazine jest wprowadzenie badain przesiewowych
pozwalajgcych zaréwno na szybkie okreslenie wirulencji, jak i wykrycie nowych potencjalnie
groznych szczepéw NDV. Aktualnie stosowane metody diagnostyki molekularnej oparte
na wykrywaniu specyficznych sekwencji nukleotydowych poprzez zastosowanie sond typu
TagMAN w real-time PCR nie nadajg sie do tego celu z powodu bardzo matych i trudnych
do przewidzenia zmian w genomie, wymaganych do transformacji patotypu wirusa. Mutacje
te uniemozliwiajg przyczepienie sie sond do badanego DNA, co skutkuje btednym odczytem
(Kim i wsp. 2006). Natomiast kazdorazowe sekwencjonowanie duzej ilosci izolatéw jest
zarbwno czasochfonne jak i kosztowne, nawet przy wykorzystaniu techniki
pyrosekwencjonowania (de Battisti i wsp. 2013). Pomocne w tym przypadku mogg by¢ dwie
niezalezne metody, ktére opracowatem w trakcie mojego doktoratu.

W pierwszej z dotgczonych publikacji zaprezentowatem mozliwo$é odrdznienia
patogennych szczepéw NDV od szczepionkowych poprzez wykorzystanie zdegenerowanych
starteréw do powielenia fragmentéw odpowiadajgcych za wirulencje wirusa za pomocg
techniki RT-PCR (odwrotna transkrypcja z tancuchowg reakcja polimerazy) z dodatkiem

barwnika interferujgcego do DNA (SYBR Green 1) i analizg krzywych topnienia (Nidzworski



i wsp. 2011). Dziewiecdziesiecio-dwu nukleotydowe fragmenty DNA rdznych izolatéw NDV,
tworzyty dwie grupy charakteryzujgce sie odmiennymi punktami topnienia (ang. melting
peak). Dla szczepédw niskopatogennych byt to przedziat 81,62°C-82,35°C, a dla $rednio
i wysoko patogennych 85,22°C-87,52°C. Specyficzno$¢ zdegenerowanych starteréw byfa
sprawdzona miedzy innymi na grupie najblizej spokrewnionych wiruséw z pozostatych
serotypéw APMV (ang. avian paramyxovirus). Dzieki zastosowaniu powyziszej metody
mozliwe jest szybkie patotypowanie izolatéw NDV bez koniecznosci stosowania klasycznych
technik, takich jak ustalanie domdézgowego indeksu zjadliwosci (ICPI).

Wadg metod opartych na technikach real-time PCR jest duza trudnos$¢ w detekcji zakazen
wieloszczepowych lub rozréznienia populacji zawierajgcej swoiste pod-gatunki, czyli
,quasispecies”. Do tego celu mozina wykorzysta¢ technike SSCP (ang. single-stranded
conformational polymorphism) opisang po raz pierwszy przez M. Orita w roku 1989.
Wykorzystuje ona zmienng mobilno$¢ pojedynczej nici DNA w Zelu poliakrylamidowym
w zaleznosci od sekwencji tej nici przy jej jednakowej dtugosci. Prowadzenie elektroforezy
w zmiennych warunkach temperaturowych dodatkowo poprawia mozliwosci rozdzielcze
techniki. Takg odmiane SSCP nazywamy MSSCP (ang. multitemperature single-stranded
conformational polymorphism) (Kaczanowski i wsp. 2001). W drugiej z zatgczonych
publikacji przedstawitem metode opartg na powyzszej technice, dzieki ktérej mozliwe jest
nie tylko specyficzne rozrdznianie konkretnych szczepéw czy izolatéw NDV, ale réwniez
wykrywanie ich mieszanek w jednej prébce (Rabalski i wsp. 2014). Nieosiggalna dla techniki
real-time PCR specyficznos¢ w tym przypadku pozwala na $ledzenie rozprzestrzeniania sie
wirusa w populacji, jak réwniez na monitorowanie jego stabilnosci genetycznej. W swoich
badaniach symulowatem zakazenia quasispecies-NDV, ktdore miaty miejsce w Australii w
latach 1998-2002 oraz potencjalny rozwdj infekcji wysokopatogennym szczepem wirusa u
wczesniej zaszczepionej kury. Obydwa przypadki wykazaty, ze zastosowanie w tych celach
metody MSSCP przynosi bardzo dobre rezultaty i moze staé sie alternatywa dla drogich

sekwencjonowan.



