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Oligonukleotydy, sekwencja nukleotydowa
fragmentu
genu biatka fuzyjnego F wirusa Newcastle Dise-
ase (NDV), zastosowanie sekwencji nukleotydo-
wej do detekcji i réznicowania odmiennych

szczepow NDV

Przedmiotem wynalazku sa oligonukleotydy, konserwowana sekwencja nukle-
otydowa wchodzaca w skiad genu kodujacego biatko fuzyjne wirusa rzekomego pomoru
drobiu (Newcastle Disease Virus, NDV, APMV-1), zastosowanie sekwencji nukleoty-
dowej do detekgji i té6znicowania szczepow NDV.

Ogolnie wynalazek dotyczy wykrywania i réznicowania odmiennych szczepow
NDYV w naturalnych warunkach ich wystgpowania.

Przedmioty wynalazku shuza do stosowania zdegenerowanych oligonukleotydéw
komplementarnych do sekwencji genu biatka fuzyjnego F przy wyktywaniu i rdznico-
waniu wirusa rzekomego pomoru drobiu w wymazach z ukladéw oddechowego i/lub
pokarmowego ptakéw.

Choroba rzekomego pomoru drobiu wywolywana jest przez wirusa APMV-1
(ang. Avian Paramyxovirus Type 1) nalezacego do rodziny Paramyxoviridae, rodzaju Avu-
lavirus (Mayo 2002).

Witiony Paramyxoviridae maja zlozona budowe zawierajaca otoczke lipidows,
warstwe bialkows oraz nukleokapsyd. Czasteczki przyjmuja zazwyczaj ksztalt od sfe-
rycznego do pleomorficznego, a ich wymiary wahaja si¢ w granicach 150-350 nm, przy
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czym mozliwe jest rowniez wystgpowanie form filamentowych o dlugosci dochodzacej
do 10000 nm. W dwuwarstwowej otoczce lipidowej zanurzone sa dwie glikoproteiny
powierzchniowe — NH oraz F, ktore wznosza si¢ ponad powierzchni¢ blony na wyso-
kos¢ od 8 nm do 12 nm, formujac homooligomery. Tuz pod otoczks znajduje si¢ jedno-
lita warstwa zbudowana z biatka M (matrix), a pod nia nukleokapsyd ztozony gléwnie z
biatka NP ( réwniez L, P ), ktory chroni jedno niciowe RNA (ok. 15000 nukleotydéw) o
ujemnej polarnosci. Nukleokapsyd ma wydluzony, czgsto pozawijany, ksztalt o dlugosci
600-800 nm i szerokosci 13-18 nm 1 charakteryzuje si¢ budows heliakalng ze skokiem od
5,5 nm do 7 nm. Jest on zdolny do przeprowadzenia pierwszej transkrypcji, dzigki cze-
mu uwaza si¢ go za najmniejszy infekcyjny fragment wirusa (Compans et al. 1967, Ta-
kimoto et al. 2004). Genom NDYV koduje szes¢ bialek: NP (azrg. nuclear protein), P (ang.
phosphoprotein), M (ang. matrix), F (ang. fuzion), L (ang. large protein), HN (ang. hema-
gelutinin-neuraminidase).

Geny kodujace biatka znajduja si¢ pomigdzy nie kodujacymu fragmentami o dhu-
gosci 50 nukleotydéw od strony 3’ oraz 50 — 161 nukleotydéw od strony 5’. Odcinki te
pelnia funkcje regulatorows, czesto okresla si¢ je odpowiednio jako sekwencja liderowa i
(-liderowa, ktore konieczne sa do prawidlowego przebiegu procesu transkrypcijt i repli-
kacji. Wszystkie geny otoczone sa sekwencjami regulatorowymi, podlegajacymi proce-
sowl transkrypcji, miedzy ktorymi znajduja si¢ ,,introny” o wielkosci od 1 do 56 nukle-
otydow.

Dojrzala czastka wirusa przedostaje si¢ do organizmu gospodarza poprzez na-
btonek ukladu oddechowego (rzadziej pokarmowego). Za posrednictwem aktywowane-
go (dzigki interakcjom z bialkiem HN) biatka F dochodzi do polaczenia blon komor-
kowych wirusa i gospodarza. Po fuzji, biatko M ulega dysocjacji, a helikalny nukleokap-
syd przechodzi do cytoplazmy zakazonej komorki. Nastepuje pierwsza faza transkrypciji,
gdzie kompleks bialek L-P rozpoczyna proces syntezy mRNA dla bialka NP oraz
(H)RNA. Na matrycy antygenomu powstaje genomowe
(ORNA, ktore tak jak (+)RNA zostaje zwigzane przez intensywnie syntetyzowane nu-
kleoproteiny (Vidal 1 Kolakofsky 1989).

W drugiej fazie replikacji wirusa wzmozone zostaja procesy transkrypcji geno-
mowego RNA oraz translacji pozostalych bialek. Poniewaz paramyksowirusy posiadaja
tylko jeden enzym odpowiedzialny za w/w funkcje, to konieczne jest przelaczanie trybu

dzialania enzymu za pomocs kofaktora jakim jest fosfoproteina P.



Gdy nagromadzona zostaje odpowiednia liczba bialek oraz wirusowego (-()RNA,
tworzone sa nukleosomy zlozone z RNA oraz biatek NP, P i L. (zwane RNP). Ostatnig
faza cyklu replikacyjnego wirusa rzekomego pomoru jest odpaczkowanie dojrzalych
czastek od komérki gospodarza.

Endemicznie choroba Newcastle Disease Virus obejmuje tereny Azji, Afryki,
Centralnej i Poludniowej Ameryki, jednak bardzo latwo rozprzestrzenia si¢ na inne kon-
tynenty (Alexander 2003). Aktualnie wirus NDV uwazany jest, obok wirusa grypy pta-
koéw, za najgroZniejszego patogena ptakéw domowych 1 wirusa, ktdry przynosi najwigcej
strat finansowych w hodowli zwierzat. Jako przyklad moze posluzyé strata mi-
liardow dolaréw przez rzad Stanéw Zjednoczonych Ameryki Péinocnej w roku 2002 po
wystapieniu rzekomego pomoru drobiu na teranie stanu Kalifornia (Samal 2004). Dyrek-
tywa Unii Europejskiej nr. 92/66/EEC z 14 lipca 1992 rozszetzona tegulacjami nr.
806/2003 z 14 kwietnia 2003 toku oraz dyrektywa nr. 2006/104/EC z 20 listopada
2006, narzuca swoim czlonkom bezwzgledna walke z zakazeniami rzekomym pomorem
drobiu. Potwierdzona obecnos¢ zjadliwego wirusa NDV musi zosta¢ zgloszona inspek-
cji weterynaryjnej (CD 92/66/EEC).

Angielska nazwa choroby oraz wirusa ,,Newcastle Disease” wywodzi si¢ od bry-
tyjskiego miasta ,Newcastle-upon-Tyne”, nieopodal ktérego zdiagnozowano ja po raz
pierwszy w 1926 roku. Niemal réwnoczesnie w tym samym roku zostata ona wykryta na
wyspie Jawa w Indonezji. Pomimo braku pewnosci uwaza sig, Zze epidemie wysoce
patogennej choroby ptactwa domowego w Europie i Azji z polowy XVIII wieku to6w-
niez byly spowodowane przez wirusa NDV. Inne prawdopodobne miejsca wystgpowa-
nia rzekomego pomoru drobiu to: Wegry w 1912 i Szkocja w 1989. W Stanach Zjedno-
czonych Ameryki Pélnocnej NDV izolowany byl juz od lat 30 XX wieku (Alexander
1988).

Wyr6znia si¢ cztery pandemie APMV-1, z czego nie wszystkie mialy zasigg glo-
balny. Pierwsza rozpoczela si¢ w 1926 roku w hodowlach kutczat w poludniowo za-
chodniej Azji. Rozprzestrzenila si¢ w postaci dwéch fal, w latach 1926-1942 na terenach
Europy 1 ponownie pod koniec lat czterdziestych i poczatku pigédziesiatych na konty-
nentach europejskim, afrykanskim i w dwoch Amerykach. Tak dlugi czas potrzebny na
rozwoéj pandemii wynikal z powodu stabo rozwinigtego handlu mi¢dzynarodowego oraz

I Wojny Swiatowej (Lancaster 1966, Levine 1964).



Druga pandemia rozpoczeta si¢ pod koniec lat 60-tych na Srodkowym Wscho-
dzie i dzigki intensywnemu rozwojowi zaréwno hodowlit ptakéw jak i lotnictwa komet-
cyjnego w ciagu czterech lat rozprzestrzenita si¢ na calym swiecie (Francis 1973). Przyj-
muje sig, Ze z powodu stosowania na szeroka skale szczepionek przeciw NDV, w poz-
nych latach 70-tych rozprzestrzenila si¢ kolejna, trzecia fala zachorowan (Alexander
2001). zostala rozpoznana po raz pierwszy na Bliskim Wschodzie pod koniec lat 70-tych
(Kaleta et al. 1985). Na poczatku kolejnego dziesigciolecia ogniska choroby wykrywane
byly we Wloszech, Belgii i Niemczech. Ze wzgledu na fakt, ze za rozprzestrzenianie
rzekomego pomoru drobiu odpowiedzialne byly gol¢bie, to Wielka Brytania w 1983
roku wprowadzila calkowity zakaz importu tych ptakéw. Pomimo tego posunigcia juz
rok péiniej zglaszano infekcje drobiu wysoce zjadliwym wariantem wirusa NDV na-
zwanym PPMV-1 (eng. Pigeon Paramyxovirus Type 1). Powodem zakazen byla zanie-
czyszczona odchodami pasza skladowana w magazynach, gdzie gniezdzily si¢ chore
golebie (Alexander 1984). Do 1985 roku PPMV-1 rozprzestrzenit si¢ na wszystkich
kontynentach poza Australia (Cross 1995). W Polsce ostatnie doniesienia o wystapieniu
rzekomego pomoru drobiu pochodza z roku 1974, a w latach kolejnych izolowano
szczepy o mniejszej zjadliwosci niepowodujace nasilenia objawéw choroby. W latach
1995-2006 w Niemczech, Belgii, Danii, W}oszech, Szwecji 1 Holandii rozpoznano 1acz-
nie 333 ogniska wirulentnego wariantu NDV: 25 wsroéd komercyjnych hodowli kurcza-
kéw, 276 w przydomowych gospodarstwach oraz 32 mi¢dzy innymi ptakami trzymany-
mi w niewoli (np. goltebie) (EFSA 2007).

Eksperymentalnie udowodniono, ze NDV zakaza przynajmniej 236 gatunkéw z
ponad polowy rzedéw sposrod gromady ptakéw. W zaleznosci od gatunku gospodarza
oraz wariantu wirusa, choroba rzekomego pomoru drobiu moze przebiega¢ bezobja-
wowo lub doprowadzi¢ do $mierci ptakow (Kaleta i Baldauf 1988).

Gléwnym rezerwuarem wirusa APMV-1 sa gatunki zwierzat zaliczane do pta-
kéw wodnych oraz wedrownych (Pfitzer et al. 2000, Takakuwa et al. 1998, Ujvari et al.
2003). Ptaki te pomimo zakazefi czesto nie wykazuja objawéw klinicznych, co pozwala
na ,,niezauwazone” rozprzestrzenienie si¢ wirusa (Alexander 2003). Badania prowadzo-
ne w Hiszpanii wiréd 18 gatunkéw ptakéw wodnych pokazaly, ze 1,6% posiadato prze-
cwciala przeciw NDV (Maldonado et al. 1994). W regionach Kanady rok po epidemii
rzekomego pomoru drobiu 50% badanych kormoranéw (Phalacrocras: auritus) otraz peli-

kanow (Pelecanus erythrorhynchos) bylo seropozytywne (Wobeser et al. 1993). W przewaza-



jacej wickszosci izolowane szczepy APMV-1 wykazywaly si¢ niskq wirulencja, jednakze
Shengqing 1 wspolpracownicy wykazali mozliwos¢ zmiany wirulencji wiruséw izolowa-
nych z ptakéw wodnych poprzez ich pasaz w kurach domowych (Rosenberger et al.
1974, Hlinak et al. 2006, Shengqing et al. 2002). Waznym z punktu widzenia ekono-
micznego gospodarzem dla wirusa moga by¢ papugi. We wczesnych latach 70-tych eg-
zotyczne ptaki importowane do Stanéw Zjednoczonych Ameryki Pélnocnej wywolaly
epidemi¢ ND, ktéra przyniosta niemal 19 milionéw dolaréw strat (Werner et al. 1999).
Ptaki nalezace do nadrzedu paleognatyczne (np. strusie, kiwi), rzedu grzebiace (np.
przepiory, perlice) oraz golgbiowe réwniez wykazuja duza podatnosé na infekcje ptasim
paramyksowirusem typu pierwszego (Jorgensen et al. 1999). Przyjmuje si¢, ze najwicksza
smiertelnos¢ (do okolo 90%) wéréd zakazonych ptakéw wystepuje u kury domowej
(Gallus gallus domesticus) (Alexander 2003).

NDYV poza atakowaniem ptakéw ma tez zdolnos¢ do infekowania innych zwie-
rzat, w tym ludzi ( s3 to zazwyczaj pracownicy laboratoriéw lub osoby przeprowadzajace
szczepienia ), u ktorych wywoluje lekkie zapalenie rogowki. Nie stwierdzono transmisji
migdzy ludzmi. Dzigki zdolnosci do wybidtczego namnazania si¢ wirusa NDV w ko-
moérkach rakowych czlowieka i stymulacji fibroblastow do produkeiji interferonéw, roz-
waza si¢ uzycie NDV jako czynnika prowadzacego do remisji niektotych form nowo-
tworéw (Sinkovics i Horvath 2000).

W kale zakazonych zwierzat znajduja si¢ ogromne ilodci wirusa APMV-1, ktéry
wnika do cial kolejnych ptakéw dwoma drogami: wziewng oraz pokarmowa. Dodatko-
wo padczas przebiegu infekcji z powinowactwem do tkanek ukladu oddechowego wirus
jest uwalniany do $rodowiska w postaci aerozolu, ktory jest wdychany lub osiada na
blonach sluzowych zdrowych osobnikéw (Alexander 1988).

Pomimo okolo 9-14 dniowego okresu w jakim chory ptak uwalnia wirusa do
srodowiska, obecnos¢ APMV-1 w populacji ptakéw moze utrzymywac si¢ nawet ponad
dwa lata. Swiadczy to o tym, ze przynajmniej u czesci zwierzat choroba przechodzi w
faze chroniczng (Kapezynski i King 2005, Samuel et al. 1989).

Szczepy wirusa NDV mozna podzieli¢ ze wzgledu na patogennosé. OIE wyrdz-
nia pig¢ typow charakteryzujacych si¢ innym nasileniem objawéw (problemy z utrzyma-
mpm réwnowagi ~ upadanie, utpudnione oddychanie, rz¢zenie, charczenie, dusznosci,

wyciek z nosa, porazenia ukladu nerwowego, konwulsje, skret szyi, anoreksja, letarg,



obrz¢k glowy — szczegdlnie dookola oczu, wodnista ciemnozielona biegunka) oraz
$miertelnoscia (Alexander 2003).

Wyroznia sie¢ nastepujace typy patogennosci:

1. welogeniczny wicerotropiczny — $miertelnosé na poziomie do 100%, po-
za og6lnymi objawami zaatakowany zostaje uklad krwionosny, co doprowadza do krwo-
tocznosci;

2. welogeniczny neurotropiczny — podobna $miertelnosc, zapalenie ukladu
nerwowego i/lub oddechowego, brak objawéw ze strony ukladu krwionosnego;

3. mezogeniczny — $miertelnos¢ do 10%, srednio nasilone objawy ze strony
ukladu oddechowego, rzadko nerwowego;

4. lentogeniczny — zazwyczaj wszystkie ptaki przezywaja, brak lub niski po-
ziom objawéw ze strony ukladu oddechowego;

5. asymptomatyczny — zakazenie przechodzi bezobjawowo.

Gloéwng przyczyna réznic w zjadliwosci poszczegolnych szczepow jest sekwen-
cja aminokwasowa w bialku F rozpoznawana przez proteinazy komoérkowe. Poprzez
specyficzne miejsca cigcia prekursora biatka odpowiedzialnego za fuzje, ogranicza sig
mozliwos¢ namnazania zdolnych do infekcji wiruséw do komoérek zaopatrzonych w
zestaw wymaganych proteaz. Dlatego wlasnie wirusy lentogeniczne atakuja gléwnie
nablonek ukladu oddechowego ptakéw, bo tylko tam wystepuja komorki posiadajace
proteaz¢ podobna do trypsyny. (ang. Trypsin-like proteinase).

Bardzo czesto osoby diagnozujace chorobe, myla si¢ i podaja za przyczyne zaka-
zenia ptasia grypa wywolywana przez wirusa z rodziny Orfomyxoviridae. Dzieje si¢ tak z
powodu objawbw post mertem, ktore zblizone sg do w/w choroby (krwotoki wewnetrzne,
opuchlizna gornych czesci ciala, nekroza, opuchlizna, owrzodzenie tkanek limfoidal-
nych, zapalenie blony $luzowej tchawicy, zapalenie pluc, wybroczyny na workach po-
wietrznych) (Alexander 2003).

Na przebieg choroby rzekomego pomoru drobiu bardzo duzy wplyw maja zaka-
zenia towarzyszace takimi patogenami jak: Mycoplasma, E.co, oraz innymi wirusami. W
tych wypadkach nawet szczepy lentogeniczne moga powodowa¢ $mieré ptakéw. Kury,
ktére wezesniej mialy kontakt z mato zjadliwym typem NDV nie manifestuja zakazed
szczepami welogenicznymi (Nakamura et al. 1994).

Jedynymi sposobami walki z epidemiami rzekomego pomotu drobiu sa szcze-

pienia oraz zachowanie higieny hodowli ptakéw. Polska, jako czlonek Unii Europejskiej,



zobowiazana jest do przestrzegania zasad dotyczacych szczepionek zawartych w naste-
pujacych dokumentach: Decyzja Komisji Europejskiej 93/152/EEC, Dyrektywa
2001/82/EC, Dyrektywa 2004/28/EC oraz Farmakopea Europejska. Wedlug w/w
aktéw prawnych jako zywa szczepionke, mozna wykorzystywac szczepy APMV-1 spel-
niajace nastgpujace kryteria: ICPI < 0,4 (ang. Intracerebral Pathogenicity Index) jesli do
testow uzyto nie mniej niz 7logl0 EID50 (ang. 50% Egg Infective Dose) na jednego
ptaka lub ICPI < 0,5 jesh uzyto nie mniej niz 8log10 EID50. Aktualnie najczesciej sto-
suje si¢ lentogeniczne wirusy izolowane z przypadkéw terenowych takie jak: Hitchner
B1, LaSota/Clone 30, Ulster 2C, VG/GA, C2. Pomimo dopuszczenia w niektSrych
krajach Azji i Afryki szczepionek opartych na szczepach mezogenicznych, dla ktérych
ICPI miesci si¢ w przedziale 0,7 do 1,5 (np. Mukteswar, Komarov, Roakin) w Unii Eu-
ropejskiej sa zabronione (DKE 93/152/EEC) (D2001/82/EC) (D2004/28/EC).

Poniewaz szczepienia niskopatogennym wariantem NDV uodpariajg tylko
przed wystapieniem klinicznej formy choroby, a nie zapobiegaja infekcjom szczepami
wysoce zjadliwymi i ich siewstwu do Srodowiska, moze doj$¢ do niekontrolowanego
namnazania si¢ wiruséw groznej odmiany APMV-1. W dalszej perspektywie, gdy taki
wirus znajdzie si¢ w populacji podatnych zwierzat (np. nieszczepionych kur) doprowadzi
w szybkim tempie do jej unicestwienia.

Dodatkowo udowodniono wystgpowanie spontanicznych mutacji w materiale
genetycznym nisko zjadliwych szczepéw NDV, co wplywalo na zmiang typu patogen-
nosci z lentogenicznego na welogeniczny (Gould et al. 2001).

Aktualny stan techniki pozwala na czula detekcje witusa rzekomego pomoru
drobiu w prébach srodowiskowych oraz na wstgpne ustalenie zjadliwosci poszczegol-
nych izolatow. Metody te, opierajace si¢ na réznych wariacjach techniki real-time PCR,
nie tylko nie s3 w stanie wykrywac i rdznicowaé nowych nieopisanych szczepéw NDV,
ale réwniez nie pozwalaja na diagnozowanie zakazeft wieloszczepowych (Cattoli et al.
2010, Fuller et al. 2010, Li et al. 2009, Naveen et al. 2013, Tan et al. 2009, Yacoub et al.
2013, Zhang et al. 2010).

Konieczne wydaje si¢ wigc wprowadzenie nowej metody badan przesiewowych
pozwalajacej na szybka detekcje obcych (niewystepujacych do tej pory w populacii)
szczepow NDV, ktére potencjalnie moga by¢ wysoce patogenne.

Rozwiazanie opisanych powyzej probleméw zostaly osiagnicte w niniejszym wy-
nalazku.



Celem wynalazku jest dostarczenie srodkéw, ktére moglyby by¢ wykorzystane
do wczesnej detekcji nowych w danej populacji, potencjalnie wysoce zjadliwych szcze-
péw wirusa rzekomego pomoru drobiu nawet w sytuacji zakazen wieloszczepowych.

Przedmiotem wynalazku jest sekwencja nukleotydowa starteréw stuzaca do po-
wielenia fragmentu genu bialtka fuzyjnego APMV-1 w obrgbie ewolucyjnie silnie zacho-
wanego fragmentu tego genu. Sekwencja starteréw zostala tak opracowana, aby byla
komplementarna w mozliwie najwigkszym stopniu do sekwencji przedstawionych na
Fig. 1.

Korzystnie gdy sekwencja wedlug wynalazku jest identyczna z sekwencja przed-
stawiong na Fig. 2.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zastosowanie sekwencji nukleotydowej
starterébw do powielenia odcinka DNA (na matrycy RNA) o dlugosci 123 par zasad,
charakteryzujace si¢ tym, ze przeprowadza si¢ reakcje RT-PCR w warunkach: (45'C-40’;
95°C-2’; 35 x [95°C-307; 43°C-307; 68°C-15”]; 68°C-2") i analizuje si¢ produkty reakcji
rozdzielajac je w zelu agarozowym lub poliakryloamidowym, nastepnie barwiac DNA z
wykorzystaniem barwnikéw interkalujacych (np. bromek etydyny) lub metod opartych
na redukcji jonéw srebra.

Korzystnie gdy RNA matrycowym jest RNA wirusa rzekomego pomoru drobiu
uzyskane w wyniku izolacji RNA z materialu §rodowiskowego takiego jak wymazy z
ukladéw oddechowego lub pokarmowego.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zastosowanie elektroforezy jednonicio-
wego DNA do analizy produktéw RT-PCR, gdzie uzyto matrycowego RNA wirusa rze-
komego pomoru drobiu w celu stwierdzenia réznic w sekwencji nukleotydowej o tej
samej dlugosci.

Korzystnie gdy produkty reakcji sa rozdzielane na zelu poliaktyloamidowym
przy skokowej zmianie temperatury rozdziatu elektroforetycznego.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zastosowanie elektroforezy jednonicio-
wego DNA do analizy produktéw RT-PCR, gdzie uzyto matrycowego RNA wirusa rze-
komego pomoru drobiu w celu stwierdzenia obecnosci dodatkowego szczepu w prébie
$rodowiskowe;.

Korzystnie gdy produkty reakcji s3 rozdzielane na zelu poliakryloamidowym
ptzy skokowej zmianie temperatury rozdziatu elektroforetycznego oraz w probie $ro-

dowiskowej znajduja si¢ przyjemniej dwa rozne szczepy NDV.



Zalaczone figury pozwalaja na lepsze wyjasnienie istoty wynalazku.

Figura 1 przedstawia fragment genu biatka fuzyjnego réznych szczepéw APMV-
1 z zaznaczeniem sekwencji wybranej do powielania metoda RT-PCR .

Figura 2 przedstawia sekwencje starteréw zdegenerowanych 5>3" wedlug IU-
PAC uzywanych do powielenia konserwowanego ewolucyjnie rejony genu biatka fuzyj-
nego NDV.

Figura 3 jest graficznym przedstawieniem genu bialka fuzyjnego NDV, na kté-
rym zaznaczono fragment powielany przy uzyciu stateréw o sekwencji podanej na Fig.
2.

Figura 4 przedstawia zel agarozowy 2% po rozdziale produktéw reakcji RT-PCR
przy uzyciu starteréw zdegenerowanych przedstawionych na Fig. 2 na matrycy geno-
mowego RNA réznych szczepéw wirusa rzekomego pomoru drobiu. Na poszczegdlne
sciezki naniesiono:

1. pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker, 23 (fragmenty: 34, 67, 110/111, 147,
190, 242, 331, 404, 489/501 par zasad)

2. produkt reakcji RT-PCR na matrycy RNA szczepu LaSota NDV

3. produkt reakcji RT-PCR na matrycy RNA szczepu Roakin NDV

4. produkt reakcji RT-PCR na matrycy RNA szczepu Italy NDV

5. produkt reakcji RT-PCR na matrycy RNA szczepu Ulster NDV

6. Kontrola negatywna (brak matrycy).

Fig. 5 przedstawia zel poliakryloamidowy wybarwiony metods stebrows po roz-
dziale jednoniciowego DNA uzyskanego na matrycy genomowego RNA t6znych szcze-
poéw wirusa rzekomego pomoru drobiu. Na poszczegodlne Sciezki naniesiono:

1. produkt reakcji RT-PCR na matrycy RNA szczepu LaSota NDV

2. produkt reakcji RT-PCR na matrycy RNA szczepu Roakin NDV

3. produkt reakcji RT-PCR na matrycy RNA szczepu Italy NDV

4. produkt reakcji RT-PCR na matrycy RNA izolowanego z wymazu z gardia

kury zakazonej szczepami Roakin i Italy NDV

5. produkt reakcji RT-PCR na matrycy RNA izolowanego z wymazu z kloaki ku-

ry zakazonej szczepami Roakin i1 Italy NDV
Wynalazek jest szczegélowo opisany na przykladowych.
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Przyktad 1. Powielenie fragmentéw genu kodujacego biatko fuzyjne (F) roz-
nych szczepow wirusa rzekomego pomoru drobiu przy pomocy reakcji RT-PCR.
Powielono fragmenty DNA o wielkosci 123 par zasad. Do reakcji RT-PCR uzyto starte-
1y przedstawione na figurze 2 gdzie matryca bylo RNA wyizolowane z czterech referen-
cyjnych szczepéw APMV-1: LaSota, Roakin, Italy oraz Ulster.

Reakcja PCR prowadzona byla w nastgpujacych warunkach:
e 1Ix 45°C 40 min.
e 1x  95°C 2min
e 35x  95°C 30sek
43°C 30 sek

68°C 15 sek

e Ix 68°C 2 min.
Po przeprowadzeniu reakcji RT-PCR, produkty reakeji byly analizowane metoda

elektroforezy agarozowej, prazki po wybarwieniu bromkiem etydyny byly o$wietlane
promieniowaniem nadfioletowym w zakresie okoto 360 nm i analizowane wizualnie na
transiluminatorze. Prazki DNA powyzej wysokosci prazka 111 par zasad wzorca
pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker 23 (fragmenty: 34, 67, 110/111, 147, 190, 242, 331,
404, 489/501 par zasad) odpowiadaty tym, kt6re powinny powstawaé w reakcji RT-PCR
przy uzyciu zdegenerowanych starterow. W celu potwierdzenia powielenia fragmentu
genu biatka F w reakcji RT-PCR, prazki odpowiadajace wlasciwej masie czasteczkowej
byly izolowane z zelu agarozowego 2%. Oczyszczone fragmenty ligowano z wektorem
pJET 1.2 (Fermentas), ktory stuzy do klonowania produktéw po reakcji PCR. Mieszani-
ng reakcyjng transformowano komérki Escherichia coli TOP10, a nastepnie wysiewano je
na plytki z podlozem selekcyjnym zawierajacym w koficowym stgzeniu ampicyling
100pg/ml. Kolonie namnazano w hodowli ptynnej z dodatkiem ampicyliny w stezeniu
koficowym 100pg/ml i izolowano DNA plazmidowe 2za pomoca kolumienek firmy
A&A BIOTECHNOLOGY. Kazdy z plazmidéw poddawano dokladnej analizie re-
strykcyjnej. Plazmidy zawierajace wklonowane fragmenty i niezmieniony plazmid wyj-
s$ciowy byly w koficowym etapie sekwencjonowane przy uzyciu uniwersalnych statteréw
pJET 1.2F i pJET 1.2R w celu potwierdzenia, ze plazmid posiada sekwencje nukleoty-
dowy calkowicie zgodna z przewidywaniami teoretycznymi.
Przyklad 2. Analiza MSSCP produktéw reakeji RT-PCR

Powstale w wyniku reakcji RT-PCR produkty poddano analizie MSSCP (ang. Multitem-
perature Single Strand Conformation Polymorphism). Metoda ta pozwala na wykrywa-
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nie mutacji punktowych w jednoniciowych fragmentach DNA rozdzielonych w zelu
poliakrylamidowym.

DNA zawieszano w buforze do denaturacji firmy KUCHARCZYK T.E. i inkubowano
przez 3 minut w 97°C. Nastgpnie proby nanoszono na zel poliakryloamidowy 11% i
prowadzono elektroforez¢ w gradiencie temperatur:

1. 5°C, 400 Vh (35W)

2. 13°C, 300 Vh (35W)

3. 17°C, 250 Vh (35W)

Zel barwiono strebrem za pomoca zestawu do barwienia DNA/RNA w zelach poliakry-
lamidowych firmy KUCHARCZYK T.E. i przeprowadzano analize uzyskanych wyni-
kow.
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