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Summary

Currently, the diagnosis methods applied in bacteriology and virology are frequently focused at modern
molecular methods such as polymerase chain reaction (PCR), real-time PCR, loop-mediated isothermal
amplification (LAMP) or confirmatory methods for already identified infectious agents of animals such as high

throughput sequencing —

HTS, or next-generation sequencing (NGS). A number of these methods are officially

recommended by the World Organisation for Animal Health (OIE) for the routine diagnosis of major animal
diseases with the greatest economical impact. The aim of this paper is to provide to a reader an overview on recent
genomic methods used in diagnosis of infectious animal diseases along with their advantages and limitations.
These methods facilitate efficient and reliable identification of animal pathogens and allow to characterize and
sometimes to identify a newly recognized species of bacteria and viruses.
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Od powstania w 1924 r. Swiatowej Organizacji
Zdrowia Zwierzat (OIE) z siedzibg w Paryzu, wcze-
sniej zwane] Urzedem do spraw Epizootii (Office
International des Epizooties, OIE), dzigki realizowa-
nym w jej ramach pracom nagromadzit si¢ znaczacy
potencjat metod diagnostycznych w odniesieniu do
rozpoznawania chorob zakaznych zwierzat, zwlaszcza
chorob transgranicznych — o duzej szybkosci szerzenia
si¢ w skali globalnej (38).

Aktualnie w celu rozpoznawania chorob zakaznych
zwierzat na swiecie OIE dysponuje 252 laboratoriami
referencyjnymi i 49 o$rodkami wspotpracujagcymi,
w ktorych zatrudniani sg specjalisci z zakresu diagno-
styki laboratoryjnej i epidemiologii chordb zakaznych
zwierzat oraz odzwierzecych chordb cztowieka. Sg one
zlokalizowane w licznych krajach cztonkowskich OIE.
W Polsce, w Panstwowym Instytucie Weterynaryjnym
— Panstwowym Instytucie Badawczym (PIWet-PIB)
znajduja si¢ nastepujace tego rodzaju laboratoria:
klasycznego pomoru §win (CSF), zespotu rozrodczo-
-oddechowego $§win (PRRS), enzootycznej biataczki
bydta (EBL) oraz goraczki Q.

Ta olbrzymia baza badawcza umozliwia od lat
gromadzenie w OIE duzej liczby danych o wyste-
pujacych na Swiecie chorobach zakaznych zwierzat.
Rozpoznania gromadzone sa w Swiatowym Systemie

Informacji o Zdrowiu Zwierzat (World Animal Health
Information System, WAHIS), ktory w OIE oparty jest
na aplikacjach internetowych baz danych w aspekcie
zbierania i upowszechniania informacji w skali §wiato-
wej, a zwlaszcza w odniesieniu do obecnie 180 panstw
bedacych cztonkami OIE. Dziatania te uwzgledniaja,
obok zwierzat udomowionych, takie same procedury
w odniesieniu do zwierzat wolno zyjacych, czyli dzi-
kich, co okreslane jest jako WAHIS-Wild.

Do centrali OIE w Paryzu stale wptywaja od panstw
czlonkowskich dane o sytuacji epidemiologicznej,
W tym 0 rozpoznawaniu i wystepowaniu chorob za-
kaznych, okreslanych jako , listed diseases™. Lista ta
obejmuje obok chordb o mniejszej dynamice szerze-
nia sig, przede wszystkim choroby zakazne o duze;
dynamice transgranicznego rozprzestrzeniania si¢
w skali globalnej. Uzyskiwane informacje o eradykacji
wchodzacej w gre choroby o szczegdlnym znaczeniu
ekonomicznym stanowig tez podstawe do uznawania
kraju, regionu lub kompartmentu za od tego momentu
wolny od tej choroby zakaznej, co stanowi podstawe
do wycofania zakazow eksportowych odnosnie do
zwierzat, ich surowcow 1 przetworzonych produktow.

Dzigki dziatalno$ci szeregu komisji specjalistycz-
nych OIE utworzone zostaly wytyczne administra-
cyjnego postepowania weterynaryjnego zwalczania
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chorob zakaznych, zwlaszcza w postaci stale do-
skonalonych kodeksow: Kodeksu Zdrowia Zwierzat
Ladowych (Terrestrial Animal Health Code) i Kodeksu
Zwierzat Wodnych (Aquatic Animal Health Code).

W nawigzaniu do rozpoznawania, w tym laborato-
ryjnego, chorob zakaznych zwierzat ladowych znaj-
duje si¢ obecnie siddme wydanie z 2012 r. Manualu
Testow Diagnostycznych i Szczepionek dla Zwierzat
Ladowych (ssakow, ptakoéw i pszczol) (Manual of
Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals,
mammals, birds and bees) oraz analogiczne opraco-
wanie zawierajace testy diagnostyczne dla chorob
zwierzat wodnych (38).

Zgodnie z danymi OIE, szereg testow diagnostycz-
nych odnosnie do chorob zakaznych zwierzat, opie-
rajacych si¢ na klasycznej mikrobiologii (w tym testy
biochemiczne, identyfikacja serologiczna, okreslanie
mian serologicznych, typowanie bakteriofagowe czy
proby biologiczne na zwierzg¢tach) oraz immunolo-
gi¢, zastgpowanych jest, poczawszy od minionych
trzydziestu lat, przez nowe testy diagnostyczne,
uwzgledniajace osiagnigcia genetyki. Przedmiotem
niniejszego opracowania jest charakterystyka wazniej-
szych spos$rod nich. Omawiane techniki genetyczne,
coraz czesciej i szerzej zastepuja testy opierajace si¢ na
ocenie wiasciwos$ciach fenotypowych drobnoustrojow
1 reakcjach antygen—przeciwcialo (3, 6, 23, 24).

Dotychczas opracowano wiele technik wykrywania
1 analizy materiatu genetycznego bakterii i wirusow,
zktérych najbardziej istotnymi wydaja si¢: tancuchowa
reakcja polimerazy (polymerase chain reaction — PCR)
(25, 26, 36) wraz z jej pochodnymi modyfikacjami
oraz techniki amplifikacji DNA w warunkach statej
temperatury (29, 40).

Zasada dziatania PCR jest powielanie specyficz-
nych fragmentow kwasoéw nukleinowych bakterii lub
wirusOw przy zastosowaniu termostabilnej polimerazy
DNA izolowanej z termofilnej bakterii 7Thermus aqua-
ticus. Poprzez nasladowanie procesu replikacji DNA
w kazdej zywej komodrce po denaturacji podwojnej
helisy DNA na 2 pojedyncze nici i dotagczeniu krot-
kich, specyficznych do ich sekwencji starteréw DNA
dochodzi do syntezy potomnych nici w obu przeciw-
legtych kierunkach. Technika wymaga zastosowania
termocykleréw do PCR, zdolnych do szybkiej, cyklicz-
nej zmiany temperatury oraz aparatow do rozdziatu
uzyskanych produktéw reakcji w Zelu agarozowym
lub poliakrylamidowym (26). Opracowanie PCR po-
zwolito w 1990 r. na stworzenie procedury amplifikacji
materiatu genetycznego wirusa choroby Aujeszkiego
(SHV-1) i zastgpienie stosowanej dotychczas techniki
southern-blot (22). Podobnie Liu i wsp. (21) opraco-
wali technik¢ PCR z etapem odwrotnej transkrypcji
(reverse transcription — RT-PCR) do wykrywania RNA
wirusa CSF. W tym samym czasie Sirois 1 wsp. (37)
wdrozyli technik¢ PCR do szybkiej identyfikacji inne-
g0 waznego patogenu §win, ktorym jest Actinobacillus
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pleuropneumoniae (APP), natomiast Harasawa i wsp.
(16) jako pierwsi opisali zastosowanie tego samego te-
stu do wykrywania DNA Mycoplasma hyopneumoniae.
Wszystkie przedstawione pierwsze opracowania PCR
wykazaly wysoka przydatno$¢ tej metody w diagno-
styce waznych patogenow swin. Zastosowanie technik
opartych na PCR czy PCR w czasie rzeczywistym
(real-time PCR) pozwolilo na ulepszenie wspoicze-
snej diagnostyki takich chordb zakaznych, jak: CSF,
afrykanski pomor §win (ASF), czy pryszczyca (FMD)
(25, 35, 37).

Wprowadzenie real-time PCR do diagnostyki
weterynaryjnej pozwolilo na wykrywanie materiatu
genetycznego wielu patogenow z ponad 10-100-krot-
nie wyzsza czutoscig w stosunku do konwencjonal-
nej metody PCR. Co wigcej, zastosowanie wielu
specyficznych sond molekularnych w pojedynczej
reakcji typu real-time PCR pozwolito na jednoczesna
identyfikacje nawet 12 patogendéw, wiaczajac m.in.:
ASFV, CSFV, FMDYV, PRRSV czy cirkowirus §win
typu 2 — PCV2 (35). Nalezy zwréci¢ uwage, iz wiele
zmetod diagnostycznych zalecanych przez OIE opiera
si¢ na technice real-time PCR, ktora jest obecnie jedng
z najbardziej wiarygodnych, czulych i specyficznych
metod diagnostycznych (38).

Kolejnym krokiem w doskonaleniu diagnostyki
chorob zakaznych zwierzat przy wykorzystaniu geno-
miki bylo opracowanie szybkich testow amplifikacji
w warunkach stalej temperatury, ktére do przeprowa-
dzenia nie wymagaja stosowania kosztownej aparatury
laboratoryjnej, takiej jak termocyklery do PCR czy
systemy do real-time PCR, a moga przy tym zapew-
ni¢ identyfikacje¢ czynnikéw zakaznych na wysokim
poziomie specyficznos$ci i czulo$ci diagnostyczne;j.
Metody te reprezentowane sg przede wszystkim przez
LAMP (loop-mediated isothermal amplification), czyli
amplifikacj¢ w warunkach statej temperatury (LAMP),
ktorych przewaga jest mozliwos$¢ ich wykonania
z uzyciem prostego wyposazenia laboratoryjnego
typu taznia wodna o stalej temperaturze okoto 60°C
oraz lampy UV do odczytu fluorescencji w probkach
zawierajacych materiat genetyczny wykrywanego
patogenu. Do przeprowadzenia metody LAMP nie
jest zatem wymagane posiadanie kosztownego sprze-
tu laboratoryjnego w postaci termocyklerow do PCR
czy systemow do real-time PCR (9, 11, 29). LAMP
wykorzystuje inne niz w przypadku PCR polimerazy
DNA, takie jak: Bst — izolowang z bakterii Bacillus
stearothermophilus, Bsm izolowang z bakterii Bacillus
smithi czy GspSSD pochodzaca z bakterii rodzaju
Geobacillus sp., ktore maja zdolno$¢ do rozplatania
podwdjnej helisy DNA w warunkach stalej tempe-
ratury. Ponadto polimerazy te syntetyzuja nowe nici
DNA z 6 réznych starterow jednocze$nie. Zapewnia
to bardzo duzg szybko$¢ dziatania LAMP. Do przepro-
wadzenia LAMP wymagana jest jedynie faznia wodna
1 lampa emitujaca promieniowanie UV. W przypadku
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wystepowania specyficznego dla danego patogenu
DNA w probowkach zawierajacych mieszaning reak-
cyjng z dodatkiem barwnika wigzacego dwuniciowe
produkty, takiego jak SYBR Green® w $wietle lampy
UV po ok. 30 min. obserwowana jest zielonkawa flu-
orescencja. Z kolei w probéwkach nie zawierajacych
materialu genetycznego wirusa mieszanina reakcyj-
na nie wykazuje fluorescencji. Ponadto, LAMP nie
wymaga rozdziatu elektroforetycznego produktow
w zelach agarozowych lub poliakrylamidowych, jak
ma to miejsce w przypadku PCR. Dotychczas metode
te opracowano m.in. do wykrywania DNA PCV2 (10),
PRRSV (11), CSFV (9), ASFV (18) oraz wirusa grypy
swin (swine influenza virus — SIV) (14).

Badania nad nowymi metodami z zakresu genomiki
sa obecnie rowniez prowadzone w Krajowym Labo-
ratorium Referencyjnym (KLR) ds. ASF w PIWet-
-PIB, gdzie opracowano technikg tancuchowe;j reakcji
amplifikacji spiralno-krzyzowej (polymerase cross-
-linking spiral reaction — PCLSR), ktora posiada wiele
zalet w porownaniu do technik PCR czy real-time PCR
(39). Ponadto zastosowanie unikalnego uktadu 3 star-
teroéw komplementarnych do wykrywanej sekwencji
patogenu ogranicza mozliwo$¢ uzyskania wynikoéw
fatszywie dodatnich, co w przypadku metod przepro-
wadzanych w stalych warunkach temperatury okazuje
si¢ bardzo wazne.

W celu potwierdzania zidentyfikowanych czynni-
kéw chordb zakaznych duze znaczenie ma dosko-
nalenie metod diagnostycznych opierajacych si¢ na
okreslaniu sekwencji nukleotydowej kwaséw nukle-
inowych — poczawszy od wprowadzonej w latach
70. XX wieku techniki Sangera (33), az po w pelni
zautomatyzowane techniki sekwencjonowania kom-
pletnych genoméw wybranych patogenow, tj. High
Troughtput Sequencmg (HTS) Iub sekwencjonowania
nastgpnej generacji (next-generation sequencing —
NGS). Przetom w stosowaniu techniki sekwencjono-
wania Sangera na rzecz sekwencjonowania nastepne;j
generacji (NGS) nastgpit w 2005 r., kiedy to NGS
stata si¢ technikg zalecang przez OIE do identyfika-
cji wielu ré6znych gatunkéw bakterii 1 wirusow (24,
38). Stato sig¢ tak, poniewaz techniki te pozwalaja na
szczegbtowy charakterystyke molekularng drobno-
ustrojow oraz okreslenie ich unikalnych wlasciwosci,
takich jak patogennos$¢, pochodzenie geograficzne,
czy zmienno$¢ antygenowa. Zasada dziatania technik
HTS czy NGS polega na sekwencjonowania wszyst-
kich mozliwych fragmentow kwasu nukleinowego
zawartego w wyizolowanej probce pobranej od po-
dejrzanego o zakazenie zwierzecia. Inaczej wiec niz
w przypadku sekwencjonowania technikg Sangera,
w ktorej oznaczana sekwencja jest ograniczona tylko
do fragmentu o dtugosci od 200-800 par zasad (pz),
sekwencjonowaniu podlegaja wszystkie zgromadzo-
ne w mieszaninie kwasow nukleinowych fragmenty
DNA. Podczas NGS odczytywane sg fragmenty o re-

Med. Weter. 2017, 73 (1), 10-14

latywnie krotkiej sekwencji o roznej dtugosci od 75 pz
do 700 pz, lecz liczba uzyskanych odczytéw wynosi
od 300 tys. do nawet 2 bln sekwencji. Pozwala to po
obrobce komputerowej i polaczeniu poszczegodlnych
odczytow na uzyskanie doktadnych i1 wiarygodnych
informacji genetycznej identyfikowanych patogenow,
nawet tych dotychczas nie poznanych.

Nalezy wzia¢ pod uwagg, iz stosowane od 30 lat do
chwili obecnej metody molekularnej analizy drobno-
ustrojow, zwtlaszcza sekwencjonowanie produktow
PCR Wybranych fragmentow genomu, pozwalaly
jedynie na czg$ciowe poznanie 1 zrozumienie zarOw-
no zjawisk réznorodnosci genetycznej, jak rowniez
niektorych mechanizméw zwigzanych z ich patogen-
noscia. Z tego powodu wigkszo$¢ ze zgromadzonych
w latach 90. XX w. oraz na poczatku XXI w. danych,
dotyczacych kompletnych genomow bakterii lub
wirusOw, pozostaje nadal w fazie wstepnej, gdyz ko-
nieczna jest ich weryfikacja przy uzyciu wspomnianej
wczesniej techniki HTS.

HTS jest rowniez obecnie technika szeroko uzywang
w wirusologii oraz wprowadzang stopniowo w bakte-
riologii (34). W najblizszej przysztosci bedzie, jak si¢
zapowiada, rutynowg metoda diagnostyczng w przy-
padku wybuchéw chordb zakaznych i1 przegladach
epidemiologicznych.

W pracy opublikowanej przez Mathijsa i wsp. (24)
badano potencjalne mozliwo$ci zaawansowanych tech-
nik genetycznych do rozpoznawania chordb u zwierzat
oraz w ocenie sytuacji epidemiologiczne;j.

Coraz tatwiejszy dostep oraz malejace koszty
zastosowania technik HTS czy NGS, przy uzyciu
ktérych generowane sa miliony odczytéw sekwencji
nukleotydowych powoduje jednoczesnie, ze wyciaga-
nie wnioskow z tak rozlegtych analiz wymaga duze;j
ostroznosci oraz wilasciwej interpretacji wynikow.
Poszukiwanie pojedynczych mutacji nukleotydowych
(single nucleotide polymorphisms — SNP) w wybra-
nych genach lub catych genomach drobnoustrojéw po-
zwala m.in. na ustalenie prawdopodobnych zalezno$ci
filogenetycznych pomiedzy nimi oraz ich pochodzenia
geograficznego.

Pomimo poczatkowych trudno$ci w pozyskaniu
materialu genetycznego wirusOw o odpowiedniej
koncentracji i jako$ci dotychczas udato si¢ poznad
kompletne sekwencje genomow ASFV (8), CSFV (24)
wirusa grypy ptakow (avian influenza virus — AIV)
(17), choroby niebieskiego jezyka (BTV) (30), FMDV
(20,41), PRRSV (5), grypy ptakow (AIV) (36), wirusa
Ebola (EBV) oraz wirusa rzekomego pomoru drobiu
(NDV) (2,13, 14,17, 32). Nalezy rowniez zaznaczy¢ iz
obecnie techniki HTS czy NGS sa zalecane przez OIE
do stosowania w dochodzeniu epizootycznym zwigza-
nym z wystepowaniem wirusow grypy ptakow i swin.

W odniesieniu do najbardziej istotnych patogenow
$win, takich jak FMDYV przeprowadzone przez Wrighta
1 wsp. (41) badania wykazaty duza przydatno$¢ tech-
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niki NGS do oceny zréznicowania genetycznego
tego wirusa w materiale zakaznym pobranym od tego
samego zwierzecia. Opracowana przez Logana i wsp.
(20) uniwersalna procedura sekwencjonowania kom-
pletnych genomow FMDYV nalezacych do wszystkich
7 serotypéw FMDV pozwolila na uzyskanie szczego-
lowych informacji na temat zmienno$ci genetycznej
tego wirusa. Badania te pozwolity na identyfikacje
poj jedynczych polimorfizmow sekwenCJl genomu tego
wirusa oraz ocen¢ czesto$ci mutacji jego RNA jako
7,8 x 10~ na 1 nukleotyd. Uzyskane wyniki byty
zgodne z wczesniej opublikowanymi danymi przez
Carrillo 1 wsp. (7) wskazujacych na wystepowanie
1-5 substytucji nukleotydowych po przeprowadzeniu
1 pasazu FMDV z uzyciem eksperymentalnego zaka-
zenia $win oraz sekwencjonowania genomu FMDV
tradycyjna metoda Sangera (33).

Technik¢ NGS zastosowano rowniez do poznania
sekwencji genomu szczepéw wirusa CSF (CSFV)
o0 zroznicowanej patogennosci (24). W badaniach tych
wykazano, ze wysoce patogenne izolaty CSFV, izolo-
wane od Zakazonych eksperymentalnie $win wykazujq
duzo wyzsze, Wewnqtrzgatunkowe zroznicowanie
genetyczne w porownaniu do szczepow o niskiej lub
umiarkowanej patogenno$ci. Obserwowane mutacje
zidentyfikowano w sekwencji kodujacej biatka E2 oraz
NSS5B, ktore biora udziat w adsorpcji oraz replikacji
CSFV. Obserwowana zmiennos$¢ genetyczna moze by¢
odpowiedzig na reakcje ze strony uktadu odpornoscio-
wego gospodarza i proba dostosowania si¢ (fitness)
do otoczenia poprzez podwyzszenie tempa replikacji
wirusa w komorce. Pdzniejsze badania przeprowadzo-
ne przez Zhou i wsp. (43) wykazaly wysokie podo-
bienstwo sekwencji genomu szczepu LK-VNIVVIM
pochodzacego z Rosji i stosowanego w profilaktyce
CSF do szczepu Rovac, bedacego prawdopodobnie
jego filogenetycznym prekursorem.

NGS jest rowniez technika stosowang od 2011 r.
w badaniach réznorodnos$ci genetycznej SIV (19)
w tym pandemicznego wirusa grypy podtypu—HINI.
Nalezy wspomnie¢, iz stosowana wczesniej technika
Sangera pozwalala jedynie na cze¢§ciowa oceng zrdz-
nicowania genetycznego, jednakze nie uwzgledniata
mozliwo$ci wystepowania roznych wariantow wirusa
w obrebie tego samego gatunku (quasispecies).

Z kolei w przypadku badan nad chorobami bydta
istotnym postgpem bylo wprowadzenie HTS w celu
scharakteryzowania i analizy filogenetycznego pocho-
dzenia nowych wariantow BTV (4). Przy uzyciu tej
samej techniki stwierdzono po raz pierwszy nieznany
dotad wirus Schmallenberg (SBV) (1).

W przypadku ASFV zastosowanie techniki NGS po-
zwolito na doktadng analize sekwencji genomu szcze-
pu delecyjnego ASFV-G-A9GL, pozbawionego genu
9GL zwigzanego z patogennoscig wirusa. Zastosowana
metoda pozwolila na potwierdzenie wprowadzonych
w obrebie genomu ASFV punktowych zmian gene-
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tycznych, ktéore warunkowaly utracenie przez ten
wirus wlasciwosci patogennych dla eksperymentalnie
zakazonych §win (28).

Ze wzgledu na duza przydatno$¢ technik opartych na
HTS sa one obecnie rekomendowane do identyfikacji
patogenow przez OIE w badaniach z zakresu genomiki
takich czynnikow etiologicznych jak AIV i FMDV. Nie
bez znaczenia pozostaje rowniez mozliwos¢ wykry-
wania tg technika wystgpowania mieszanych zakazen
réznymi patogenami w przebiegu wieloczynnikowych
jednostek chorobowych.

Podsumowujac wszystkie zalety nowo opracowa-
nych i coraz cz¢$ciej wdrazanych do rutynowej diagno-
styki technik biologii molekularnej, wtaczajac PCR,
LAMP, HTS czy NGS, nalezy pamigtac o postulatach
Roberta Kocha, ktére pomimo uptywu ponad 120 lat,
nadal stanowia gléwna podstawe wszelkich badan nad
czynnikami etiologicznymi chorob zakaznych (31).
Wydaje sig, ze kluczowym etapem w opracowywa-
niu nowoczesnej diagnostyki laboratoryjnej, w tym
weterynaryjnej byto wynalezienie i wprowadzenie do
powszechnego stosowania techniki PCR. P6zniejsze
przelomowe opracowania oparte byty w duzej mierze
na pierwotnych zatozeniach tej techniki, pozwalajacej
na stosunkowo proste powielanie, a nastgpnie szcze-
gotowa analiz¢ sekwencji nukleotydowej genow lub
catych genomo6w bakterii 1 wiruséw patogennych dla
zwierzat i ludzi. Przedstawione w pracy alternatywne
techniki biologii molekularnej, takie jak LAMP pozwa-
laja na wykrywanie materiatu genetycznego bakterii
1 wirusow w skromnych pod wzglgdem wyposazenia
warunkach laboratoryjnych przy zachowaniu wysokiej
czulos$ci 1 specyficzno$ci. Z kolei techniki oparte na
real-time PCR wydaja si¢ testami, ktore w referen-
cyjnych pod wzgledem danej jednostki chorobowe;j
laboratoriach badawczych moga by¢ stosowane jako
wiarygodne 1 powtarzalne metody diagnostyczne
o bardzo wysokiej czutosci diagnostycznej. Z kolei
uzycie metod sekwencjonowania catych genoméow
bakteryjnych czy wirusowych przy uzyciu technik
HTS, czy NGS pozwala na zweryfikowanie zidenty-
fikowanych czynnikéw zakaznych oraz poznanie ich
szczegotowych 1 unikalnych wtasciwosci. Pewnym
ograniczeniem w coraz to wydajniejszych metodach
badawczych typu HTS i NGS moze by¢ ilo$¢ groma-
dzonych informacji w postaci cyfrowej, ktora do in-
terpretacji wymaga sprawnych i wydajnych systeméw
komputerowych oraz odpowiednio przeszkolonego
w tym zakresie personelu, tj. bioinformatykow.
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