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Charakterystyka molekularna wirusa zakaznej martwicy trzustki ryb tososiowatych i jego udzat w
koinfekciji
1. Cel prowadzonych bada/hipoteza badawcza

Celem bada jest charakterystyka molekularna wirusa Zaleg martwicy trzustki ryb tososiowatych (IPN),
okreslenie serotypow wirusa wygtujacych na terenie Polski przyzyciu technik molekularnych oraz
sekwencjonowanie wybranych izolatéw w celu stwoiaedrzewa filogenetycznego i scharakteryzowania
pochodzenia polskich szczepéw wirusa IPN, adaprzeprowadzenie sekwencjonowania nowej generacji
(ang. Next Generation Sequencing) genéw VP1, VFA23,WP5 wirusa i okienie roli tych genéw w
wirulencji, a take ustalenie za pomgacytometrii przeptywowej roli wirusa IPN w podwoijdly infekcjach
m.in. poprzez okrdenie apoptozy w komorkach linii komérkowych i korkéch krwi ryb lososiowatych, a
takze wplyw czynnikow takich jak interferon na zakaia wirusowe oraz ekspresja genow receptora TLR3 w
poszczegoblnych nagdach pstygdéw teczowych w odpowiedzi na pojedyncze i podwojne zaké wirusowe.

2. Zastosowana metoda badawcza/metodyka:

Do bada niezlzdne leda linie komdérkowe BF-2 i EPC w celu namigmia zarchiwizowanych izolatéw wirusa
IPN. Po pojawieniu gi efektu cytopatycznego zostanie przeprowadzonadlmaterialu genetycznego
wirusa IPN za pomackomercyjnego zestawu do izolacji RNA , Total RNARA Biotechnology. Nastpnie
zostanie przeprowadzona potwierdzaj identyfikacja materiatu genetycznego przyaiu metody odwrotnej
transkrypcji i odwrotnej transkrypcji w czasie rzgwistym. Otrzymane produkty reakcji posudo
sekwencjonowania, a otrzymane wyniki wykorzystaostara do bada filogenetycznych w celu poznania
pochodzenia polskich szczepow wirusa IPN. Sekwengjgranych izolatéw zostgnwvykorzystane do Next
Generation Sequencing (metoda sekwencjonowaniagpmest generacji). Za pomecodpowiedniego
oprogramowania bioinformatycznego np. Geneious anist stworzone drzewo filogenetyczne wraz z
polskimi sekwencjami oraz sekwencjami pochmymi z bazy Genebank. Na tej podstawie zostanie
sprawdzona przynateos¢ polskich izolatbw do odpowiednich serotypéw, aztakdo sprawdzenia
ewentualnych mutacji gtdbwnie w segmencie A, gerfR2\ktory zawiera markery wirulencji i ma szcze@ln
taxonomiczne znaczenie do genotypowania oraz weg€Rib, VP4, VP3. Linie komorkowe BF-2, EPC,
CHSE-214 oraz RTG (komérki gonad pgia tczowego) zostanzakaone wybranymi szczepami wirusa
IPN (rézne serotypy), a naginie zakaone wirusami IHN, VHS, SAV w celu olsienia apoptozy komorek
linii komérkowych podczas koinfekcji oraz sprawdisemechanizmow obronnych jakie zachgdzkomadrce

— indukcja interferonu pod wptywem zademia wirusowego (metoda molekularna — real time PGOR
badaniach koinfekcji in vivo analizowanedy komorki krwi oraz nargdy wewretrzne pstigéw tczowych

— apoptoza metaccytometrii przeptywowej oraz ekspresja genu irgeyhu oraz receptora TLR3 mejaeal
time PCR.

3. Wplyw spodziewanych rezultatéw na rozwdéj nauki

Powodem podjcia danej tematyki badawczej byt brak informacijnoghie stale pojawiagych s¢ szczepéw
wirusa zakanej martwicy trzustki w Polsce. Mba jedynie wysnéiwnioski na temat czy wygbujagce na
terenie Polski szczepy patogenne czy nie, lecz nie wiadomo czy npti izolatow europejskich (A2-A5),
czy mae pomedzy nimi wystpuja izolaty ze Stanéw Zjednoczonych (Al) i Kanady (A®8). Pomedzy
réznymi serotypami/serogrupami wgptije wysoki poziom antygenowejaorodndci i roznic w wirulenciji

i patogeniczngci. Gtéwrg role w wirulencji odgrywa gen VP2, jednak przypisuje si ja rowniez innym
genom np. VP1, VP3 i VP5. Poznanie tych informpogwolitoby scharakteryzowgolskie szczepy wirusa
IPN i przyporadkowa je do odpowiedniej serogrupy/serotypu. Ponadtangoe mechanizmow jakie s
indukowane podczas zatenia podwojnego (koinfekcji) z udziatem wirusa zaleg martwicy trzustki ryb
tososiowatych (IPNV), a wirusami zakee] martwicy uktadu krwiotwoérczego ryb tososiowdty@HNV),
wirusowej posocznicy krwotocznej ryb tososiowaty®ttiSV), spiaczki ryb tososiowatych (SAV), miatoby
ogromne znaczenie dla stanu zdrowotnego ryb, p@ieakaenie wirusem IPN prawdopodobnie chroni
nosicieli przed namraniem innego wirusa. Jest to temat niezwykle istatpunktu widzenia hodowcow ryb
tososiowatych (czyli m.in. hodowcow pgiow tczowych, ktérych w Polsce jest znacznad)o ktorzy
borykap sie z wyzej wymienionymi jednostkami chorobotwérczymi.



