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Analiza restrykcyjna wariantow fenotypowych wirusa BHV 1

Zakiad Wirusologii Instytutu Weterynarii, Al. Partyzantéw 57, 24-100 Putawy

Summary

Analysis of restriction enzymes of phenotype variants of
the BHV 1

Restriction enzyme analysis has been done for the DNA
Agille and III/3 strains of the BHV 1 virus, and variants
selected from these strains after neutralization with po-
lyclonal antibodies. It has been shown that the electrop-
horetic pattern of DNA of the 8/-2 variant which was
selected from the Agille strain and which has had higher
resistance to neutralization to antibodies has been identical
to the electrophoretic pattern of the Agille parent strain.
This may suggest that the higher resistance to neutraliza-
tion of the 8/-2 variant has been a results of phenotype
variability. No difference between eletrophoretic patterns
of the II1/3 strain and variants III/3D and ITI/3H has been
discovered. Digestion with Hind III, Pst I, Bam HII, Eco
RI enzymes differentiate the Agille and III/3 strain.

Celem tej czesei pracy byto sprawdzenie przy pomocy ana-
lizy restrykcyjnej wirusowego DNA, czy zanotowana zwigk-
szona oporno$¢ na neutralizacje przeciwciatami swoistymi
wyselekcjonowanych wariantéw, wynika ze zmian fenotypo-
wych czy tez genotypowych. W tym celu otrzymane DNA
wariantéw, trawiono wybranymi enzymami restrykcyjnymi i

poréwnywano szablony elektroforetyczne ich DNA z szablo-
nami elektroforetycznymi DNA szczepéw macierzystych.

Materiat i metody

Szczepy wirnsowe: badaniom poddano szczepy Agille 1 I11/3
wirusa BHV 1 wyizolowane z nasienia zakazonych buhajéw
oraz warianty 8/-2, ITII/3D, I1I/3M wyselekcjonowane poprzez
namnazanie ww. szczepow w obecnosci swoistych przeciwcial
poliklonalnych. Ekstrakcja i precypitacja wirusowego DNA:
jednowarstwowa hodowle komdrek linii ciaglej tchawicy bydia
(TR) zakazano poszczegdluymi szczepami terenowymi wirusa
BHYV 1 lub wyselekcjonowanymi wariantami przy wspofczynni-
ku wielokrotno$ci zakazenia 0,1-1. Zbioru wirusa dokonywano
po 24 godz. przy 100% efekcie cytopatycznym. Uzyskany
material wirusowy wirowano wstepnie przy 2400xg przez 30
min. Zebrany supernatant ultrawirowano przez 40% ,,podusz-
ke” sacharozowa przy 100 000xg przez 120 min. w 4°C. Pelet-
ke zawieszano w buforze TE (10 mM Tris-HC1, | mM EDTA)
pH 8.,0. Tak oczyszczony wirus traktowano proteinaza K (0,1
mg/ml) i 0,5% SDS (stezenie koficowe) przez 1 godz. w 37°C,
a nastepnie dokonywano 2-krotnej ekstrakcji DNA mieszaning
fenol:chloroform (1:1). Resztki fenolu usuwano mieszanina
chloroform:alkohol izoamylowy (24:1). DNA precypitowano
dodajac do prébki 2 objetosei etanolu 1 1/10 objgtosci 3M octanu
sodu (pH 5.2). Prébke przetrzymywano w temp. -20°C przez noc.
Wytracone DNA osadzano przez wirowanie przy 15 000xg przez

Tab. {. Poréwnanie szablonéw elektroforetycznych szczepéw macierzystych Agille, I1I/3 i wariantéw wyprowadzonych z tych szczepéw
po trawieniu enzymami Hind III i Pst 1

_Fragmenty Hind III Ps_t _I
(kbp) Agille 8/-2 113 /3D U/3M Agille |- 812 113 [/3D /3M
A 23 » | 23 23 23 838 8.8 8.8 8.8 J 8.8
2 2 22 2 2 75 75 L —
c 19 19 - = . 73 30 L 723 73 7.3
D 17,5 17.5 17.5 17,5 17.5 68 | 68 6.8 638 6.8
E = = 16 16 16 6.4 6.4 6.4 6.4 64
F 15 15 1s 15 15 53 | 53 53 | 53 53
G 13 13 13 13 13 - - 5.0 50 5,0
H 94 9,4 9.4 9.4 9,4 46 | 46 -~ = =
[ = == 8.6 8.6 8.6 - | - 4.4 44 4.4
) 8.0 8,0 80 8,0 80 | 42 | 42 42 | 42 42
K 7.7 77 B = = 39 | 39 39 39 39
L 3.9 3.9 3,9 39 3.9 - = 37 37 3,7
L 27 2.7 = = - 35 | 35 35 35 3,5
M - 2.5 25 25 325 | 325 - - =
N 28 | 28 2,8 2.8 2.8
0 26 2.6 2,6 26 2,6
P 25 | 25 2,5 25 2.5
Q 245 | 245 - - =
R 235 | 235 2,35 235 2,35
frI;igiIleit. B 1 i 11 1 16 16 15 15 15
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Tab. 2. Poréwnanie szablonéw elektroforetycznych szczepéw macierzystych Agille, 1II/3 1 wariantéw wyprowadzonych z tych szczepow
po trawieniu enzymami Bam HI 1 Eco Rl
Fragmenty Bam HI Eco RI
(kbp) Agille 8/-2 /3 113D /3M Agille 8/-2 1173 IT/3D 1/3M
A - - 27 27 27 = - 28 28 28
B 25 25 - - - 27 27 - - -
€ 23 23 23 23 23 23 23 23 23 23
D 21 21 21 21 21 22 22 - - -
E - - 19.5 19.5 19.5 18.5 18.5 - - -
E 17.5 17,5 17.5 17.5 17.5 - - 17.5 17,5 17.5
G 13.5 13,5 - - - 14 14 - - -
H 13 13 13 13 13 - = 13,5 13,5 13.5
[ 4.9 49 - - 8.5 8.5 8.5 8,5 8.5
J - - 29 2,9 29
frI;igCHZE; 7 7 6 6 6 6 6 6 6

15 min. w temp. 4°C. DNA po doktadnym wysuszeniu rozpu-
szczano w buforze TE.

Enzymy restrykeyjne: do badan uzyto nastgpujacych enzy-
méw restrykeyjnych: Hind II1, Pst 1. Bam HI. Eco RL wszy-
stkie o koncentracji 8-12 U/ul. Do trawienia uzywano okofo
| ug DNA badanych szczepéw oraz 8-12 U odpowiedniego
enzymu restrykeyjnego. Mieszaning DNA i enzymu inkubowa-
no 2 godz. w temp. 37°C. Nastgpnie do mieszaniny tej doda-
wano roztworu obciazajacego (0.25% bigkit bromofenolowy.
60% sacharoza) i cato$é ogrzewano w 65°C przez 10 min.

Elektroforeza DNA w zelu agarozowym: probki DNA szcze-
pow Agille, 111/3 oraz wariantéw wyprowadzonych z nich,
uzyskane po trawieniu wybranymi enzymami restrykcyjnymi,
nanoszono na 0,6% zel agarozowy. Elektroforeze prowadzono
w buforze TAE (0,04 M Tris-acetate, 0,001M EDTA) pH 8,0
przy stalym napigciu 45V przez 4-5 godz. Po zakonczeniu
elektroforezy zel barwiono w bromku etydyny (1 ug/ml) przez
30 min.. a nastgpnie fotografowano w §wietle UV przy dlugo-
éci fali 260 nm. Jako marker dtugo$ei faricucha nukleotydowe-
go uzywano DNA faga lambda trawiony enzymem Hind III.

Wyniki i oméwienie

Wyniki ilustrujace poréwnanie szab-
lonéw elektroforetycznych DNA, po tra-
wieniu wybranymi enzymami restryk-
cyjnymi, szczepéw macierzystych Agille
i 1lI/3 z szablonami DNA wariantow
wyprowadzonych z tych szczepéw
przedstawiono w tabelach 11 2. Po tra-
wieniu enzymem Hind III DNA szcze-
péw macierzystych i wyselekcjonowa-
nych wariantéw ciete byto na 11 frag-
mentéw, a dtugosei poszezegdinych frag-
mentéw DNA szczepéw macierzystych
i wariantéw byty identyczne (tab. 1, ryc.
1). Stwierdzono natomiast réznice w
szablonach elektroforetycznych DNA
szczepéw wyjSciowych Agille 1 11173,
Szablon elektroforetyczny szczepu Agil-
le posiadat fragmenty C-19 kbp, K-7.7
kbp i £-2,7 kbp. Z kolei DNA szczepu
111/3 posiadat fragmenty E-16 kbp, I-8,6
kbp 1 M-2,5 kbp, nieobecne w DNA
szczepu Agille.

Ryc. 1. Szablon elektroforetyczny szczepow
macierzystych Agille, 111/3 i wariantow 8/-2,
[II/3D, TII/3M po trawieniu enzymem Hind IIT

W przypadku enzymu Pst I DNA szczepéw macierzystych
i wariantéw wyprowadzonych z nich cigte byto na wiele ma-
tych fragmentéw (tab. 1. ryc. 2). Analiz¢ szablonow elektro-
foretycznych przeprowadzono dla zakresu migracji markerow
23 130 bp — 2027 bp. W uzyskanych szablonach (ryc. 2) nie
zaobserwowano pojawienia sig nowych fragmentéw, ktére by
réznicowaly szczepy macierzyste i warianty wyselekcjonowane
po neutralizacji przeciwciatami. Wyniki zawarte w tabeli 1,
uzyskane po trawieniu enzymem Pst 1, potwierdzaja mozliwo§¢
réznicowania szczepu Agille od szczepu I1I/3. DNA szczepu
Agille posiadal fragmenty B-7.5 kbp, H-4,6 kbp, M-3,25 kbp,
Q-2,45 kbp, nieobecne w szablonie szczepu I1I/3. Natomiast
DNA szczepu III/3 posiadat fragmenty G-5.0 kbp, I-4,4 kbp
1 L-3,7 kbp. -

Réznic w szablonach elektroforetycznych DNA wyselek-
cjonowanych wariantéw i szczepéw macierzy stych wirusa BHV 1
nie stwierdzono takze po trawieniu enzymami Bam HI i Eco
RI (tab. 2, ryc. 3. 4). W obu przypadkach liczba uzyskanych

e — el
e
LS
- s
: -

-~
# =l

Ryc. 2. Szablon elektroforetyczny szczepdw
macierzystych Agille, I1/3 1 wariantéw 8/-2,
11/3D, 1I/3M po trawieniu enzymem Pst 1
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Ryc. 3. Szablon elektroforetyczny szczepw
macierzystych Agille, III/3 i wariantéw 8/-2,
ILI/3D, UI/3M po trawieniu enzymem Bam HI

Ryc. 4 Szablon elektroforetyczny szczepéw
macierzystych Agille, 11I/3 i wariantéw 8/-2,
11I/3D, III/3M po trawieniu enzymem Eco RI

fragmentéw oraz ich wielko$¢ byty iden-
tyczne w szablonach elektroforetycznych
szczep6w macierzystych i wariantéw wy-
prowadzonych z nich. Jednocze$nie na
podstawie wystgpowania lub braku
fragmentéw A, B, E, G, J po trawieniu
enzymem Bam HI (tab. 2, ryc. 3) oraz
fragmentéw A, B, D, E, F, G, H, J po
trawieniu enzymem Eco RI (tab. 2, ryc.
4) ponownie potwierdzono mozliwosé
réznicowania szczepéw Agille i 11/3.

Reasumujac przedstawione wyniki
nalezy stwierdzié, Zze zaobserwowana
zwigkszona opornos¢ wariantu 8/-2 na
neutralizacj¢ przeciwciatami poliklo-
nalnymi wynikata ze zmiennosci feno-
typowej. Dowodem na to jest fakt, ze
zanotowanemu wzrostowi miana zakaz-
nego wariantu 8/-2 w kolejnych cyklach
neutralizacji/selekeji (czg$¢ 1) nie towa-
rzyszyty zmiany w szablonie elektrofore-
tycznym DNA. Jego szablon elektro-
foretyczny, po trawieniu ww. enzymami
restrykcyjnymi, byt identyczny jak
szablon elektroforetyczny DNA szcze-
pu macierzystego Agille.

Objasnienia do rycin: $ciezki: 1 — szczep Agille; 2 — szczep II/3; 3 — wariant 8/-2; 4 — wariant
III/3D; 5 — wariant II/3M; 6 — DNA faga lambda trawiony enzymem Hind III jako marker.

Wnioskt

1. Nie stwierdzono réznic migdzy szablonami elektrofore-
tycznymi szczepow Agille i 111/3, a szablonami wariantéw
wyprowadzonych z tych szczepéw po neutralizacji przeciw-
ciatami.

2. Obserwowana podwyzszona opornos$¢ na neutralizacje
warlantu 8/-2 wynikata ze zmian fenotypowych.

3. Analiza elektroforetyczna DNA szczep6w macierzystych
Agille i ITII/3 po trawieniu enzymami Hind III, Pst I, Bam HI,
Eco RI umozliwita réznicowanie obu szczepiw.

Pi$miennictwo znajduje si¢ w [ czgsci pracy: Medycyna Wet. 51, 343, 1995.

MOHATO S. N., HARRISON L. J. S., HAMMOND J. A.:
Skuteczno$¢ tiabendazole w zarazeniach bawoléw we
Wschodnim Nepalu Fasciola gigantica. (Efficacy of tha-
bendazole against Fasciola gigantica in buffaloes in East-
ern Nepal). Vet. Rec. 135, 579-580, 1994 (24)

Tiabendazol- pochodna benzimidazolu dziata bardzo skutecznie na niedoj-
rzate i dojrzate formy Fasciola hepatica u owiec, kéz i bydta. Zarazenia F.
gigantica wystepuja powszechnie u bawotéw w Nepalu. Skutecznosé tiaben-
dazolu w zarazeniach tym pasozytem przebadano na bawotach w wieku 15-18
miesigcy u ktérych inwazja nie byla nasilona. 10% zawiesine tiabendazolu
stosowano w dawce 12 mg/kg masy ciata, Poniewaz po 14 dniach liczba jaj
pasozyta w Kale nie ulegta silnemu obnizeniu u 4 z 6 bawol6w powtérzono
leczenie podajac dawke 24 mg/kg masy ciata, Po drugim leczeniu liczba jaj
w kale spadta do 0 po 6 dniach od momentu podania leku. Tiabendazol w
dawce zalecanej przez producenta (12 mg/kg masy ciata) nie eliminuje wiec
F. gigantica z przewodéw zélciowych bawotdow.
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BATOMUZI E. K., KRISTENSEN F., BASSE A., DAHL
S.: Idiopatyczna hematuria nerkowa u psa. (Idiapathic re-
nal haematuria in a dog). Vet. Rec. 135, 603, 1994 (25)

U psa rasy labrador w wieku 2 lat wystapita hematuria trwajaca przez
okres 2 miesiecy. Badanie radiograficzne jamy brzusznej, bakteriologiczne
moczu, laparotomnia i cystotomia nie uniemozliwily ustalenia przyczyny he-
maturii, Po 2 miesigcach badaniem ultrasonograficznyma jamy brzusznej
stwierdzono zmiany patologiczne w odcinku przednim lewej nerki. Badanie
hematologiczne wykazalo obnizenie wartosci hematokrytu 90,35) i poziomu

hemoglobiny (6,70 mm/1) oraz wzrost aktywnosci A1AT (1,60 uKAT/L). W
moczu pojawito sie biatko i barwnik krwi przy braku krwinek czerwonych,
Powtdmie przeprowadzona laparotomia wykazata zmiany przypominajace za-
wat w odcinku przednim lewej nerki i obrzek moczowodu.
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ESCUDERO E., CARCELES C. M., SERRANO J. M.:
Farmakokinetyka oksytetracykliny u kéz: modyfikacje
zwigzane z przedluzonym dzialaniem antybiotyku. (Phar-
macokinetics of oxytetracycline in goats: modificantions
induced by a long-acting formulation). Vet. Rec. 135, 548-
552, 1994 (23)

Oksytetracyklina jest antybiotykiem o szerokim spektrum dzialania i
aktywnosci bakteriostatycznej. Formula tego antybiotyku o przedhuzonym
dzialaniu jest lekiem z wyboru w leczeniu choréb zakaznych o przebiegu
ostrym. Poréwnano farmakokinetyke oksytetracykliny konwencjonalnej z po-
stacia o dzialaniu przedtuzonym po stosowaniu domiesniowym i dozylnym
antybiotyku u kéz. Dystrybucja antybiotyku w organizmie przebiegala wg
modelu dwukompartmentowego. Warto§¢ Vz wynosita 1,443 L/kg, Ve 0,453
L/kg, T1/2 po podaniu dozylnym 69,28 min za$ po domig$niowym 10 godz.
38 min. Dla antybiotyku o przedtuzonym dzialaniu wartosci te wynosity od-
powiednio 6 godz. i 28 min. i 29 godzin. Celem uzyskania maksymalnego
poziomu antybiotyku wynoszacego ponad 0,5 mg/L dawka konwencjonalnego
antybiotyku winna wynosi¢ 10 mg/kg a dawka podtrzymujaca 8,5 mg/kg w
odstepach dobowych. Natomiast w przypadku antybiotyku o przedluzonym
dzialaniu zaleca si¢ jako pierwsza dawke 20 mg/kg a jako dawke podtrzy-
mujaca 14 mg/kg w odstgpach 48 godz.
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