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ANDRZEJ LIPOWSKI

artykut przeglgdowy

Zastosowanie analizy restrykcyjnej
wirusowego DNA w badaniach
nad choroba Aujeszkyego

Zaklad Choréb Swin Paristwowego Instytutu Weterynaryjnego, Al. Partyzantéw 57, 24-100 Putawy

Choroba Aujeszkyego (chA), wywoltywana przez
Herpesvirus suis 1 (4), stanowi istotne zagrozenie
dla producentéw trzody chlewnej na calym Swiecie
(34). Zastosowanie w poczatkach lat osiemdziesia-
tych (14, 28, 31, 32) analizy restrykcyjnej do badari
nad kwasem dezoksyrybonukleinowym (DNA) wi-
rusa chA (Aujeszky’s disease virus — ADV) pozwo-
lito w efekcie na dos¢ doktadne poznanie jego struk-
tury (29).

Wirion ADV zawiera nukleokapsyd, w ktérym
miesci sie genom zbudowany z liniowego, dwuni-
ciowego DNA o dtugosci 150 tys. par zasad. Dookota
kapsydu wystgpuje bezpostaciowa struktura zwana
Htegument”, za$ cato$¢ obejmuje otoczka. Wirusowy
DNA skfada si¢ z dwu kowalentnie potaczonych
jednostek — diugiej (Unique long — UL) i krétkiej
(Unique short — Us). Jednostka krétka ograniczona
jest dwoma, wewngtrznag (Internal repeat — IR) 1 zew-
netrzna (Terminal repeat — TR), odwréconymi, po-
wtarzajacymi si¢ sekwencjami nukleotydéw (ryc. 1).
Biorac pod uwage wielkos¢ DNA wirusa chA za-
ktada sie, ze moze on zawieraé okoto 70 gendw,
przy czym pelna sekwencje okreslono w odniesieniu
do 40 z nich (29). Kodowane przez nic enzymy,
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Ryc. 1. Liniowy schemat DNA wirusa choroby Aujeszkyego (wg 29).
Cyfry arabskie — numery koleinych fragmentéw restrykcyjnych
wirusowego DNA powstalych w wyniku trawienia endonukleaza BamHI,
Pozostale objasnienia — w tekscie

biatka i glikoproteidy posiadaja rézne funkcje oraz
przeznaczenie. Poznanie ich roli w procesie zaka-
zenia, w warunkach in vitro oraz in vivo, stalo si¢
mozliwe dzieki inzynierii genetycznej, ktérej to me-
todami konstruowano mutanty pozbawione konkret-
nych genéw oraz analizie restrykcyjnej badajace;
genotypy powstalych szczepow.

Jedna z podstawowych, badanych cech wirusa
chA, poddanych ocenie powyzszymi metodami, byta
jego zdolnosé do namnazania si¢ i zasiedlania ko-
morek uktadu nerwowego. Wykazano, ze niezwykle
istotne znaczenie w tym zakresie posiada enzym —
kinaza tymidylanowa (thymidine kinase — TK). Che-
miczna inaktywacja lub wrecz usuniecie z genomu
ADYV genu kodujacego TK obniza bardzo wyraznie
zakaZno$¢ tak przygotowanych szczepéw wirusa chA,
przy niezmienionych zdolnoSciach do namnazania
sie in vitro (29).

Poza wymienionym wirusowy DNA koduje szereg
innych enzyméw, ktérych unieczynnienie wydaje
sie rowniez mie¢ wptyw na zjadliwos¢ ADV. Pro-
wadzone na ten temat prace sa w stadium poczatkowym
i na pelne ich wyniki nalezy jeszcze poczekac (29).

Istotny wpltyw na wlasciwosci wirusa chA maja
takze glikoproteidy otoczkowe. Odgrywaja one zna-
czaca role w interakcji pomiedzy zarazkiem a or-
ganizmem zwierz¢cia w procesie zakazania komorek
docelowych oraz wywotywania reakcji immunolo-
gicznych (29). Dotychczas wykryto 8 strukturalnych
glikoproteidéw oznaczonych, wedlug ujednolicone;j
obecnie dla wszystkich herpeswiruséw nomenkla-
tury, jako gB (gII), gC (glID), gD (gp50), gE (gI),
gl (gp63), gH, gL i gK; w nawiasach podano stare
— oryginalne nazwy glikoproteidéw ADV (29). Loka-
lizacje genéw poszczegdlnych glikoproteidow (oraz
kinazy tymidylanowej) w genomie wirusa chA przed-
stawiono schematycznie na ryc. 1. Sposréd wymie-
nionych bialek gB, gD, gH i gL okreslane sa jako
podstawowe, niezbedne dla replikacji wirusa, nato-
miast pozostate: gC, gE i gl uwaza si¢ za glikopro-
teidy niepodstawowe. Oznacza to, ze usunigcie z
genomu ADV genu ktéregokolwiek z trzech wy-
mienionych biatek, nie ma wptywu na namnazanie
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sic tak skonstruowanych szczepéw w hodowlach
komérkowych. Ponadto wykryto sekrecje niestruktu-
ralnego, niepodstawowego glikoproteidu gG (gX)
przez zakazone wirusem chA komérki in vitro (29).

Wymienione wyzej biatka w rézny sposob wpty-
waja na przebieg procesu zakazenia. Glikoproteid
¢C, odgrywajacy istotng rolg w pobudzaniu odpor-
noéci komérkowej, warunkuje pierwotna adsorpcje
czasteczki wirusowej do powierzchni zaatakowane]
komérki docelowej. Silniejsze, wtérne, powigzanie
wirusa z komérka umozliwia glikoproteid gD, be-
dacy jednoczesnie podstawowym immunogenem ADV
powodujacym powstawanie humoralnych przeciw-
ciat neutralizujacych. Wykorzystujac laboratoryjne
rekombinowane szczepy ADV — pozbawione gC —
mozna réwniez doprowadzi¢ do infekcji wrazliwych
komoérek przez wirus; za jego adsorpcj¢ odpowie-
dzialny jest w takich przypadkach wylacznie gliko-
proteid gD. Ponadto biatko to umozliwia ADV prze-
kraczanie przerw migdzysynaptycznych przy zaka-
zeniu wewnatrzneuronowym (29).

Kolejnym etapem zakazenia jest wnikanie wolne-
go wirionu — nukleokapsydu do komoérki docelowe).
Istotna role odgrywaja tu gB i gD oraz funkcjonalny
kompleks niekowalentnie potaczonych ze soba, w
postaci heterodimeru, glikoproteidéw gH 1 gL.

Po przedostaniu si¢ kapsydu do wnetrza komérki
nastepuje ztozony proces replikacji wirusa. Powstate
w jej wyniku potomne, zakaZne czasteczki moga
wydostawaé si¢ na zewnatrz zakazone] komorki a
na proces ten wplyw ma biatko gC oraz kompleks
¢E/el. Inng mozliwoscia jest szerzenie si¢ zakazenia
bezposrednio z komérki do komérki. Istotng rolg
odgrywaja tu kompleks gH/gL oraz glikoproteid B.
Modulujacy wptyw na efektywnosc¢ tego procesu
maja takze gD oraz kompleks gE/gl (29).

Glikoproteidy gE i gI byly jednymi z pierwszych,
ktére poddano drobiazgowym badaniom odnosnie
ich wplywu na zjadliwos¢ ADV. Glikoproteid gE
umozliwia wirusowi wnikniecie do komérek ukfadu
nerwowego i szerzenie si¢ zakazenia od neurocytu
do neurocytu wzdtuz wypustek osiowych —aksonow.
W procesie tym synergistyczne dziatanie wykazuje
elikoproteid gl, tworzge z gE funkcjonalng jednostke
heterodimeryczna (29).

Znajomo$¢ powyzszych proceséw oraz dokladne
okreSlenie zwigzkéw odpowiedzialnych za zjadli-
wos¢ 1 neurowirulencje ADV jakimi sa enzym TK
oraz glikoproteid gE, mialo ogromny wptyw na opra-
cowanie nowoczesnych szczepionek przeciw chA,
Postugujac si¢ metodami inZynierii genetycznej usu-
nieto z genomu wirusa geny TK oraz gE a powstale
mutanty, przy niezmienionych ich zdolnosciach do
namnazania sie in vitro jako szczepionki, fzw. de-
lecyjne. Wprowadzenie tych szczepéw do praktyki
pozwala na odréznienie $wifi uodpornianych od za-
kazonych wirusem terenowym, umozliwiajac elimi-
nacje tych ostatnich ze stad szczepionych (vaccina-

tion-eradication), a tym samym uwolnienie ich od
chA. Wspomniane szczepy delecyjne, ze wzglgdu
na zmieniony genotyp, sa tatwe do odréznienia od
szczepow dzikich przy pomocy analizy restrykcyj-
nej, co jest obecnie szczegélnie wazne w moleku-
larnych badaniach epidemiologicznych nad chA.
Mozliwo$§é wykorzystania analizy polimorfizmu
dhigosci fragmentéw restrykcyjnych (restriction frag-
ment length polymorphism — RFLP) DNA wirusa
chA w wymienionych wyzej badaniach sugerowano
juz w pierwszych pracach dotyczacych tego zagad-
nienia (14, 19, 28). Jednoczesnie pojawily si¢ proby
klasyfikacji odmiennych genotypowo izolatéw ADV.
Umozliwity one okreslenie 3 podstawowych geno-
typéw wymienionego wirusa (ryc. 2), wsrdd ktorych
wyréznia si¢ szereg podtypéw (6, 7, 21).

Ryc, 2. Schematyczne przedstawienie klasyfikacji szczepw wirusa choroby
Aujeszkyego w oparciu o rozdziat elektroforetyczny fragmentow
restrykeyjnych wirusowego DNA powstatych w wyniku trawienia

endonukleaza BamHI (wg 7). Strzalka — kierunek rozdziatu
elektroforetycznego. Cyfry arabskie — numery kolejnych fragmentéw
genomu wirusowego DNA w zaleznosci od ich wielkosci.
Cyfry rzymskie — typ genomu

Mozliwosci jakie daje analiza restrykcyjna z uzy-
ciem sond genetycznych wraz z punktem odniesienia
jakim jest klasyfikacja réznych szczepéw ADV we-
dhug typu genomu zostaly wykorzystane w mode-
lowych wrecz badaniach epidemiologicznych nad
szerzeniem si¢ chA w Danii w latach 1985-1988
(2, 8). Wykazano w nich, ze do 1985 r. wszystkie
izolowane w tym kraju szczepy terenowe ADV na-
lezaly do genotypu III, nigdzie indziej nie notowa-
nego. W trakcie kolejno po sobie wystepujacych,
poczatkowo na poludniu i szerzacych si¢ nastgpnie
w kierunku pétnocnym tego kraju, epizootii chA w
latach 1986/87 i 1987/88, typ III ulegt zanikowi a
pojawit si¢ typ I, dominujacy na terytorium Niemiec
w poblizu granicy z Danig (1, 6).

O zanikaniu starych i pojawianiu si¢ nowych ty-
péw genomu ADV donoszono réwniez z Francji
(21). Stwierdzono mianowicie, ze izolowane w la-
tach 1980-81 na pewnym obszarze szczepy wirusa
chA nalezaly do typu L, ktéry wyparty zostat przez
typ II. Badania izolatéw z 1986 r. wykazaly ponowne
pojawienie si¢ typu I co thumaczy si¢ wprowadze-
niem na teren Francji nowych szczepéw ADV (21).
Do tego samego standardu klasyfikacyjnego, tzn.



%d_y_c;ina_Wet. 52 (2) 1996

101

typu I, zaliczono takze izolaty terenowe wirusa chA
wyosobnione w USA i Nowej Zelandii (30) oraz
w Holandii, Belgii (na pewnych terenach), Wielkie;j
Brytanii, Pétnocnej Irlandii, Niemczech (na pewnym
terenach), Szwecji i Polsce (10, 15, 19, 20, 26).

Cytowani autorzy zwracaja uwage na typowa dla
szczepoéw dzikich (15, 35) réznorodnos¢ analizo-
wanych izolatow terenowych w obrebie danego ge-
notypu wirusa chA. Zjawisko to moze by¢ skutkiem
intensywnego obrotu trzoda chlewna miedzy fer-
mami i zwigzanym z tym wielokrotnym pasazowa-
niem wymienionego zarazka (3). Znany jest jednak
réwniez fakt ograniczonego terytorialnie, endemi-
cznego wystepowania jednego, szczegdlnego wa-
riantu genotypowego ADV. Na zjawisko to zwrdcila
uwage Kochan i wsp. (26). Wykazala ona, ze 7 z
17 badanych krajowych izolatéw wirusa chA charak-
teryzuje si¢ zblizonym do siebie profilem restryk-
cyjnym, rézniacym si¢ znacznie od pozostatych 10
szczepéw terenowych. Na podstawie wywiadu epide-
miologicznego ustalono, ze unikalne izolaty ADV wy-
osobniono od swin z ferm zlokalizowanych obszarowo
na niewielkim terenie nalezacym do dwu sasiednich
wojewddztw (26). O podobnych obserwacjach do-
nosili takze Lomniczi i wsp. (27). W jednym z
regionéw Wegier izolowano mianowicie szczepy o
charakterystycznym, rézniagcym si¢ jednak istotnie
od wirusa prototypowego, genotypie, nie stwierdza-
nym nigdzie indziej pozatym obszarem. Wymienieni
autorzy dokonali réwniez poréwnania budowy ge-
nomu szczepow izolowanych na przestrzeni 10 lat.
Uzyskane wyniki pozwolity na wyréznienie ,Stare-
20”1 ,,nowego” typu genomu wsréd badanych izo-
latéw. Podobna, wykonana przez Kochan i wsp. (26),
poréwnawcza analiza restrykcyjna polskich szcze-
pow terenowych wirusa chA wykazata niewielkie
réznice w budowie genomu pomigdzy izolatami z
roku 1974 czy 1977 a wyosobnionymi w 1991 r.
Zblizone do powyzszych badania wykonali w Hi-
szpanii Espuna i wsp. (12). Analizujac profile re-
strykcyjne 50 wyizolowanych od $wil szczepow
ADV wykazali oni, podobnie jak Lomniczi 1 wsp.
(27), znaczna réznorodnos$é¢ w budowie ich geno-
méw, odbiegajaca istotnie od prototypowego — ,,sta-
rego” szczepu wirusa chA. Ponadto autorzy ci wy-
kazali, ze 3 sposréd 50 analizowanych szczepow
stanowilo mieszaning dwu réznych wariantéw ge-
notypowych ADV (12). Na mozliwos¢ izolacji od
jednej Swini mieszaniny dwu réznych, dzikich szcze-
péw wirusa chA oraz dzikiego i szczepionkowego
jednoczes$nie, wskazywali m.in. réwniez Christensen
i wsp. (9), Gielkens i wsp. (15), Ficinska (13) oraz
Kochan i wsp. (26).

Efekty zastosowania analizy restrykcyjnej w ba-
daniach epidemiologicznych nad ustaleniem tozsa-
mosci szczepéw ADV izolowanych od innych niz
trzoda chlewna gatunkéw zwierzat przedstawil Hep-
pner (19). Poszukujgc zwigzkéw migdzy zachorowa-

niami na chA pséw, kotéw i bydta na okreSlonym
terenie lub w konkretnych gospodarstwach stwier-
dzit $cista korelacj¢ migdzy tymi przypadkami a
wystepowaniem choroby u trzody chlewnej. Autor
ten udowodnit, na podstawie analizy restrykcyjnej,
ze wyosobnione od wymienionych zwierzat szczepy
ADV s3 identyczne z wyizolowanymi od Swin (19).
Roéwniez w polskich badaniach (26) wykazano, ze
profile restrykcyjne szczepéw ADV izolowanych
od liséw hodowlanych (16), nie r6znig si¢ istotnie
od referencyjnego szczepu NIA-3. Dowodzi to, ze
zwierzeta te ulegly infekcji droga skarmiania suro-
wych odpadéw poubojowych od swin zakazonych
zjadliwym wirusem chA. Podobne badania poréw-
nawcze nad izolatami pochodzacymi od tucznikow
i bydta opasowego utrzymywanych w tym samym
budynku wykonali Erickson i wsp. (11). Wykazali
oni, metoda analizy restrykcyjnej, ze szczep wy-
osobniony od padtego wsréd typowych objawéw
chA bukata jest identyczny z wyizolowanym od
zdrowej lecz podejrzanej o bezobjawowe zakazenie
$wini, u ktérej siewstwo wirusa wywolano w kon-
trolowanych warunkach na drodze immunosupresji.
Cytowani autorzy okreslili réwniez tozsamos¢ izolatu
ADV uzyskanego od innego bukata pochodzacego z
tej samej grupy zwierzat ale poddanych profilakty-
cznemu uodpornianiu szczepionka zawierajacy ate-
nuowany szczep BUK, u czgsci ktérych zabieg ten
spowodowat zej$cia Smiertelne z charakterystycz-
nym obrazem klinicznym chA. Analiza restrykcyjna
szczepu wyizolowanego i szczepionkowego BUK
wykazata ich identyczno$§¢. Uznano wigc, Ze przy-
czyna $mierci wymienionego zwierzecia byt ate-
nuowany szczep szczepionkowy BUK a nie jak po-
dejrzewano, zjadliwy ADV pochodzacy od zakazo-
nych bezobjawowo §wiil (11). Podobny przypadek
izolacji atenuowanego szczepu szczepionkowego
BUK-TK 650 od padlego na chA cielecia opisali
Espuna i wsp. (12). W ustaleniu tozsamosci tego
izolatu wykorzystano poréwnawczg analize restryk-
cyjna z oryginalnym wirusem szczepionkowym. Cy-
towani autorzy hiszpariscy wykryli ponadto, posréd
50 wyosobnionych od $win izolatéw ADV, dwa
niezwykle interesujace szczepy. Dokladna analiza
restrykcyjna pozwolita na stwierdzenie, iz sa one,
powstatymi w warunkach naturalnych, spontanicz-
nymi rekombinantami dwu réznych szczep6w tere-
nowych wirusa chA (12). Obecno$¢ rekombinantow
wérdd analizowanych 5 wegierskich i 7 polskich (6
od $wif i 1 od liséw hodowlanych) terenowych
izolatéw ADV stwierdzili Christensen 1 wsp. (5).
Wykazali oni, Ze wéréd wegierskich szczepéw 3 sa
rekombinantami ze szczepionkowym wirusem Bart-
ha K-61, natomiast wsréd 6 polskich, uzyskanych
od $wid, 5 wydaje si¢ byé pochodnymi szczepion-
kowego szczepu TK 900 (5). Wyniki dotycza,ce
polskich szczepéw wirusa chA, zostaty czgsciowo
potwierdzone w bardziej szczegétowych badaniach
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wykonanych przez Ficiriska (13) oraz Kochan i wsp.
(26). Wspomniane autorki przeprowadzity doktadna
analize restrykcyjna 17 krajowych izolatéw ADV
pochodzacych w 13 przypadkach od swid, w tym
takze badanych przez Christensena i wsp. (5), w
trzech od liséw hodowlanych oraz w jednym od
psa. Wykazano, ze oprocz kilku, wyosobnionych
od Swin szczepow charakteryzujacych si¢g do pew-
nego stopnia podobiefistwem w budowie genomu
do szczepionkowego atenuowanego wirusa TK 900,
rowniez jeden z izolatéw uzyskanych od liséw ho-
dowlanych posiada bardzo zblizony do niego wzdr
restrykcyjny (26).

Cytowane wyniki badan autoréw dunskich (5),
hiszpaniskich (12) 1 polskich (13, 26), wskazujace
na obecnos¢ powstatych w naturalny — spontaniczny
spos6b rekombinantéw ADV, potwierdzily, dzigki
analizie restrykcyjnej, wysuwane w tym zakresie
sugestie. Rezultaty prac, w ktoérych analizowano
terenowe, dzikie izolaty wirusa chA, uzupelnione
zostaty przez Henderson 1 wsp. (17, 18) oraz Katza
1 wsp. (22, 23). Badacze ci wykonali szereg do-
Swiadczeni, w SciSle kontrolowanych warunkach in
vitro oraz in vivo, wykazujac, przy pomocy analizy
restrykeyjnej, mozliwos¢ rekombinacji miedzy roz-
nymi wirusami szczepionkowymi, w tym tradycyj-
nymi — atenuowanymi i delecyjnymi. Powstale re-
kombinanty, z ktérych czgs¢ posiada odtworzone
cechy zjadliwosci, prowadzi¢ moga, ze wzglgdu na
budowe swego genomu, do istotnych epidemiolo-
gicznie trudnos$ci diagnostycznych oraz klopotow
w interpretacji wynikow réznicowych badan sero-
logicznych Swin w kierunku chA (24, 25).

Reasumujac, nalezy stwierdzid, ze analiza restryk-
cyjna jest niezwykle przydatna metoda w badaniach
epidemiologicznych nad chorobg Aujeszkyego. Po-
zwala ona bowiem nie tylko na ustalenie drog sze-
rzenia sie choroby oraz Zrédet zakazenia i to zaréwno
w odniesieniu do trzody chlewnej jak i innych ga-
tunkéw zwierzat ale takze, co jest szczegélnie cenne
z epidemiologicznego punktu widzenia, na okresle-
nie tozsamosci wyosobnionych izolatéw poprzez ich
poréwnanie z innymi szczepami ADV (referencyjnymi,
terenowymi, szczepionkowymi). Wymienione zalety
analizy restrykcyjnej stanowia wigc o wyjatkowe]
przydatnosci tej metody w zwalczaniu choroby Au-
jeszkyego, zwlaszcza w oparciu o programy typu
,.Szczepienie — eliminacja” (vaccination — eradica-
tion) przy uzyciu szczepionek delecyjnych (33).
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