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ANDRZEJ LIPOWSKI

artykuł przeglądowy

Zastosowanie anal izy restrykcyj nej
awirusowego DNA w badaniach
nad chorobą Aujeszkyego

ZakładChorób Świń Państwowego Instytutu Weterynbryjnego, Al. Partyzantów 57,24-100 Puławy

Choroba Aujeszkyego (chA), wywoływana ptzez
Herpesvirus słls I (4), stanowi istotne zagrożente
dla producentów trzody chlewnej na całym świecie
(34). Zastosowanie w początkach lat osiemdziesią-
tych (14, 28,3I,32) analtzy restrykcyjnej do badań
nad kwasem dezoksyrybonukleinowym (DNA) wi-
rusa chA (Aujeszky's disease virus - ADV) pozwo-
liło w efekcie na dość dokładne poznanie jego struk-
:Lury (ż9).

Wirion ADV zawiera nukleokapsyd, w którym
mieści się genom zbudowany z liniowego, dwuni-
ciowego DNA o długości 150 tys. par zasad. Dookoła
kapsydu występuje bezpostaciowa struktura zwana
,,tegument" , zaś całość obejmuje otoczka, Wirusowy
DNA składa się z dwu kowalentnie połączonych
jednostek - długiej (Unique long - Ul) i krótkiej
(Unique short - Us). Jednostka krótka ograniczona
jest dwoma, wewnętrzną (Internal repeat - IR) i zew-
nętrzną (Terminal repeat - TR), odwróconymi, po-
wtarzającymi się sekwencjami nukleotydów (ryc. 1).

Biorąc pod uwagę wielkość DNA wirusa chA za-
kłada stę, że moze on zawierać około 70 genów,
przy czympełną sekwencję określono w odniesieniu
do 40 z nich (29). Kodowane przęz nle ęnzymy,
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Ryc. l Liniowy schemat DNA wirusa choroby Aujeszkyego (wg 29).

Cyfry arabskie - nunery kolejnych fragmentów r,estrykcyjnych

wirusowego DNA powstałych w wyniku trawienia endonukleazą BamHI
Pozostałe objaśnienia - w tekście
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białka i glikoproteidy posiadają różne funkcje oraz
przeznaczenie. Poznanie ich roli w procesie zaka-
żenia, w warunkach in vitro oraz in vlvo, stało się
mozliwe dzięki inzynierii genetycznej, której to me-
todami konstruowano mutanty pozbawione konkret-
nych genów oraz analtzte restrykcyjnej badającej
genotypy powstałych szczepów.

Jedną z podstawowych, badanych cech wirusa
chA, poddanych oceni e p ow y ższymi metodami, była
jego zdolność do namnazania się i zasiedlania ko-
mórek układu nerwowego. Wykazano, że ntezwykle
istotne znaczęrrrc w tym zakresie posiada enzym -
ktnazatymidylanowa (thymidine kinase - TK). Che-
miczna inaktywacja lub wręcz usunięcie z genomu
ADV genu kodującego TK obniza bardzo wyraźnte
zakaźność tak przygotowarrych szczepów wirusa chA,
przy niezmienionych zdolnościach do namnażanla
się in vitro (29).

Poza wymienionym wirusowy DNA koduje szereg
innych enzymów, których unieczynnienie wydaje
się równiez mieć wpływ na zjadliwość ADV. Pro-
wadzone na ten temat prace są w stadium początkowym
i na pełne ich wyniki należy jeszcze poczekać (29),

Istotny wpływ na właściwości wirusa chA mają
takźe glikoproteidy otoczkowe. Odgrywaj ąone zna-
czącą rolę w interakcji pomiędzy zarazkiem a or-
ganizmem zw ter z ę c ia w pro c e s ie zakażania k omó rek
docelowych otaz wywoływania reakcji immunolo-
gicznych (29). Dotychczas wykryto 8 strukturalnych
glikoproteidów oznaczonych, według ujednoliconej
obecnie dla wszystkich herpeswirusów nomenkla-
tury, jako gB (gII), gC (gIII), gD (gp50), gE (gI),
gI (gp63), gH, gL i gK; w nawiasach podano stare

- oryginalne nazwy glikoproteidów ADV (29). Loka-
|izację genów poszczególnych glikoproteidów (oraz
I<tnazy tymidylanowej) w genomie wirusa chA przed-
stawiono schematycznie na ryc. 1. Spośród wymie-
nionych białek gB, gD, gH i gL określane są jako
podst o-
miast o-
teidy z
genomu ADV genu któregokolwiek z trzech wy-
mienionych białek, nie ma wpływu na namnazanie
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się tak skonstruowanych szczepów w hodowlach
komórkowych. Ponadto wyĘto sekrecję niestruktu-
ralnego, niepodstawowego glikoproteidu gG (gX)
ptz>z zakażone wirusem chA komórkt in vitro (ż9).

Wymienione wyżej białka w różny sposób wpły-
wają na przebieg procesu zakażenta, Glikoproteid
gC, odgrywający istotną rolę w pobudzaniu odpor-
ności komórkowej, warunkuje pierwotną adsorpcję
cząsteczkl wirusowej do powierzchni zaatakowanej
komórki docelowej. Silniejsze, wtórne, powiązanie
wirusa z komórką umozliwia glikoproteid gD, bę-
dący j ednoc ześnie podstawowym immuno genem ADV
powodującym powstawanie humoralnych przeciw-
ciał neutralizujących. Wykorzystując laboratoryjne
rekombinowane szczepy ADV - pozbawione gC -
mozna również doprowadzić do infekcji wrazliwych
komórek przez wirus; za jego adsorpcję odpowie-
dzialny jest w takich przypadkach wyłącznie gliko-
proteid gD. Ponadto białko to umozliwia ADV prze-
kraczanie ptzerw międzysynapty cznych przy zaka-
zeniu wewnątrzneuronowym (29).

Kolej nym etapem zakażęnta j e st wnikanie w olne-
go wirionu - nukleokapsydu do komórki docelowej.
Istotną rolę odgrywają tu gB i gD oraz funkcjonalny
kompleks niekowalentnie połączonych ze sobą, w
postaci heterodimeru, glikoproteidów gH i gL.

Po przedostaniu się kapsydu do wnętrza komórki
następuje złożony ploces replikacji wirusa. Powstałe
w jej wyniku potomne, zakaźne cząsteczki mogą

Modulujący wpływ na efektywność tego procesu

heterodime
Znalomo ch procesów otaz dokładne

określenie dpowiedzialnych za zjadlt-
wość i neurowirulencję ADV jakimi są enzym TK
oraz glikoproteid gE, miało oglomny wpływ na opra-
cowanie nowoczesnych szczepionek przeciw chA,

tion-eradication), a tym samym uwolnienie ich od
chA. Wspomniane szczepy delecyjne, ze względtl
na zmieniony genotyp, są łatwe do odróznienia od
szczepów dzikich przy pomocy analtzy restrykcyj-
nej, co jest obecnie szczegóInie wazne w moleku-
larnych badaniach epidemiolo gtcznych nad chA.

Mozliwość wykorzysta nta analtzy polimorfizmu
długości fragmentów resĘkcyjnych (restriction frag-
meńt length polymorphism - RFLP) DNA wirusa
chA w wymienionychwyżej badaniach sugerowano
juz w pierwszych pracach dotyczących tego zagad-
nienia (14, 19, ż8), Jednocześnie pojawiły się próby
kiasyfikacji odmiennych genotypowo izolatów ADV.
Umozliwiły one określenie 3 podstawowych geno-
typów wymienionego wirusa (ryc.2), wśród których
wyróżnta się szereg podtypów (6, ], 2I).
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Ryc 2 Schenatyczne przedstawienie klasyfikacji szczepów wirusa choroby

Aujeszkyego w oparciu o rozdział elektroforetyczny fragmentów

restrykcyjnych wirusowego DNA powstałych w wyniku trawienia

endonukleazą BamHI (wg 7) Strzałka - kierunek rozdziału

elektroforetycznego Cyfry arabskie - numery kolejnych fragnrentów

genomu wirusowego DNA w zależności od ich wielkości

Cyfry lzymskie - typ genomu

Mozliwości jakie daje analiza restrykcyjna z uży-
ciem sond genetycznych wraz z punktem odniesienia
jakim jest klasyfikacja róznych szczepów ADV we-
dług typu genomu zostały wykorzystane w mode-
lowych wręcz badaniach epidemiologicznych nad
sreizenem się chA w Danii w latach 1985-1988
(2, 8). Wykazano w nich, że do 1985 r. wszystkie
izolowane w tym ktaju szczepy terenowe ADV na-

Ieżały do genotypu III, nigdzie indziej nie notowa-
nego. W trakcie kolejno po sobie występujących,
poózątkowo na połudnl,rt t szerzących się następnie
w kierunku północnym tego kraju, epizootii chA w
latach 1986181 i 1987/88, typ III uległ zanikowi a

pojawił się typ II, dominuj ący naterytorium Niemiec
w poblizu granicy zDantą (1,6).

Ó zanikaniu starych i pojawianiu się nowych ty-
pów genomu ADV donoszono równiez z Francji
(Zt;. Stwlerdzono mianowicie, że tzolowane w la-

tach 1980-81 na pewnym obszarze szczepy wllusa
chA nalezały do typu I, który wyparty został ptzęz
typ II. Badania tzolatów z 1986 r. wykazały ponowne
pojawienie się typu I co tłumaczy się wprowadze-
niÓ* nu teren Francji nowych szczepów ADV (21),

Do tego samego standardu klasyfikacyjnego, tzn,
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typu I, zalrczono także tzolaty terenowe wirusa chA
wyosobnione w USA i Nowej ZęIandti (30) oraz
w Holandii, Belgii (na pewnych terenach), Wielkiej
Brytanii, Północnej Irlandii, Niemczech (na pewnym
terenach), Szwecji i Polsce (10, 15, 19, 20, ż6).

Cytowani autorzy zwracają uwagę na typową dla
szczepów dzikich (15, 35) róznorodność analtzo-
wanych izolatów terenowych w obrębie danego ge-
notypu wirusa chA. Zjawisko to moze być skutkiem
intensywnego obrotu trzodą chlewną między fer-
mami t zwlązanym z tym wielokrotnym pasazowa-
niem wymienionego zarazka (3). Znany jest jednak
równiez fakt ograniczonego terytorialnie, endemi-
czne1o występowania jednego, szczególnego wa-
riantu genotypowego ADV. Na zjawisko to zwróciła
uwagę Kochan i wsp. (26). Wykazała ona, że J z
17 badanych krajowych izolatów wirusa chA charak-
teryzuje się zblizonym do siebię profilem restryk-
cyjnym, różntącym się znacznte od pozostałych 10

szczepów terenowych. Na podstawie wywiadu epide-
miologicznego ustalono, ze unikalne izolaty ADV wy-
osobniono od świń z fermzlokalizowanych obszarowo
na niewielkim terenie na\eżącym do dwu sąsiednich
województw (26). O podobnych obserwacjach do-
nosili takze Lomntczi i wsp. (27). W jednym z
regionów Węgier izolowano mianowicie szczepy o
charakterystycznym, r óżntącym się j ednak istotnie
od wirusa prototypowego, genotypie, nie stwierdza-
nym nigdzie indziej pozatymobszarem. Wymienieni
altorzy dokonali równiez porównania budowy ge-
nomu szczepów izolowanych na przestrzeni 10 lat.
Uzyskane wyniki pozwoliły na wyróznienie ,,stare-
go" i ,,nowego" typu genomu wśród badanych izo-
latów. Podobna, wykonana przezKochan i wsp. (26),
porównaw cza analiza restrykcyjna polskich szczę-
pów terenowych wirusa chA wykazała niewielkie
różntcę w budowie genomu pomiędzy izolatami z
roku I9]4 czy 1977 a wyosobnionymi w 1991 r.

Zbllżone do powyzszych badania wykonali w Hi-
szpanii Espuna i wsp. (12). Analtzując profile re-
strykcyjne 50 wyizolowanych od świń szczepów
ADV wykazali oni, podobnie jak Lomniczi i wsp.
(27), znaczną róznorodność w budowie ich geno-
mów, odbiegającą istotnie od prototypowego -,,sta-
Iego" szczepu wirusa chA. Ponadto autorzy ci wy-
kazalt, ze 3 spośród 50 analizowanych szczepów
stanowiło mieszaninę dwu róznych wariantów ge-
notypowych ADV (12). Na mozliwość izolacji od
jednej świni mieszaniny dwu róznych, dzikich szcze-
pów wirusa chA oraz dztktego i szczepionkowego
j ednocześnie, w skazywali m. in. równiez Christensen
i wsp. (9), Gielkens i wsp, (15), Ficińska (13) oraz
Kochan i wsp. (26).

Efekty zastosowanla analtzy restrykcyjnej w ba-
daniach epidemiologicznych nad ustaleniem tozsa-
mości szczepów ADV izolowanych o,d innych niz
tr zo da chlewna g atunków zw ier ząt przedstawił Hep-
pner (19). Poszukując związków między zachorowa-

niami na chA psów, kotów i bydła na określonym
terenie lub w konkretnych gospodarstwach stwier-
dził ścisłą korelację między tymi przypadkami a
występowaniem choroby u trzody chlewnej. Autor
ten udowodnił, na podstawie analtzy restrykcyjnej,
ze wyosobnione od wymieniony ch zw terząt szczepy
ADV są identyczne z wyizolowanymi od świń (19).
Równiez w polskich badaniach (26) wykazano, że
profile restrykcyjne szczepów ADV izolowanych
od lisów hodowlanych (16), nle różntą się istotnie
od referencyjnego szczepu NIA-3. Dowodzi to, że
zwierzęta te uległy infekcji drogą skarmiania suro-
wych odpadów poubojowych od śvłtń zakażonych
zjadliwym wirusem chA. Podobne badania porów-
nawczę nad izolatami pochodzącyml od tuczników
i bydła opasowego utrzymywanych w tym samym
budynku wykonali Erickson i wsp. (11). Wykazali
oni, metodą analtzy restrykcyjnej, że szczep wy-
osobniony od padłego wśród typowych objawów
chA bukata jest identyczny z wyizolowanym od
zdrowej lecz podejrzanej o bezobjawowe zakażenię
świni, u której siewstwo wirusa wywołano w kon-
trolowanych warunkach na drodze immunosupresji.
Cytowani altotzy określili równiez tozsamość izolafil
ADV uzyskanego od innego bukata pochodzącego z
tej samej grupy zwterząt ale poddanych profilŃty-
cz ne mu uo dp orni aniu s zczepi o nką zaw tet aj ąc ą ate-
nuowany szczep BUK, u części których zabteg ten
spowodow ał zejścta śmiertelne z charaktery sty cz-
nym obrazem klinicznym chA. Analiza restrykcyjna
szczepLl wyizolowanego i szczepionkowego BUK
wykazała ich identyczność. Uznano wtęc, że ptzy-
czyną śmierci wymienionego zwierzęcia był ate-
nuowany szczęp szczepionkowy BUK a nie jak po-
dejrzewano, zjadliwy ADV pochodzący od zakażo-
nych bezobjawowo świń (11). Podobny przypadek
izolacji atenuowanego szczępu szczepionkowego
BUK-TK 650 od padłego na chA cielęcia opisali
Espuna i wsp, (12). W ustaleniu tozsamości tego
tzolatu w ykorzy stano p oró wn aw cz ą an altzę re s try k-
cyjną z oryginalnym wirusem szczepionkowym. Cy-
towani autorzy hiszpańscy wykryli ponadto, pośród
50 wyosobnionych od świń izolatów ADV, dwa
niezwykle interesujące szczępy. Dokładna analtza
restrykcyjna pozwoliła na stwierdzenie, iz są one,
powstałymi w warunkach naturalnych. spontanicz-
nymi rekombinantami dwu róznych szczepów tere-
nowych wirusa chA (12). Obecność rekombinantów
wśród analizowanych 5 węgierskich i 7 polskich (6
od świń i 1 od lisów hodowlanych) terenowych
izolatów ADV stwierdzllt Christensen i wsp. (5).

Wykazali ont, że wśród węgierskich szczepów 3 są
rekombinantami ze szczeplonkowym wirusem B art-

ha K-61, natomiast wśród 6 polskich, uzyskanych
od świń, 5 wydaje się być pochodnyml szczeplon,
kowego szczepu TK 900 (5). Wynikt dotyczące
polskich szczepów wirusa chA, zostały częściowo
potwierdzone w bardz iej szczegółowych badaniach
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wykonanychprzez Ficińską (I3) oraz Kochan i wsp.
(26). Wspomniane autorki przeprowadziły dokładną
analizę restrykcyjną 17 krajowych izolatów ADV
pochodzących w 13 przypadkach od świń, w tym
także badanych przez Christensena i wsp. (5), w
trzech od lisów hodowlanych oraz w jednym od
psa. Wykazano, że oprócz kilku, wyosobnionych
od świń szczepów charakteryzujących się do pew-
nego stopnia podobieństwem w budowie genomu
do szczepionkowego atenuowanego wirusa TK 900,
równiez jeden z izolatów uzyskanych od lisów ho-
dowlanych posiada bardzo zbltżony do niego wzór
restrykcyjny (ż6).

Cytowane wyniki badań autorów duńskich (5),
hiszpańskich (I2) i polskich (I3, 26), wskazujące
na obecność powstałych w naturalny - spontanlczny
sposób rekombinantów ADV, potwierdziły, dzięki
analtzie restrykcyjnej. wysuwane w tym zakresie
sugestie. Rezuitaty prac, w których analizowano
terenowe, dzikie izolaty wirusa chA, uzupełnione
zostały przez Henderson i wsp. (17, 18) orazKatza
i wsp. (,22, 23). Badacze ci wykonali szereg do-
świadczeń, w ściśle kontrolowanych warunkach ill
vitro oraz in viyo, wykazując, przy pomocy andJzy
restlykcyj nej, mozliwość rekombinacj i między tóż-
nymi wirusami szczepionkowymi, w tym tradycyj-
nymi - atenuowanymi i delecyjnymi. Powstałe re-
kombinanty, z których część posiada odtworzone
cechy zjadliwości, prowadzić mogą, ze względl na
budowę swego genomu, do istotnych epidemiolo-
gicznie trudności diagnostycznych oraz kłopotów
w interpretacji wyników róznicowych badań sero-
logicznych świń w kierunku chA (24, 25).

Reasumując, należy stwierdzić, że analtza restryk-
cyjna jest niezwykle przydatną metodą w badaniach
epidemiolo gtczny ch nad chorobą Aujeszkyego, Po-
zwala ona bowiem nie tyiko na ustalenie dróg sze-
r zeni a s ię c horoby or az źr ó deł zakażenta i t o z arów no
w odniesieniu do trzody chlewnej jak i innych ga-
tunków zwleruąt ale także, co jest szczególnte cenne
z epidemiologicznego punktu widzenia, na określe-
nie tozsamości wyosobnionych izolatów poprzez tch
porównanie z innymi szczep ami ADV (referencyj nymi,
terenowymi, szczepionkowymi). Wymienione zalety
anallzy restrykcyjnej stanowią więc o wyjątkowej
przydatności tej metody w zwalczanlu choroby Au-
jeszkyego, axłaszcza w oparciu o programy typu
,,szczeptenie - eliminacja" (vaccination - eradica-
tion) przy uzyciu szczepionek delecyjnych (33).
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