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14, r0-0r0 Olsztyn

wirusa wchodzą cztery strukturalne polipeptydy z których
VP1 jest głównym białkiem immunogennym, Antygenowa
zmiennoŚĆ wirusa jest rezultatem zmian w strukturze tego

białka. W obrębie 7 serotypów wirusa wyróżnia się szereg

podtypów. Od 1987 r. molekularna epizootiolo gia pryszczy cy

opiera się głównie na porównywaniu róznic genetycznych
między izolatami wirusa. Większość danych uzyskano metodą

sekwencjonowania DNA. W licznych publikacjach przedsta-
wiono strukturę genętyeznąserotypów wirusa pryszczycy, typu O
(3, 5, l1, 13, 15, 16), typu A (3, 4,5,1, 14,20,2I,23),
typu C (I2,17,18, 19,25), typu SAT1 (9), typu SAT2 (27),

typu SAT3 (l2), typu Asial (1, 2,26).
Celem pracy było ustalenie sekwencji nukleotydów frag-

mentu cDNA wirusa pryszc zycy typu O. Do powielenia metodą

PCR wybrano region kodujący białko VPl, zawafty między
2ż a 694 parą zasad.

Materiał i metody

Wirus. Do badań uzywano wirusa pryszczycy typu O pocho-
dzącego z kotekcji ZakładgPryszczycy. Wirus namnazano w

hodowli komórek linii BHK-21.
Ekstrakcja RNA. Izolację RNA wykonano w oparciu,o metodę

ChomczyńŚkiego (8). Do 200 ;,rl zawiesiny wirusa dodawano
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Determination of the VPl coding sequence of foot,
-and-mouth disease virus (FMDV) type O
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Wirus pryszczycy nalężący do grupy Picorncl posiada jed-

noniciowy RNA o długości 8000 nukleotydów. W skład kapsydu
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kolejno: 250 pl roztworu D (tiocjanian guanidyny, cytrynian
sodu, sarcosyl, mercaptoetanol), 50 pl octanu sodu, 0,5 ml
1'enolu i 100 pl mieszaniny chloroform : alkohol izoamylowy
(49:1). Całość inkubowano w łaźni lodowej 15 min. i wirowa-
no przez 15 min. przy 13 000 obr./min. Fazę wodną w ilości
500 pl przenoszono do nowej probówki, dodawano równą
objętość izopropanolu i pozostawiano w temperaturze -20"C
przez I godz., następnie wirowano przez 20 min. przy 13 000
obr,/min. Osad rozpuszczano w 300 pl roztworu D, dodawano
równą objętość izopropanolu i ponownie pozostawiano w -20'C
przez 1 godz. Po odwirowaniu osad przemywano etanolem i
SuSZono.

Primery. Jako primerów uzywano dwóch oligonukleotydów
wykonanych w Zakładzie Chemii Bioorganicznej Centrum Ba-
dań Molekularnych i Makromolekularnych Polskiej Akademii
Nauk w Łodzi. Rejon amplifikowany obejmował 672 pary
zasad sekwencji kodującej białko VP1. Pozycje i sekwencje
primerów były następujące: primer FML 22-15'-GCGGATC-
CTCTCACCACCACC-3'/-43, primer Fl|i4z 613-15'-GAAG-
GGCCCAGGCTTGGACTC-3, l -69 4.

Reakcja odwrotnej transkrypcji. Reakcję wykonano przy
użyciu AMV odwrotnej transkryptazy (Boehringer). Matrycę
stanowiło 5 pl roztworu RNA otrzymanego w sposób opisany
powyżej. Reakcja przebiegała 60 min, w temperaturze 42"C.
Do syntezy dwuniciowego cDNA uzywano DNA polimerazy
E, coli.Inkubacja trwała 60 min. w temperaturze 12"C, 60 min.
w 22"C i ]0 min. w 65"C.

Amplifikacja cDNA, Amplifikację cDNA wykonano w apa-
racie Perkin 480. Do reakcji uzywano 1 pg dwuniciowego lub
jednoniciowego cDNA, 3 pl 10 mM trójfosforanów dezoksyry-
bonukleozydów (Boehringer), po 20 ng primerów FM1 i FM2,
5 pl buforu dla Taq polimerazy oraz 2,5 jedn. Taq polimerazy
(Boehringer). Końcowa objętość mieszaniny wynosiła 50 pl.
Na mieszaninę nawarstwiano kroplę oleju mineralnego. Prze-
prowadzono 30 cykli: l min. 96'C - denaturacja, ] min. 56'C
wiązanie primerów, 2 min, 12"C - wydłużanie łańcucha cD-
NA. W ostatnim cyklu elongacja trwała 5 minut.

Analiza produktów amplilikacji. Analizę produktów PCR

świetle uv na transiluminatorle.
gmentem cDNA. Powielony metodą
długości 612 pz poddano działaniu

enzymem restrykcyjnym Bam-
plazmidzte pBS/+/ uprzednio

yjnymi BamHI i SmaI (Amers-
składzie: 2 pl 10x buforu d|a

T4DNA |lgazy,1 j. T4DNA ligazy (Boehringer), 1 pl 5mM
ATP, 0, l pg wektora DNA fagemid pBS/+/, 5 pl fragmentu
cDNA inkubowano przez noc w temperaturze 76'C,

Transformacj a baktęrii zrekombinowanym plazmidem. Mie-
szaniną ligacyjną transformowano kompetentne komórki E.
coliMY1193. Do selekcji bakterii uzywano agarowego podło-
ża z ampl,cyliną, indukt tora lac
moforowym substratem dazy -
białe kolonie z których i azmidy
(6). Plazmidy rozdzielano na 0,JVo żelu agarozowym w butb-
rze TAE. Wybierano plazmidy większe od plazmidu pBS/+/ i
poddawano trawieniu enzymami restrykcyjnymi BamHI/Eco-
RI 1Amersham). W celu sprawdzenia czy plazmidy zawteralą
fragment CDNA wirusa pryszczycy wykonywano elektrofore-
zę na 6Vo żelu poliakryloamidowym w obecności wzorcowego
DNA,

Sekwencjonowanie zasad fragmentu DNA. W celu uzyska-
nia jednoniciowego DNA używano faga M23KO'7 oraz kolonie
bakterii E, coli MV1193 zawiera.jące plazmid z fragmentem

cDNA wirusa pryszczycy. Jednoniciowy DNA otrzymano wg
metody opisanej przez Sambrook i wsp, (22). Sekwencjonowa-
nie wykonano metodą Sangera (24). Sekwencję odczytywano
po wywołaniu filmów rentgenowskich uprzednio eksponowa-
nych z żelami sekwencyjnymi.

Wyniki i omówienie

Metoda PCR umożliwia amplifikację stosunkowo małej ilo-
ści RNA, również bez konieczności adaptowania wirusa do

hodowli komórek. Materiałem do badań w przypadku wystą-

pien ia choroby może być nabłonek zpęcherzy pryszczycowych
na języku lub tez innych miejsc zmienionych chorobowo (ra-

cice, strzyki, wargi), próbki płynu przełykowo gardłowego,

śliny, wymaz z gardła. W prezentowanej pracy uzywano wirusa
pryszczycy typu O pochodzącego z kolekcji Zakladl Prysz-
czycy,

Analiza produktów amplifikacji prowadzona przy zastoso-

waniu elektroforezy w 6Vo że],upoliakryloamidowym wykazała
istnienie prążka położonego w obszarze odpowiadającym 61ż
pz markera (ryc, l ). Dotyczy to cDNA jednoniciowego jak i
dwuniciowego. Kontrolę negatywną stanowiła nie zakażona
hodowla komórek BHK-2l, nie powstały wykrywalne zasto-
sowanymi metodami ana7lzy produkty. Fragment 612pz sklo-
nowano w fagemidzie pBS/+/. Fagemidy ze wstawionym
fragmentem cDNA posłuzyły do izolowania jednoniciowego
DNA przy użyciu faga Ml3KO7, Jednoniciowy DNA używano
do oznaczenia sekwencji nukleotydów metodą Sangera (24),

Otrzymaną sekwencję porównano z wcześniej opublikowany-
mi (3, 5, l1). Porównanie to wykazało podobieństwo badanego

serotypu do O1 Campos (Brazylia) 58. Różnice dotyczą 10

pojedynczych nukleotydów zaznaczonych na sekwencji, co

spowodowało zmianę 4 aminokwasów. 5 zmian występuje w

rejonie najbardziej zmiennym między 390 a 430 parą zasad.

Ten rejon białka VPl od l30 do 155 aminokwasu tworzy
pętlę wystającąnazewnątrz kapsydu. Tutaj znajduje się takze
sekwencja aminokwasów RGD (ArgGlyAsp) odpowiedzialna
za rozpoznawanie przez wirus pryszczycy receptcrów na po-

wierzchni komórek (10),

ri**

,-*ił.



Medycyna Wet. 52 (2) 1996 l 13

Wykrycie źródła pochodzęnia infekcji jest niezbędnym ele-
mentem kontrol i pry szczy cy . Dynamiczny ro zwój diagn osty ki
w ostatnich latach opartej o wykorzystanie metod biologii
m olekul arnej otwiera n owe m ożliwośc i i denty fik acji zar azka.
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Summary

Vesicular disease (SVD) of swine on an industrial farm

Six consecutive enzooties of SVD in the years of
197311978 were described. The first enzooty involved
almost the total number of pigs on a farm (appro-
ximately 3500 anima|s). In 8.4 per cent the disease
many abortions at different stages of pregnancy were
noted. Out of 296 pigs with nervous symptoms of the
disease, 122 animals w€re treated by sedative drugs
and cardiatic ones. In the cured group of animals,
53.3 per cent recovered compared with only one pig
with the symptoms of cahexia out of 174 control
animals. In the recovered animals the titres of sero-
neutralizing antibodies ranged from 80 to 160 through
out the year. The same titres of antibodies were noted
in piglets coming from convalescent sows. The con,
valescent pigs were resistant to natural and artificial
infections with svDv. The consecutive enzooties with
SVDV were of mild course without nervous symptoms
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of the disease and concerned 0.3-1.0 per cent of pigs;
no animal died.

Choroba pęcherzykowa świń (swine vesicular disease -
SVD) stanowiła w latach 70-tych powazne zagrożenre dla
hodowli świń w Polsce, zwłaszcza w obiektach wielkostadnych
(3, 4). Chorobę wywołuje wirus SVD zrodziny Picomaviridae
wykazujący duzą oporność na czynniki środowiska zewnę-
trzrrego i większość środków dezynfekcyjnych. Wirus wywo-
łuje zmiany na tarczy ryjowej, kończynach i niekiedy na

wymieniu. W postaci nerwowej choroby występują nacieki
okołonaczyniowe w mózgu, oponach mózgowych i rdzeniu
kręgowym określane jako nieropne rozsiane limfocytarne za-

palenie mózgu, opon mózgowych i rdzenia kręgowego (1, 2).

Podobnie jak w przypadku innych chorób zakaźnych powo-

dujących ograniczenia eksportu, przez wiele lat istniał admi-

nistracyjny zakaz publlkowania danych na ten temat. Mimo,
że w ostatnich kilkunastu latach choroba pęcherzykowa śwjń

straciła na znaczęniu, to jednak wydaje się celowe przedsta-

Choroba pęch erzykowa świń
w fermie przemysłowej


