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Differential diagnosis of pestiviral infections of swine by means
and polymerase chain reaction
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primers. One set was constructed to detect all pestiviruses, by selectlng prlmers frorn the“hl
5° untranslated regmn (5’UTR) of the pestivirus genome. The other set was con
from the E2 codmg region. All the pest1v1rus strams‘ ‘
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Wirus klasycznego pomoru $win (classical swine
fever virus — CSFV), obok wirusa wirusowej biegunki
bydta (bovine viral diarrhoea virus — BVDV) 1 wirusa
choroby granicznej owiec (Border disease virus —
BDV), nalezy do rodzaju Pestivirus rodziny Flaviviri-
dae (23). Wymienione wirusy wywoluja grozne, waz-
ne ckonomicznie choroby $win, bydta, owiec, koz,
dzikow oraz dzikich przezuwaczy (4, 7-9, 12, 18). Pe-
stiwirusy wykazuja zdolno$¢ przekraczania barier ga-
tunkowych. Chociaz dotychczas nie stwierdzono na-
turalnych przypadkéw zakazen przezuwaczy wirusem
CSF, udowodniono takg mozliwo$¢ doswiadczalnie (3,
10, 16). Natomiast zakazenia BVDV 1 BDV moga wy-
stgpowac zaréwno u bydta, owiec, koz (11, 20) jak 1
$win (17, 22), powodujac u tych ostatnich objawy po-
dobne do pomoru klasycznego wywotanego przez
CSFV o malej zjadliwosei (21).

Pestiwirusy sa bardzo blisko ze soba spokrewnione
co uwidacznia si¢ m.in. w krzyzowych reakcjach se-
rologicznych (13). Dla praktyki weterynaryjnej szcze-

Summary

Slxleen strams of BVDV and‘§9 strams of CSFV were used in the stud‘y:

cted to detect CSFV strams

golne znaczenie posiada réznicowanie CSF od zaka-
zeh $win wywotanych innymi pestiwirusami. Zwalcza-
nie tej choroby odbywa si¢ bowiem przez likwidacje
zakazonego stada i istotne ograniczenia w obrocie trzo-
da chlewna.

Przeciwciala monoklonalne (monoclonal antibodies
—Mabs) sg szeroko wykorzystywane w testach immu-
noenzymatycznych do wykrywania i réznicowania
antygendw pestiwirusow jak 1 przeciwciat prze01w nim
skierowanych. Jednakze antygenowa zmienno$¢ pe-
stiwirusow w potaczeniu z wysoka specyficznoscia
Mabs stanowi istotny problem testow diagnostycznych
z ich uzyciem.

Ostatnio, coraz powszechniej w diagnostyce zaka-
zen pestiwirusowych stosuje si¢ enzymatyczng ampli-
fikacje DNA in vitro (polymerase chain reaction —
PCR) (15). Mechanizm tej reakcji polega na enzyma-
tycznym powieleniu fragmentu DNA ograniczonego
przez dwa oligonukleotydowe startery. Wielu autorow
opublikowato prace opisujace zastosowanie PCR do
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wykrywania pestiwirusow wykorzy-
stujac startery wybrane z regiondw
niekodujacych 5"UTR, 3'UTR oraz

I SN Zestaw
regionow kodowania biatek NPRO, C,

starierow

Nazwa
startera

Tab. 1. Sekwencje i lokalizacja starteréw wykorzystanych w badaniach

Lokalizacja
(Alfort)

Region
genomu

Kierunek
53

Sekwencja
5'=3'

E*, El, E2 1 NS2-3 (19). Wigk- 324 > |ATGCCC(T/A)TAGTAGGACTAGCA | 90-110 | 5'UTR
520S¢, Skuplala sig na opracowaniu 1 P1 > |GAGGCTAGCCATGCCETTAGT 80-100 | S'UTR
fﬁg‘;‘;gyﬁé’;&gﬁ sf;tgﬁig;tslfg; Pest2 < |TCAACTCCATGTGCCATGTAC 353-373 | SUTRN™
g WSp. ( 6) pierwsi pO’ d_] Qh . danq pr(')- A = ATATATGCTCAAGGGCGAGT 3378-3397 | E2
bQ zastosowania PCR do szybkiej 3 B > CTETGGCTMT&GTFACCTAC 3499-3519 | E2
réznicowej diagnostyki BVDV i c = |CATTTCTTTATGGGCTCATC 3652-3671 | E2/NS2
CSFV. D = ACAGCAGTAGTATCCATTTCTTTA | 3662-3685 | E2/NS2

Celem pracy byto zastosowanie 3
PCR w rutynowej diagnostyce roz-
nicowej pestiwirusowych zakazen SUTR NPRC ¢ ER  Et E2 NS2 NS5B  3'UTR
Swin. 5" —— [ i l S S S

Materiat i metody

Szczepy wirusow. W badaniach wy-
korzystano 16 szczepow BVDV oraz 59
laboratoryjnych, szczepionkowych 1 te-
renowych szczepéw CSFV.

Organizacja laboratorium PCR.
Dla unikniecia wynikow falszywie do- | etap PCR (293bp) | etap PCR (308bp)
gam;ﬁ; ﬁggatggzgoﬁokfgrg dvgi}zalfr?é = etap PCR (283bp) | etop PCR (1720p) °
c;’;zci przeznall)czone odpowiednio do: s24— < Pestz B— <€
1) wykonywania mieszanin reakcyj-
nz/ch?] 2) gkstrakcji RNA, reakcji I{JT, S,UTR_PCR E2 P_CR
pierwszego etapu PCR, 3) nested PCR, specy.fltfznv’ specyficzny

dla pestiwirusow dla CSFV

4) elektroforezy produktéw PCR. Po-
szczegolne etapy, z wyjatkiem elektro-
forezy, wykonywano w komorach lami-
narnych. Powierzchnie robocze zmywa-
no 2% roztworem chloraminy i nas§wietlano promieniami
UV. Kazde stanowisko wyposazone bylo w oddzielny ze-
staw pipet. Stosowano koncoéwki z filtrem, zapobiegajace
przedostawaniu sie aerozoli do wngtrza pipety oraz odpo-
wiedniego typu stelaze do probdéwek. Wszystkie czynnosci
wykonywano w cz¢sto zmienianych, jednorazowych reka-
wiczkach lateksowych.

Postgpowanie

Ekstrakcja RNA. Calkowite RNA ekstrahowano we-
dhug metody Chomezynskiego, zmodyfikowanej przez Rid-
path i wsp. (14), z 59 hodowli szczepoéw CSFV i homoge-
nizatow narzadéw wewngtrznych $win zakazonych-pa-
dtych. Do 375 pl homogenizatu proby, znajdujacej si¢ w
1,5 ml probéwce typu Eppendorf, dodawano 375 pl roz-
tworu denaturujacego (4 M tiocjanian guanidyny, 15 mM
cytrynian sodu, 0,5% sarkozyl, 0.1 M 2-merkaptoetanol),
75 pl 2 M octanu sodu i wytrzasano 10 sek. Nastepnie do-
dawano 750 pl mieszaniny fenol/chloroform (5:1), pH 4,5,
wytrzasano do uzyskania jednorodnej emulsji i inkubowa-
no w tazni lodowej przez 15 min. Po uplywie tego czasu
mieszaning wirowano przez 15 min. przy 12 000xg. Faze
wodna przenoszono do nowej probdwki, dodawano réwng
objetos¢ alkoholu izopropylowego i po doktadnym wymie-
szaniu inkubowano przez 30 min, w -20°C. Precypitat RNA

Ryc. 1. Schemat testu PCR zastosowanego w diagnostyce réznicowej pestiwirusow

osadzano przez 15 minutowe wirowanie przy 12 000xg. Po
usunieciu supernatantu peletke rozpuszczano w 300 pl
roztworu denaturujacego, po czym dodawano 300 pl izo-
propanolu i po doktadnym wymieszaniu inkubowano przez
30 min. w -20°C. Precypitat osadzano przez wirowanie,
jak opisano powyzej. Po usunigciu alkoholu peletkg RNA
przemywano 70% etanolem i suszono 15 min. w tempera-
turze pokojowej. Nastgpnie RNA rozpuszczano w 15 ul
wody i przechowywano w -70°C do czasu dalszej obrobki.

Odwrotna transkrypcja. Przed przeprowadzeniem re-
akcji odwrotnej transkrypcji (reverse transcription — RT),
5 pl roztworu RNA poddawano denaturacji termicznej w
obecnosei 0,002 jednostek (U) heksanukleotydow (Phar-
macia), w 65°C przez 5 min., pod warstwa oleju mineral-
nego, a nastepnie chtodzono w tazni lodowej. Po dodaniu
5 ul 5x buforu do RT (5xfirst strand buffer) (BRL), 2,5 pl
kazdego z nukleotydow (ANTP) o stezeniu 2 mM, 24 U
RNAguard (Pharmacia), 200 U odwrotnej transkryptazy
wirusa biataczki myszy (murine leukemia virus — MulLV)
(BRL), mieszanine inkubowano przez 5 min. w temperatu-
rze pokojowej, nastepnie przez 90 min. w 37°C i przez 5
min. w 98°C. Calkowita objgto$¢ mieszaniny reakcyjnej
wynosita 28 pl.

Amplifikacja cDNA. W badaniach wykorzystano dwa
zestawy starterow zaprojektowane na podstawie sekwen-
¢ji nukleotydowych, odpowiednio 5"UTR i E2. Ich sekwen-
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Tab. 2. Czule$¢ PCR w wykrywaniu CSFV w homogeniza-
tach narzadéw wewngtrznych

5'UTR E2

| etap Il etap | etap Il etap
1 o0 SR e e
2 10° 10?2 n.w. 107
3 102 | 2% 134 VI ;15';_1'1 % 11].;:
4 10 107 nw. 100 |
5 e | e T | e |

Objasnienie: Podano maksymalne rozcieficzenia, w ktorych wy-
kryto CSFV (n.w. — nie wykryto wirusa)

Ryc. 2. Poréwnanie wielko$ci produktéw poszczeg6lnych eta-
poéw PCR. Oznaczenia Sciezek: 1: T etap S'UTR PCR, 2: 11
etap S'UTR PCR, 3: I etap E2 PCR, 4: 11 etap E2 PCR, M:
100 bp DNA Ladder (Gibco BRL). Przy strzatkach podano
wielko$ci uzyskanych produktow

« 283 bp

308 bp -+ =
o o

Rye. 3. Produkty | ($ciezki 1-5) i IT (Sciezki 6-10) etapu S"UTR
PCR (a) i E2 PCR (b). Amplifikacji poddano nierozcienczo-
ny homogenizat proby nr 5 ($ciezki 1, 6) oraz rozcienczony
10 (2,7),102 (3, 8), 107 (4, 9). S'cieiki 5110 zawieraja pro-
dukty kontrolnych reakcji ujemnych

cje nukleotydowe i lokalizacjge w genomie szczepu Alfort
CSFV zawiera tabela 1. Zestaw 1 opracowany na bazie
konserwatywnej dla pestiwirusow sekwencji 5"'UTR miat
pozwoli¢ na amplifikacje wszystkich reprezentantow tego
rodzaju. Natomiast zestaw 2, z regionu o stosunkowo du-
7ej zmienno$ci (glikoproteina E2) pozwalat wykry¢ szcze-
py CSFV, podczas gdy pozostate pestiwirusy byly niewy-
krywalne.

Amplifikacje fragmentow 5 'UTR i E2 z cDNA uzyska-
nego w wyniku reakcji RT wykonywano w dwoch etapach.
W pierwszym aplifikowano DNA uzywajac starterow ze-
wnetrznych, w drugim etapie (nested PCR) przeprowadza-
no reamplifikacje produktu pierwszej reakcji, uzywajac pri-
merdéw polozonych wewngtrznie (nested) w stosunku do
zastosowanych w pierwszym etapie (ryc. 1). Obie reakcje
przeprowadzano w probowkach typu Eppendorf o pojem-
nosci 0,5 ml uzywajac termocyklera PolyChain II (Poly-
gen). W tym celu w probowce mieszano 5 pl 10x buforu
dla termostabilnej polimerazy DNA PrimeZyme™ (Bio-
metra), 2 ul mieszaniny 10 mM dNTPs, 20 pmoli kazdego
ze starterow zewnetrznych, 1 U polimerazy PrimeZyme™
(Biometra) i 5 ul produktu reakcji RT (I etap) lub 2 ul pro-
duktu pierwszego PCR (II etap — nested PCR). Po uzupet-
nieniu woda, objeto$é mieszaniny wynosita 50 pul. W cza-
sie amlifikacji mieszanina byta przykryta warstwa oleju mi-
neralnego.

Czulo$¢ PCR w wykrywaniu CSFV. Dla okreélenia mi-
nimalnej dawki TCID, (tissue culture infectious dose 50%)
wykrywalnej testem PCR, do 365 ul-owych objgtosci ho-
mogenizatow narzadow wewngtrznych §wini wolnej od za-
kazef pestiwirusowych dodawano po 10 pl rozcienczen
hodowli 5 réznych izolatow CSFYV, dla uzyskania koncen-
tracji dawki zakaznej od 1000 do 0,01 TCID, /375 pl ho-
mogenizatu. Nastepnie okre§lano najwigksze rozcienicze-
nie homogenizatu, przy ktorym PCR dawat wynik dodatni.

Analiza uzyskanych produktéw amplifikacji. Produk-
ty PCR analizowano po przeprowadzeniu rozdziatu elek-
troforetycznego 10 pl mieszaniny poreakcyjnej, w 2% zelu
agarozowym z dodatkiem bromku etydyny o koncentracji
1 pg/ml. Elektroforeze prowadzono przez 30 min. w bufo-
rze 1 x TBE (90 mM Tris-base, 90 mM kwas borny, 2 mM
EDTA), przy statym natezeniu pradu elekirycznego, row-
nym 100 mA. Wynik PCR uznawano za dodatni jezeli w
zelu, w $wietle UV transiluminatora byt widoczny prazek
DNA o spodziewanej dla danej pary starteréw wielkosci.

Wyniki i omowienie

Stosowanie szybkich, czutych i swoistych metod
rozpoznawania jest podstawa zwalczania pomoru kla-
sycznego $win. Metody te powinny zapewnia¢ mozli-
wo$¢ odroznienia zakazen CSFV od zakazen $win
pestiwirusami przezuwaczy. Stosowane obecnie tech-
niki pozwalaja na wykrywanie antygenow wirusa badz
jego kwasu nukleinowego. W ninigjszej pracy podda-
no ocenie przydatnosé¢ testu PCR w diagnostyce roz-
nicowej zakazen pestiwirusowych §win.

Reakcja polimeryzacji tancuchowej ze starterami z
regionu 5 'UTR pozwolita na wykrycie wszystkich ba-
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danych pestiwirusdw na podstawie obserwacji w §wie-
tle UV transiluminatora, prazka DNA o wielko$ci 293
bp (I etap) i/lub 283 bp (11 etap) w 2% zelu agarozo-
wym po rozdziale elektroforetycznym 10 pl miesza-
niny poreakcyjnej (ryc. 2). Natomiast PCR z uzyciem
zestawu starterow z regionu kodujacego glikoproete-
ing E2 dat wynik dodatni w badaniu wszystkich szcze-
pow referencyjnych oraz izolatow terenowych CSFV
(prazki o wielkosci 308 bp (I etap) i/lub 172 bp (II
etap) (ryc. 2). Analiza produktéw amplikacji cDNA
otrzymanego z RNA referencyjnych szczepéw BVDV
wykazata brak jakichkolwick produktéw PCR.

Badajac czutos¢ PCR okre$lono takze dawki S roz-
nych szczepow CSFV jakie musiaty byé obecne w ob-
Jetosci homogenizatu wycinkéw narzadow wewnetrz-
nych aby byly one wykrywalne. Limit PCR wahat si¢
od 10 do 0,1 TCID, , dla trzech szczepéw limit wyno-
sit 10, dla dwoch 1 a dla jednego 0,1 TCID,,.

Opisywana w pismiennictwie (1) wysoka czuloéé
nested PCR w poréwnaniu do testu jednoetapowego
nie znalazta potwierdzenia w wynikach przeprowadzo-
nych badan. Wykazano, ze czuto$¢ moze zaleze¢ od
doboru primerow i/lub regionu wybranego do ampli-
fikacji (ryc. 3). Stwierdzono, ze czulo$é¢ amplifikacji
fragmentu konserwatywnego regionu 5 'UTR jest row-
na dla obydwu etapow. Z kolei amplifikacja fragmen-
tu kodujacego biatko E2 data wynik dodatni I PCR
tylko w jednej z 5 reakeji. Do wykrycia wirusa w po-
zostalych 4 probach konieczne bylo przeprowadzenie
nested PCR (tab. 2). Przyczyna powyzszego moze byé
niepelna komplementarno$¢ zasad pomigdzy matrycy
1 starterem.

Uzyskane wyniki sa zblizone do opisanych przez
Canal i wsp. (2). Osiagnigta przez nich czulo$é to 100
TCID,; dla CSFV i 1 TCID,  dla BVDV, przy uzyciu
te) samej pary primeréw wybranych z regionu 5'UTR.
Hamel 1 wsp. (5) stosujac zmodyfikowana metode eks-
trakeji 1 jednoetapowy RT-PCR donosza o osiagnie-
tym poziomie wykrywalnosci 0,1 TCID,, lub 0,01
TCID,, po przeprowadzeniu hybrydyzacji z sonda che-
miluminescencyjna. Z kolei Liu i wsp. prowadzac
amplifikacj¢ fragmentu biatka E® byli w stanie wy-
kry¢ 10 000 TCID,, w pojedynczym PCR, a 1-10
TCID,, w nested PCR.

Warto podkresli¢, ze wynik PCR mozna otrzymac
po uptywie 24 godzin od otrzymania préby do bada-
nia, podczas gdy w przypadku stosowania odczynu im-
munoenzymatycznego musi uptynaé co najmniej 55
godzin.

Wniosek

Zastosowanie odpowiednio dobranych, dwéch ze-
stawOw starter6w pozwala na wykorzystanie techniki
PCR w szybkiej diagnostyce roznicowej pestiwiruso-
wych zakazen $win.
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Zapotrzebowanie energetyczne krow mlecznych nie zawsze znajduje pokry-
cie w pozywieniu dostarczanym w okresie pierwszych 8 tygodni po wycieleniu.
Celem pokrycia tych zwickszonych wydatkéw energetycznych ustréj mobilizuje
rezerwy thuszezu, weglowodandw i biatka. Badania przeprowadzono w 4 gru-
pach krow rasy jersey rozniacych sie wydajnoécia mleka utrzymywanych na iden-
tycznej diecie kompletnej. Poziom 3-hydroksymaglanu w plazmie byl w normie.
Natomiast wystepowala zwigkszona aktywnogé aminotransferazy asparaginia-
nowej, dehydrogenazy glutaminianowej i niezesteryfikowanych kwaséw thisz-
czowych. Trzynascie krow z syndromem sttuszezenia watroby podzielono na
dwie grupy; jednej podano w iniekcji 640 mg rekombinantu somatotropiny by-
dlgeej. Wydajnos¢ mleczna tych kréw byta znamiennie wyzsza w ciagu 2 tygo-
dni po iniekcji. U tych krow tez byt wyzszy poziom B-hydroksymaslanu i nie-
zesteryfikowanych kwasow thuszezowych a nizsze stezenie mocznika po 7 dniach
po iniekcji hormonu.
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