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Summary

Classical swine fever (CSF) is a serious infectious disease of piqs which is widespread in Eu e. Cl*ssical
swine t'ever virus (Cswińc fcver viius (C§F}) to the Pest s of the Flaviviridae family. The aiń lo rk was
the'ańplication]of reveise iption and e chain reaction (RT-PCR) for the di tion of
pe, o

§: 59 strńfus of CSFV were used in the study.] tai.,, ,,, ś]]] e " e
Ch verse transcription of viral RNA, cDNA wa§ am ing two sets of PCR
pri ed to detect all pestiviruses, by selecting primers higltty COn,SOr_łative

5! untra UTR) of the pestivirus qenó e. The other set was constructed
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with R. only csFv s detected by PCR erś'fromlE2. The sens
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Wirus klasycznego pomoru świń (classical swine
fever virus CSFV), obok wirusa wirusowej biegunki
bydła (bovine viral diar:rhoea virus - BVDV) i wirusa
choroby granicznej owiec (Border disease virus
BDV), należy do rodzajuPestivirus rodziny Flaviviri-
dae (23). Wymienione wirusy wyłvołują gtożne,waż-
ne ekonomlcznte choroby świń, bydła, owiec, kóz,
dzików or az dzlktch przeżlw aczy (4, 7 -9, I 2, 1 8 ), P e-
stiwirus;1 wykazuj ą zdo lno ś ć pr zel<r aczani a barier ga-
funkowych. Chociaż dotychczas nie stwierdzono na-
fu ralnyc h p rzyp adków zakażeń pr ze żllw aczy w iru s em
C SF, udowo dlriono taką mo żliwo ść do świa dczalnie (3,
10, 16). Natomiast zakażęniaBvDv i BDV mogąlvy-
stępować zarówno u bydła, owiec, kóz (I1, 20) jak i
świń (17, 22), powodując u tych ostatnich objawy po-
dobne do pomoru klasycznego wywołanego przez
CSFV o małej zjadliwośoi (21).

Pestiwirusy sąbardzo blisko ze sobą spokrewnione
co uwidacznia się m,in. w Wzyżowych reakcjach se-
rologicznych ( 1 3). Dla praktyki weterynaryj nej szcze-

golne znaczęnię posiada rożnicowanie CSF od zaka-
zeń świń wyrvołanych innymi pe stiwirus am i. Zw aIcza-
nie tej choroby odbywa się bowiem ptzez likwidację
zakażonego stada i istotne ograniczenia w obrociętrzo-
dą chlewną.

Przeciwciała monoklonalne (monoclonal antibodies
- Mabs) są szeroko wykorzys§wane w testach immu-
noenzymaty czny ch do wykrywania i róznicowania
antygenow pestiwirusów jak i ptzeciwciał przeciw nim
skierowanych. Jednakże antygenowa zmienność pe-
stiwirusow w połączeniu z wysoką specyficznością
Mabs stanowi istotny problem testów diagnostycznych
z ichlżyciem,

Ostatnio, coraz powszechniej w diagnostyce zaka-
zeń p e stiwirus owych sto suj e s ię enzymat y czną ampli-
fikację DNA in vitro (polymerase chain reaction -
PCR) (15). Mechanizm tej reakcji polega na enzyma-
ty cznym p owieleniu fragmentu DNA o graniczone go
przezdwa oligonukleotydowe startery. Wielu autorów
opublikowało prace opisujące zastosowanie PCR do



wykrywania pestiwirusów wykorzy-
stując startery wybrane z regionów
niekodujących 5'UTR, 3'UTR oraz
regionów kodowania białek NPRO, C,
ERNS, El, E2 i NS2-3 (19). Więk-
szość, skupiała się na opracowaniu
zestawu o mozliwie szerokim spek-
trum specyficzności; natomiast Katz
i wsp. (6) pierwsi podjęli udanąpró-
bę zastosowania PCR do szybkiej
roznicowej diagnostyki BVDV i
CSFV.

Celem pracy było zastosowanie
PCR w rutynowej diagnostycę róż-
nicowej pestiwirusowych zakażeh
świń.

Materiał imetody
Szczepy wirusów. W badaniach wy-

korzystano 16 szczepów BVDV oraz59
laboratoryj ny ch, szczepionkowych i te-
renowych szczepów CSFV

Organizacja laboratorium PCR.
Dla uniknięcia wyników fałszyv.zie do-
datnich, laboratorium w którym rvyko-
n}nvano PCR podzielono na oddzielne
części przeznaczone odpowiednio do:
1) wykonywania mieszanin reakcyj-
nych, 2) ekstrakcji RNA, reakcji RT,
pierwszego etapu PCR, 3) nested PCR,
4) elektroforezy produktów PCR. Po-
szczególne etapy, z wyjątkiem elektro-
forezy, wykonywano w komorach lami-
narnych. Powierzchnie robocze zmry a-

l elap PcR (293bp)

P1 ---+ <- Pesl2
ll etap PcB (283bp)

324 ---> <- Pest2

5,UTR PcR
specyliczny

dla pestiwirusów

i l elap PcB (308bp} \
A-+ <-- D

ll etap PcB (172bp)

B--+ <-C

E2 PcR
specyliczny
dla GSFV

Tab. 1. Sekwencje i lokalizacja starterów wykorzystanych w badaniach

s,UTR NPRo c ERNS E1 E2 NssB 3,UTB

l----}- 3,

no ż%o roztworem chloraminy i naświetlano promieniami
UV. Kazde stanowisko w}posazone było w oddzielny ze-
staw pipet. Stosowano końcówki z f1,Itrem, zapobiegające
przedostawaniu się aerozoli do wnętrza pipeł oraz odpo-
wiedniego Ępu stelaże do probówek. Wszystkie czynności
wykonyłvano w często zmienianych, jednorazowych ręka-
wiczkach lateksowych.

Postępowanie
Ekstrakcja RNA. Całkowite RNA ekstrahowano we-

dług metody Chomczyńskie go, zmo dyfi kowanej przez Rid-
path i wsp. (l4), z 59 hodowli szczępow CSFV i homoge-
nizatów narządów wewnętrznych świń zakażony ch-pa-
dĘch. Do 375 pl homogenizafu próby, znajdującej się w
1,5 ml probówce Ępu Eppendorf, dodawano 3J5 p1, roz-
tworu denaturującego (4 M tiocjanian guanidyny, 15 mM
clrynian sodu, 0,5olo sarkozyl, 0, 1 M 2-merkaptoetano1),
75 pIż M octanu sodu i wytrząsano 10 sek. Następnie do-
dawano 750 pl mieszaniny fenol/chlorofotm (5:1), pH4,5,
wytrząsano do uzyskania jednorodnej emulsji i inkubowa-
no w łażni lodowej przez 15 min. Po upływie tego czasu
mieszaninę wirowano przez 15 min. przy 12 000xg. Fazę
wodnąprzenoszono do nowej probówki, dodawano równą
objętość alkoholu izopropylowego i po dokładnymwynie-
szaniu inkubowano przez30 min. w -żO'C. Precypitat RNA

Ryc. 1. Schemat testu PCR zastosowanego w diagnosĘce różnicowej pestiwirusów

osadzano przez 15 minutowe wirowanie przy 12 000xg. Po
usunięciu supernatantu peletkę rozpuszczano w 300 pl
roztworu denaturującego, po czym dodawano 300 p"l izo-
propanolu i po dokładnym wlrrrieszaniu inkubowal:.optzęz
30 min. w -20'C. Precypitat osadzano przez wirowanie,
jak opisano powyżej. Po usunięciu alkoholu peletkę RNA
przem}rvvano'70Yo etanolem i suszono 15 min, w tempera-
turze pokojowej. Następnie RNA tozpulszczano w 15 pl
wody i przechowyłvano w -]0"C do czasu dalszej obróbki.

Odwrotna transkrypcj a. Przed przeprowadzeniem re-
akcji odwrotnej transkrypcji (reverse transcription - RT),
5 pl roztworu RNA poddawano denafuracji termicznej w
obecności 0,002 jednostek (U) heksanukleotydów (Phar-
macia), w 65oC przez 5 min., pod warstwą oleju mineral-
nego, a następnie chłodzono w łażni lodowej. Po dodaniu
5 pl 5x buforu do RT (5xfirst strand buffer) (BRL), 2,5 pl
każdego z nukleotydow (dNTP) o stęzeniu 2 mM,24 U
RNAguard (Pharmacia), 200 U odwrotnej transk;ryptazy
wirusa białaczki myszy (murine leukemia virus - MuLV)
(BRL), mieszaninę inkubowano przez 5 min. w temperatu-
rze pokojowej, następnie przez 90 min. w 37"C i przez 5

min. w 98'C. Całkowita objętość mieszaniny reakcyjnej
wynosiła 28 pl.

Amplifikacja cDNA. W badaniach wykorzystano dwa
zestawy starterow zaprojektowane na podstawie sekwen-
cji nukleotydowych, odpowiednio 5'UTR i E2.Ich sekwen-



Tab. 2. Czułość PCR w wykrywaniu CSFV w homogeniza-
tach narządów wewnętrznych

Objaśnienie: Podano maksymalne rozclęiczenia. w których wy-
kryto CSFV @.w. nie wykryto wirusa)

*- 3CI& b§
<-172 b§

Ryc. 2. Porównanie wielkości produktów poszczególnych eta-
pów PCR. Oznaczenia ścieżek: l: I etap S'UTR PCR, 2: II
etap S'UTR PCR, 3: I etapE2 PCR, 4: Itr etap E2 PCR, M:
l00 bp DNA Ladder (Gibco BRL). Przy strzałkach podano
wielkości uzyskanych produktów

29; op , * )91 łr,

]§ bp,, *-, 172 *p

Ryc.3. ProduktyI (ścieżki 1-5) i il (ścieżki 6-10) etapu 5'UTR
PCR (a) i E2 PCR (b). Amplifikacji poddano nierozcieńczo-
ny homogenizat próby nr 5 (ścieżki 1,6) oraz rozcieńczony
l0 1 (ż,'7),102 (3, 8), 10 ' (4, 9). Scieżki 5 i 10 zawierają pro-
dukty kontrolnych reakcji ujemnych

cje nukleotydowe i lokalizację w genomie szczepu Alfort
CSFV zawiera tabela I. Zestaw 1. opracowany nabazlę
konserwatywnej dla pestiwirusów sekwencji 5'UTR miał
pozwolić na amplifikację wszystkich reprezentantów tego

rodzajl. Natomiast zestaw 2, z regiontt o stosunkowo du-

żej zmienności (glikopro teina Eż) pozw alał łvykryć szczę,
py CSFV, podczas gdy pozostałe pestiwirusy były niewy-
krywalne.

Amplifikację fragmentów 5'UTR i E2 z cDNA uzyska-
nego w wyniku reakcji RT wykonyr,vano w dwóch etapach.

W pierwszym aplifikowano DNA uzyłvając starlerów ze-

wnętrznych, w drugim etapie (nested PCR) przeprowadza-

no reamplifi kacj ę produktu pierwszej reakcj i, używaj ąc pri-
merów połozonych wewnętrznie (nested) w stosunku do

zastosowanych w pierwszym etapie (ryc. 1). Obie reakcje
przeprowadzano w probówkach Ępu Eppendorf o pojem-
ności 0,5 ml używając termocyklera PolyChain II (Poly-
gen). W tym celu w probówce mieszano 5 pl 10x buforu
dla termostabilnej polimerazy DNA PrimeZymeru (Bio-
metra),2 pl mieszaniny 10 mM dNTPs,20 pmoli każdego
ze starterów zewnętrznych, 1 U polimerazy PrimeZymeTM
(Biometra) i 5 pl produktu reakcji RT (I etap) lub 2 pl pro-

duktu pierwszego PCR (II etap nested PCR). Po uzupeł-
nieniu wodą objętość mieszaniny wynosiła 50 pl. W cza-

sie amlifikacj i mieszanina była przykryta warstwą oleju mi-
neralnego.

Czułość PCR w wykrywaniu CSFV. Dla określenia mi-
nimalnej dawki TCID5. (tissue culture infectious dose 50%)

wykrywalnej testem PCR, do 365 pl-owych objętości ho-
mo genizatów naruądów wewnętrznych świni wolnej od za-
każeń pestiwirusowych dodawano po 10 pl rozcieńczeh
hodowli 5 różnych izolatów CSFY dla uzyskania koncen-

tracji dawki zakażnej od 1000 do 0,01 TCID50/375 pl ho-
mo genizatu. Następnie okre ś lano naj większe r ozciehcze-
nie homogenizatu,przy którym PCR dawał wynik dodatni.

Analiza uzyskanych produktów amplifikacj i. Produk-
ty PCR analizowano po przeprov/adzeniu rozdztŃll elek-
troforeĘcznego 10 pl mieszaniny poreakcyjnej,w 20ń żehl
agarozowym z dodatkiem bromku etydyny o koncentracji
1 pglml. Elektroforezę prowadzono przęz 30 min. w bufo-
rzę l x TBE (90 mM Ttis-base, 90 mM kwas borny,2 mM
EDTA), przy stałym natęzeniu prądu elektrycznego, rów-
nym 100 mA. Wynik PCR uznawano za dodatni jeżeli w
zelu, w świetle UV transiluminatora był widoczny prĘek
DNA o spodziewanej dla danej pary starterów wielkości.

Wyniki iomówienie

Stosowanie szybkich, czułych i swoistych metod
r o Zp o Znawani a j e st p o dS tawą Z w alc zania p o moru kl a-

sycznego Świń. Metody te powinny zapęwnlac mozli-
wość odróżnięnta zakażeh csFv od zakażęń świh
pe stiwirus am I pr zężuw aczy. S to s owane ob ecni e te ch-
niki pozwalająna wykrywanie antygenów wirusa bądź
jego kwasu nukleinowego.W niniejszej pracy podda-
no ocenie przydatność tesfu PCR w diagnostycę róż-
nicowej zakażeń pestiwirusowych świń.

Reakcja polimeryzacji łańcuchowej ze starterami z
regionu 5'UTR pozwoliła na wykrycie wszystkich ba-



d podstawie obserwacji w świe-
tl prĘkaDNA o wielkości 293
bp (I etap) tllub 283 bp (II etap) w 2%o żeiru agatozo-
wym po rozdzialę elektroforetycznym 10 pl miesza-
niny poreakcyjnej (ryc. 2). Natomiast PCR z użyciem
zestawu starterów z regionu kodującego glikoproete-
inęE} dał wynik dodatni w badaniu wszystkich szczę-
pów referencyjnych oraz izolatów terenowych CSFV
(prĘki o wielkości 308 bp (I etap) illub I12 bp (II
etap) (ryc. 2), Analiza produktów amplikacji cDNA
otr zy mane go z RNA re ferencyj n y ch szczep ow B VDV
wykazała brak jakichkolwiek produktów PCR.

Badając czułość PCR określono takze dawki 5 róż-
ny ałybyć obecne w ob-jęt narządów wewnętrz-
nych aby były one wykrywalne. Limit PCR wahał się
od 10 do 0,1 TCID5 czepow limit wyno-
sił 10, dla dwóch 1' 0,1 TCID5..

Opisywana w pi (l) wysotó czułość
nested PCR w porównaniu do testu jednoetapowego
nie znalazłapotwierdzenia w wynikach przepro w adio -
nych badań. Wykazano, że czuŁośc może zależec od,

::: ;

na dla obydwu etapów. Z k;§"-plifikacja f.ugrn.n-
tu kodującego białko E2 dała wynik dodatni I PCR
Ęlko w jednej z 5 reakcji.
zostałych 4 probach konie
n 2).Przyczynąpowyższego moze być
n mentarność zasadpomiędzy maĘcą
i

Uzyskane wyniki sązb7iżone do opisanychprzez
Canal i wsp. (2). Osiąniętaprzeznich czułość to 100
TCID'. dla CSFV i 1 TCID'. dla BVDV, przy użycill
tej samej pary primerów wybranych z regionu 5 'UTR,
Hamel i wsp. (5) stosując zmodyfikowanąmetodę eks-
trakcji i jednoetapowy RT-PCR donoszą o osiąnię-
Ęm poziomie wykrywalności 0,1 TCID'. lub 0,01
TCIDro po przeprowadzeniu hybrydyzacji z Śondą che-
miluminescencyjną. Z kolei Liu i wsp. prowadząc
amplifikację fragmentu białka ENS byli w stanie wy-
kryć 10 000 TCID,. w pojedynczym PCR, a 1-i0
TCID'' w nested PCR.

Warto podkreślić, ze wynik PCR mozna otrzymac
po upływie 24 godzin od otrzymania proby do bada-
nia,podczas gdy wprzypadku stosowania odczynu im-
munoenzymaĘcznego musi upĘnąć co najmniej 55
godzin.

Wniosek
Zastosowanie odpowiednio dobranych, dwoch ze-

stawów starterów pozwala na wykorzystanie techniki
PCR w szybkiej diagnostyce róznicowej pestiwiruso-
wychzakażeń świń.
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H.: Kontrola syn-
stadzie bydła rasy
osowanie rekombi-

Zapotrzebowanie energetyczne krów rnlecznych nie zawsze znajduje pokry-
cie w pożyrvieniu dostarczanym w okresie pierwszych 8 tygodni po wycieleniu.
CeJem pokrycia tych zwiększonych wydatków energetycznych ustrój mobilizuje
rezerwy tłllszcztt, węglowodanów i białka. Badarria przeprowadzono w 4 gru-
pach krów rasyjersey różniących się wydajnościąmleka utrzymlłvanych na iden-
tycznej diecie kompletnej. PoziomB-hydroksymaślanu w plazmie był w normie.
Natomiast występowała zwiększona aktywność aminotransferazy asparaginia-
nowej, dehydrogenazy glutaminianowej i niezesteryfikowanych kwasów tfu sz-
czowych. Trzynaście krów z syndrometn stłuszczenia wątroby podzielono na
dwie grupy; jednej podano w iniekcji 640 mg rekombinantu somatotropiny by-
dlęcej. Wydajrrość mleczna tych krów była znamiennje wyższa w ciągu 2 tygo-
dni po iniekcji. U tych krów tez był wyższy poziom B-hydroksymaślanu i nie-
zesteryfikowanych kwasów tłusz czowychaniższe stężenie mocznika po 7 dniach
po iniekcji hormonu.
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