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The aiń of the study was to estimate the usefulness o

agnostics, RT-PCR. differentiation.

Choroba pęcherzykowa świń (SVD) - zakaźna cho -

roba, której czynnikiem etiologicznym jest enterowi-
rus świń, z rodziny P ic ornav iridae, rodzaju Ent e rov i -

roby, zostały one jednak szybko zlikwidowane i od
l974r. kraj posiada stafus wolnego od SVD. W Euro-
pie na początku lat dziewięćdziesiątych choroba wy-
stąpiła ponownie we Włoszech, Holandii, Hiszpa-
nii i Belgii (17). Najnowsze dane Międzynarodowego
Urzędu ds. Epizootii (OIE) w Paryżl,potwierdzająjej
występowanie w Lombardii (Włochy) od listopada
1998 r. do lutego 1999 r. (1).

Intensyłvna wymiana handlowa i turystyczna, a tak-
ze polityka wolnego rynku powodują żę na obszarze
Europy i państw sąsiadujących wzrasta realnie zagro-
żenie wybuchem choroby. Sprzyja temu szczególnie
handel żywymi zwierzętami, mięsem oraz produkta-
mt zw leTzęc e go p o cho dzenia. Utrzymani e korzystnej
sytuacji eptzootycznej w Polsce wymaga odpowied-
ntch działań profilakty cznych, Jednym z nich j est do-
skonalenie laboratoryjnych metod diagnosty czny ch,
które umożliwiają szybką l precyzyjną ocenę stanu
zdrowia zwl,erząt.

W Zakładzie Pryszczycy PIWet. rutynowo stosuje
się metodę izolacji wirusa we wrazliwych hodowlach
komórkow y ch or az test ELI SA (22). P onadto opraco-
wano i wdrozono technikę PCR do wykrywania SVDV
w hodowlach wrażliwych komórek (23) orazw mate-
riałach klinicznych (7 6, 24, 26). Zasto sowanie reakcj i

i brytyjskiego UKG27l72 (23).

Celem pracy była ocena przydatności metody PCR
w diagnostyce różntcowej szczepów wirusa SVD i
innych pikornawirusów.

Matetiał i metody

Wirusy. Do badań uzyto pięć polskich szczepów witusa
SVD wyizolowanych w różnych regionach kraju w latach

I97ż-1974: SVD/6 (Wilcze), SVD/15 (Kraków-Pawliko-
wice), SYD122 (Pasłęk), SVDPL/73 (Manieczki) oraz
SVDPD (Dobiegniew), z własnej kolekcji oraz uzyskane
dzięki uprzejmości Prof. dr hab. K. Malickiego zWydziahl
Weterynaryjnego SGGW w Warszawie. Wirusy namnaża-
no w hodowli komórek linii IB-RS-Z zgodnie z metodą
opisaną uprzednio (23). Miana infekcyjne wirusów w za-

lezności od szczepów wynosiły od 106 do 108 TCIDru/ml.



Do badań wykorzystano także inakłwo-
wane szczepy wirusa SVD udostępnione
komercyjnie wraz z zestawami diagno-
sĘcznymi: izolat brytyjski UKG/7 l'73
(Stafford) i włoski - ITLl2l'73 (Lazlo)
oraz inaktywowane antygeny wirusa
pryszczycy: A,Allier, OlBFS i C,Resen-
de, ze Swiatowego Laboratorium Refe-
rencyjnego ds, Pryszczycy w Pirbright
(Anglia).

Izolacja RNA. Całkowite RNA izo-
lowano stosując standardową procedurę
ekstrakcji mieszaniną: tjocjanian guani-
dyny-fenol-chloroform i wytrącanie eta-
nolem (8). Stosowano takze zestaw do
szybkiej tzolacji: RNaesy kit (QIAGEN)
(25), Ponadto badano prepara§ RNA wyizolowane z nastę-
pujących szczepów wirusa SVD: niemiecki D6494l14 (Kre-
feld), włoski - ITL19} (Marche) i holenderski - NET/3/92
(Edge) oraz Coxsackie CAV-16 D, otrzymane dzięki nprzer
mości dr hab. O. Marquardt'a z Federalnego Centrum Cho-
rób Wirusowy ch Zwierząt w Tiibingen §iemcy).

Startery. Krótkie fragmenty oligonukleotydowe kom-
plenrentarne do fragmentu regionu kodującego białka kap-
sydowe lD i 18 oraz niestrukturalne żA zaprolektowano
w oparciu o pełną sekwencję genomu wirusa SVD i Co-
xsackie (14, 15, 30,32). Sekwencję, pozycję nukleotydo-
wąoraz lokalizację w genomie poszczególnych starterów
przedstawiono w tab. l.

RT-PCR. Syntezę cDNA oraz jego amplifikację meto-
dą PCR wykonauo zestawem Ready-To-Go You-Prime
First-Strand Beads (Pharmacia) (25),

Czułośó reakcji PCR. Minimalnaliczba cząstek witusa,
którą mozna wykyó metodą amplifikacji cDNA, została
określona wobec laboratoryjnego szczepu SVD/6 (Wilcze)
o mianie infekcyjnyrn w hodowli konórek IBRS-2 10E

TClD.,,/ml. Po wykonaniu 1O-krotnychrozcieńczeń od 10j
do 1 0 8 ( 100 000-0,01 TCID5.), izolowano RNA, a następnie
cDNA syntetyzowano i amplifikowano w reakcji RT-PCR.

Specyficzność procesu amplifikacji. Wykonano anali-
zę restrykcyjną (ang. Restriction Fragment Length Poly-
morphisnr-MlP) endonukleaząAlul amplikonu zawiera-
jącego fragment regionu genomu kodującego polipeptyd
lDl2A. Enzym ten rozpoznaje i przecina łańcuch DNA w
obrębie specyfi cznej sekwencj i czter ech par nukleotydów :

5'...,AG/CT....3', gdzte znak l oznacza miejsce Tozszcze-
pienia. Do 20 pl produktu PCR dodawano 3 pl 10 x buforu
stabilizującego reakcję nukleazy oraz3 pl (8-12jedn.) en-
zymu restrykcyjnego AluI (Boehringer). Proces trawienia
prowadzono przez 3 godz. w temp. 37oC, a następnie pro-
dukty cięci a analizowano el ektroforetycznie.

Analiza produktów PCR i trawienia restryktazą AluI.
Do 5 pl próbki dodawano 1 pl buforu obciążającego (0,05%
cyj anoksyle n, 0,0 50ń błękit bromofenolowy, 1 0 mM EDTA
i 3% glicerol) i nanoszono na 1 ,3oń żeI agarozowy. Elek-
troforezę prowadzono przez I godz. przy 70V w buforze
lx TBE (0,04 M Tris-HCl, 89 mM kwas borowy i 2 mM
EDTA). Jakowzorzec masy molekularnej stosowano PCR
marker (Promega) o wielkości fragmentów: 1000, 750, 500,
300, 150 i 50 pz, Po zakończeniu rozdziału elektrofore-

tycznego zele barwionow roztworze bromku eĘdyny (l pgl
ml) i analizowano przy pomocy automatycznego Systemu

Imagestore 5000 z oprogramowaniem GelBase/GelBlot
ProPc (Ultra Molet Products Ltd, Cambridge, U.K,),

Wyniki iomówienie
Różnicowanie wirusa choroby pęchelzykowej świń

wykonywano dotychc zas za pomocą konwencjonal-
nych metod serologicznych (3-6, 9,2I) i biochemicz-
nych (10, n,12). W ostatnich latach corazpowszech-
niej j ednak w pT ow adzane s ą wysoc e czlile i specyfi czne
metody biologii molekularnej. Umozliwiają one bar-
dziej precyzyjnącharakterystykę wirusa i ocenę jego
zmienności (2, 25, ż] -29, 3 3). W niniej szej pracy pod-
dano ocenie przydatność tęstu PCR do róznicowania
szczepow SVDV i pokrewnego mu witusa Coxsac-
kie, a także powodującego podobne objawy kliniczne
wlrusapryszczycy,

Wyniki amplifikacji cDNA in vitro ujawrriły rożni-
ce w skuteczności powielania określonych regionów
genomu wirusa SVD oraz Coxsackie i pryszczycy w
zależności od użytych starterów (tab. ż). Reakcja PCR
ze starlerami3 i 4 dała produkty o długości 694 pz dla
wszystkich badanych izolatów wintsa SVD, natomiast
nie zachodziła z wirusami Coxsackie (CAV- 16 D) oraz
pryszczycy typu A, O i C. Różnice zarówno w obrębie
szczepow witusa SVD jak i pomiędzy ninri i CAV-16D
wykazano zę starteralni J l8 flankującymi fragment
regionu 1B(VP2); w wyniku amplifikacji cDNA kra-
jowych izolatów SVDV orazUKG27l73,ITLl2l73 i
D6494l13 powstał produkt o długości 4I8 pz. Próba
powielenia cDNA izolatów z Iat dziewięćdziesiątych
(ITLDZ i NET/92), atakże wirusa Coxsackie Iprysz-
czy cy dała wynik uj emny. Wykryc i e wszystkich szczę -
pów SVDV oraz wirusa Coxsackie możliwe było dzię-
ki zastosowaniu w reakcji PCRpary amplimerów 9-10
z konsetwatywnego regionu genomu, kodującego biał-
ko nie struktu r alnę 2 A. Wyniki em amp li fikacj i cDNA
wszystkich badanych enterowirusów był produkt o
wielkości 279 pz.

Na podstawie uzyskanych lezultatów należy stwier-
dzić, że do diagnostyklrozpoznawczej SVDV najbar-
dziej odpowiednie są startery wyselekcjonowane z re-

Tab. 1. Startery stosowane w reakcji amplifikacji cDNA wirusa SVD

1D (VPl)

2A

1B (VPz)

1B (VP2)

1D(VP1)

2A

2704-2l24

3377-3398

1 1 80-1 203

1 575-1 598

3244-3266

3503-3523

1A

1B

2A

28

sVDV3244

sVDV3502

CGACAACTTCG CCTACTG G GT

C CACACACAGTTTTG C CAGTC

CTG GTG GTG GAAG TTCCCTGACG

CTTGTGTCTGAACATGTTGTCCA

ACCCACTG GTGTGACTGAG G GTA

TCAAATG TGACTG GATAGTG CT



gionu kodującego 2A, natomtast do
jego róznicowania amplimery z re-
gionu 18 o najwyzszej zmienności
genetycznej (31).

Próg czułości metody RT-PCR
został oznaczony na poziomie 10
TCJD." (ryc. l ). Określoną przezLina
i wsp.'( l 8. l9) dziesięciokrotnie niż-
szą czułość amplifikacji fragmentu
1D wirusa ITL193 można wyjaśnić
nieco odmiennymi warunkami reak-
cji PCR orazużyciem innych starte-
rów. Callens i DeClerq (7) opraco-
wali o statni o immuno enzymaty czną
metodę detekcji amplikonów znako-
wanych digoksygeniną (DIG-PCR-
-ELISA), która pozwoliła uzyskac
czliość reakcj i RT-PCR na poziomie
0,1TCID50.

Dowodem wysokiej specyfi czno-
ści reakcji amplifikacji są wyniki
analtzy resĘkcyjnej nukleazą AluI
amplikonu kodującego region 1D/
l2A. W obrębie tego fragmentu
stwierdzono występowanie miejsca
restrykcyjnego rozpoznawanego
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Ryc. 1. Czułość metody RT-PCR
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Tab" 2. Wyniki reakcji RT-PCR szczepów wirusa SVD, Co-
xsackie i pryszczycy ze starterami powielającymi trzy różne
regiony g€nomu

255

przez ęnzymi rv wyniku cięcia uzyskano dwa produk-

b, o spodziewanej wielkości 440 i 255 pz (ryc. 2).
Reasumując możnastwierdzic, że technika PCR, ze

względu na wysoką czułość i specyficzność, jest sku-
teczną metodą umożliw tającą różnicowanie szczępow
SVDV wyosobnionych w latach siedemdziesiątych i
dziewięćdziesiątych" Na tej poclstawie możliwa jest
ocena poklewieństrva terenow;rch izolatów SVDV z
różnych ognisk chorobowych. Metoda arrrplifikacji
cDNA in l,itro pozwala ponadto określic odrębność
genetycznąwirusa SVD i innych pikornawirusów.
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