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Application of hemi-nested RT-PCR method for differentiation of classical rabies and EBLV 1 infection
in terrestrial animals

Summary

Currently in the routine diagnosis of rabies three techniques are recommended: the florescent antibody
test, mouse inoculation test and tissue culture inoculation test. Unfortunately these methods do not allow us to
differentiate the classical rabies virus from an EBLV 1 infection in terrestrial animals. Such a possibility is
provided by using hemi-nested RT-PCR with specific primers.

Conditions of the hnRT-PCR method have been previously established. It makes it possible to detect genetic
material both of lyssavirus genotypes as well as to establish a differentiation between genotypes. Application
of the hnRT-PCR method for rabies discrimination between two genotypes allows for an easier and more

reliable diagnosis of rabies in terrestrial animals.
Keywords: rabies, EBLV1 infection

Lyssawirusy naleza do rodziny Rhabdoviridae i ro-
dzaju Lyssavirus, w obregbie ktorego wyrdznia sig
7 genotypow. W Polsce, jak dotychczas, stwierdzono
wystepowanie dwoch sposrod 7 genotypow lyssawi-
rusow. Sa to: klasyczny wirus wscieklizny (genotyp 1),
ktory wywotluje chorobe u zwierzat ladowych oraz
European Bat Lyssavirus 1 — EBLV 1 (genotyp 5) wy-
stepujacy u nietoperzy. Do niedawna uwazano, ze
transmisja wirusa od nietoperzy do zwierzat ladowych
nie wystgpuje. W ostatnich latach stwierdzono kilka
przypadkéw wicieklizny u zwierzat ladowych (owce,
kuna), a takze u cztowieka wywolanych wirusem po-
chodzacym od nietoperzy (1, 3-6, 9).

W rutynowej diagnostyce wscieklizny stosowany
jest test immunofluorescencji oraz izolacja wirusa
wscieklizny, ktore przeprowadza si¢ na myszach badz
w hodowli komoérek mysiego nerwiaka (neuroblasto-
my). Metody te pozwalaja na stwierdzenie zakazenia,
nie umozliwiaja jednak rozr6znienia, jakim genotypem
lyssawirusa zakazone byto zwierzg. Szanse takie daje
zastosowanie metody heminested RT-PCR. Stosujac
odpowiednie pary starteroOw w pierwszym etapie wy-
krywany jest materiat genetyczny wspolny dla wszyst-
kich 7 genotypdw nalezacych do lyssawirusow. W dru-
gim za$ wykrywany jest produkt charakterystyczny dla
genotypu 5. Ze wzgledu na coraz czgstsze przypadki

wscieklizny u nietoperzy pojawila si¢ konieczno$¢
szybkiego roznicowania zakazeh u zwierzat ladowych,
w celu okreslenia, czy zakazenia takie maja miejsce
1jakie jest realne zagrozenie transmisja wirusa od nie-
toperzy na zwierz¢ta ladowe, w tym takze na cztowie-
ka. Metoda okreslania genotypu pozwala takze na zr6z-
nicowanie izoform (a i b) wystepujacych w obrebie
genotypu 5, a wprowadzenie jej jest pierwszym kro-
kiem do szczegdlowej genetycznej analizy izolatow
pochodzacych od nietoperzy (7, 8, 10).

Celem badan byto okreslenie mozliwosci wprowa-
dzenia metody hemi-nested RT-PCR (hnRT-PCR) do
wykrywania 1 roznicowania zakazen u zwierzat lado-
wych wywolanych klasycznym wirusem wscieklizny
oraz wirusem wscieklizny nietoperzy europejskich —
EBLV 1.

Materiat i metody

Izolaty wirusowe. Do badan wykorzystano izolaty
wirusa wscieklizny pochodzace od nietoperzy i zwierzat
ladowych z réznych regionéw Polski. Prébki stanowity
mozgowia zwierzat, u ktorych zdiagnozowano wscieklizne
w tescie immunofluorescencji bezposredniej.

Namnazanie izolatow wirusa wscieklizny. Z mézgowi
pochodzacych od nietoperzy wykonano zawiesing, ktora
nastgpnie zakazano biate myszy droga domézgowa w ilos-
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ci 0,03 ml/zwierze. Po inokulacji myszy byly kontrolowa-
ne kazdego dnia. Od kazdego padlego zwierzg¢cia pobiera-
no mozgowie w celu przeprowadzenia dalszych badan.

Test immunofluorescencji bezposredniej. Z pobranych
od padtych myszek mézgowi wykonano preparaty odcisko-
we na szkietku podstawowym. Nastepnie preparaty utrwa-
lono nad plomieniem i nanoszono specyficzny koniugat
antywsciekliznowy. Po 30-minutowej inkubacji (37°C
w wilgotnej komorze) preparaty ptukano, suszono i ogla-
dano w $wietle UV pod mikroskopem szukajac $wiecen
charakterystycznych dla zakazen wirusem wscieklizny.

Ekstrakcja RNA. Material genetyczny wirusa wsciek-
lizny — RNA — ekstrahowano bezposrednio z tkanki moz-
gowej. Ekstrakcje catkowitego RNA przeprowadzono z wy-
korzystaniem odczynnika TRIzol (Gibco) zgodnie z proce-
dura podana przez producenta. Do 1 ml odczynnika TRIzol
dodawano okoto 100 mg tkanki mozgowej, ktora nastgpnie
rozdrabniano, wykorzystujac do tego r¢czny homogeniza-
tor. Nastgpnie probke inkubowano przez 5 minut w tempe-
raturze pokojowej, po czym dodano 0,2 ml chloroformu.
Powstata mieszaning wytrzasano na wytrzasarce przez oko-
1o 15 sekund. Nastgpnie probke inkubowano w temperatu-
rze pokojowej przez 5 minut. Po inkubacji probke wirowa-
no przy 12 000 x g w temperaturze 4°C przez 15 minut.
Gorna, wodna frakcje przenoszono do nowej probdwki
1 dodawano 0,5 ml izopropanolu. Probke wytrzasano, na-
stgpnie inkubowano w temperaturze pokojowej przez
5 minut i wirowano przy 12 000 x g w temperaturze 4°C
przez 10 minut. Supernatant zlewano, a do probowki doda-
wano 1 ml 75% etanolu, wytrzasano na wytrzasarce i wiro-
wano przy 12 000 x g w 4°C przez 5 minut. Nastegpnie eta-
nol usuwano, a uzyskana peletke suszono w temperaturze
pokojowej. Wyekstrahowane i sprecypitowane RNA zawie-
szono poprzez delikatne mieszanie w 100 ul jatowej wody
traktowanej DEPC. Tak zawieszone RNA przechowywa-
no w temperaturze —70°C do czasu dalszej analizy.

Optymalizacja RT-PCR oraz hemi-nested-PCR.
Przed zastosowaniem hnRT-PCR do wykrywania i r6zni-
cowania zakazen wywotanych lyssawirusami dokonano
optymalizacji warunkéw RT-PCR oraz hnPCR. Optymalne
warunki ustalano biorac pod uwagg temperatury przytaczania
starterow JW12 (5’-ATG TAA CAC CYC TAC AAT G-37)
oraz JW6DPL (5’-CAA TTC GCA CAC ATT TTG TG-3)
dla RT-PCR oraz JW12 i Jebl1(5’-GTC CCG AGT GAG
ATC TTG A-3") dlahnPCR (2, 8). Dobrano réwniez odpo-
wiednie ilosci starterow oraz jonow Mg** w mieszaninach
reakcyjnych. Poniewaz RT-PCR pozwala na wykrycie ge-
notypu 1 jak i 5 lyssawirusow, dlatego tez optymalizacje
warunkow RT-PCR przeprowadzono dla obu genotypow.
Dobor najlepszych warunkow reakeji hn-PCR wykonano
dla genotypu 5.

Ustalanie wtasciwej temperatury przytaczania starterow
zarowno dla reakcji RT-PCR, jak i hnPCR przeprowadzo-
no w termocyklerze gradientowym (Tgradient, Biometra)
w 12-stopniowym gradiencie temperatur (44°C-56°C).

Okreslanie optymalnej ilo$ci starterow przeprowadzono
w mieszaninach reakcyjnych zawierajacych, odpowiednio,
dla RT-PCR startery JW12 i JW6DPL w stezeniu 1,25-40
pmoli/15 pl oraz JW12 i Jebll w stezeniu 1,25-50 pmoli/
20 ul dla hnPCR.
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Ryec. 1. Dobor optymalnej temperatury przylaczania starte-
row JW12 i JW6DPL (A) oraz JW12 i Jebll (B)

Dobér optymalnego stezenia jondw Mg? w mieszani-
nach reakcyjnych przeprowadzono w stgzeniach 0,25-5 mM.

Odwrotna transkrypcja i pierwszy PCR. Reakcje
RT-PCR przeprowadzano z wykorzystaniem zestawu One-
Step RT-PCR firmy Qiagen. Do 2 ul wirusowego RNA do-
dawano po 10 pmol kazdego ze starterow JW12 i JW6DPL
oraz 13 pl mieszaniny reakcyjnej zawierajacej 3 pl 5 %
Qiagen One step RT-PCR bufor; 0,6 ul ANTPs w stgzeniu
10 mM; 0,5 pl inhibitora RNaz; 0,6 pl mieszaniny enzy-
moéw odwrotnej transkryptazy i polimerazy oraz 7,3 ul wody
PCR. Amplifikacjg¢ DNA przeprowadzano w termocykle-
rze Personal Cycler (Biometra) wedlug nastgpujacego pro-
filu czasowo-temperaturowego: odwrotna transkrypcja —
30 min. 50°C, denaturacja — 15 min. 95°C, amplifikacja —
35 cykli: denaturacja — 30 sek. 94°C, przylaczanie starte-
row — 30 sek. 49°C, elongacja — 1 min. 72°C i koncowa
elongacja — 10 min. 72°C.

Hemi-nested-PCR (hnPCR). Do przeprowadzenia re-
akcji hn-PCR uzyto zestawu Enhanced Avian HS RT-PCR
firmy Sigma. Jako starterow uzyto oligonukletydow o sek-
wencjach komplementarnych do genu nukleoproteiny ge-
notypu 5 lyssawirusa (EBLV-1). Jednym z nich byt uzyty
wczesniej starter JW12, a drugim Jebll, ktére razem am-
plifikowaty fragment o wielkosci 410 pz specyficzny dla
EBLV-1. Do 19 pl mieszaniny reakcyjnej zawierajacej:
2,6 ul 10 x AccuTaq bufor; 1 pl ANTPs w stezeniu 2 mM;
10 pmol starterow JW12 i Jebll; 0,25 pl polimerazy oraz
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Ryc. 2. Dobér optymalnego stezenia starteréw JW12 i JW6DPL
do reakcji RT-PCR (A) oraz starteréw JW12 i Jebl1 do prze-
prowadzenia reakcji hn-PCR (B)

13,15 pl wody PCR dodawano 1 pl rozcienczonego w sto-
sunku 1/10 produktu PCR. Reakcje hn-PCR przeprowadza-
no w termocyklerze wedtug nastepujacego profilu czaso-
wo-temperaturowego: denaturacja wstepna — 5 min. 94°C,
amplifikacja — 30 cykli: denaturacja — 30 sek. 94°C, przy-
laczanie starterow — 30 sek. 55°C, elongacja— 1 min. 72°C
1 koncowa elongacja — 10 min. 72°C.

Analiza uzyskanych produktéw amplifikacji. Produk-
ty amplifikacji analizowano po przeprowadzeniu rozdzia-
hu elektroforetycznego w 2% zelu agarozowym z dodat-
kiem bromku etydyny o koncentracji 10 pg/ml. Elektrofo-
rez¢ przeprowadzano w buforze TAE przez 30 minut przy
statym nat¢zeniu pradu elektrycznego 90 mA. Uzyskane
rozdziaty obserwowano w §wietle UV na transiluminato-
rze oraz sporzadzano dokumentacje¢ fotograficzna.

Wyniki i omowienie
Z otrzymanych m6zgoéw pochodzacych od zwierzat
ladowych oraz nietoperzy zakazonych wscieklizna izo-

lowano materiat genetyczny wirusa. RNA ekstraho-
wano bezposrednio z zakazonej tkanki moézgowej badz
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Ryec. 3. Optymalizacja stezenia jonéw Mg?* do reakcji RT-
-PCR (A) oraz do przeprowadzenia reakcji hn-PCR (B)

zmozgowia myszek zakazonych homogenizatem moz-
gowia nietoperzy, u ktorych testem immunofluorescen-
cji bezposredniej zdiagnozowano wscieklizng.

Dokonano optymalizacji warunkéw RT-PCR i hn-
PCR, w efekcie czego w pierwszym etapie uzyskano
wyrazny produkt amplifikacji o masie 606 pz wspol-
ny dla obydwu genotypow lyssawiruséw. Natomiast
optymalizacja warunkow reakcji hn-PCR pozwolita na
uzyskanie produktu o wielkosci 410 pz charaktery-
stycznego dla genotypu 5.

Optymalna temperatura przytaczania starterow
JW121JW6DPL miescita si¢ w zakresie 44°C-52,1°C
1 byla nizsza od optymalnej temperatury przytaczania
starteréw JW12 i Jebl1 (54,8°C-56°C) ryc. 1.

Przy okreslaniu wtasciwych ilosci starteréw w mie-
szaninach reakcyjnych najwyrazniejsze produkty am-
plifikacji uzyskano przy stezeniu starteréw JW12
1 JW6DPL rownym 5-10 pmoli/15 pl. Dla pary JW12
i Jebll optymalne st¢zenie starterow zawierato si¢
w szerokim zakresie 1 wynosito 5-50 pmoli/20 pl mie-
szaniny reakcyjnej (ryc. 2).
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Ryc. 4. Wynik amplifikacji izolatéw pochodzacych od zwie-
rzat ladowych i nietoperzy z uzyciem starteréw JW12
i JW10DPL. Probki: 1 — kontrola ujemna, 2-5 i 16-24 — geno-
typ 1, 6-15 — genotyp 5

Istotna role podczas syntezy DNA odgrywa stgze-
nie jonow Mg?". Niedobor jonow Mg?* w mieszaninie
reakcyjnej hamuje dziatanie polimerazy, nadmiar za$
prowadzi do powstawania produktow niespecyficz-
nych. Najlepsze warunki reakcji RT-PCR uzyskano
przy zastosowaniu Mg?" w stgzeniu 2-3 mM. Dla
hn-PCR optymalne stgzenie Mg** wynosito 2,5-3 mM
(ryc. 3).

Ustalone warunki reakcji hnRT-PCR zastosowano
do wykrywania materiatu genetycznego obydwu ge-
notypow lyssawirusow (ryc. 4), a w dalszej kolejnosci
do roznicowania zakazen wywotanych nietoperzowym
wirusem wscieklizny. Stosujac parg starterow komple-
mentarnych do EBLV-1 w efekcie koncowym uzyska-
no charakterystyczny produkt o wielkosci 410 pz
(ryc. 5). Wydaje sig, iz zastosowanie tej metody po-
zwoli na tatwe 1 wiarygodne diagnozowanie i r6znico-
wanie zakazen lyssawirusami u zwierzat ladowych.
Metoda ta moze takze by¢ stosowana do diagnozowa-
nia zakazen EBLV-1 u nietoperzy.
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Ryec. 5. Produkty reakeji hn-PCR z uzyciem starteréw JW12
i Jebll. Probki: 1 — kontrola ujemna, 2-5 i 16-24 — genotyp 1,
6-15 — genotyp 5
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