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Choroba pêcherzykowa �wiñ (swine vesicular dise-
ase � SVD) zosta³a rozpoznana po raz pierwszy we
W³oszech w 1966 r., w Polsce jej ogniska stwierdzo-
no w latach 70. W okresie od 2002 r. do 2008 r. noto-
wano ogniska we W³oszech oraz w latach 2003-2004
i 2007 r. w Portugalii. Polityka wolnego rynku powo-
duje, ¿e utrzymuje siê zagro¿enie wybuchem choroby
na obszarze Europy. Chorobê pêcherzykow¹ �wiñ wy-
wo³uje wirus (swine vesicular disease virus � SVDV)
z rodziny Picornaviridae, rodzaj Enterovirus, spokrew-
niony antygenowo z wirusem ludzkim Coxsackie B5
(3, 4, 10). Materia³em genetycznym SVDV jest poje-
dyncza niæ RNA o dodatniej polarno�ci (2, 5, 6).

Choroby pêcherzowe, do których nale¿y SVD, s¹
klinicznie nie do odró¿nienia, prawid³owe ich rozpoz-
nanie umo¿liwiaj¹ badania laboratoryjne. W Europie
zasadnicze znaczenie ma diagnostyka ró¿nicowa prysz-
czycy i choroby pêcherzykowej �wiñ. W przypadku
stwierdzenia u �wiñ pêcherzy, pobrane od zwierz¹t
próbki badane s¹ w kierunku obu chorób równocze�-
nie (9). Metody wykrywania wirusa pryszczycy zale-
cane przez OIE opisano wcze�niej (7).

Celem niniejszej pracy by³o zastosowanie testu izo-
lacji i RT-PCR do wykrywania obecno�ci wirusa cho-
roby pêcherzykowej �wiñ w materiale biologicznym.

Materia³ i metody
Materia³em do badañ by³y próbki w postaci nab³onka (nr

1-8) oraz ka³u (nr 9-11), otrzymane z World Reference La-
boratory w Pirbright.

Do detekcji wirusa choroby pêcherzykowej �wiñ u¿yto
hodowli komórek linii ci¹g³ej IB-RS-2, hodowli wtórnej ko-
mórek nerki jagniêcia, które zak³adano w sposób przedsta-
wiony w innej pracy (7), oraz hodowli pierwotnej komórek
nerki prosiêcia.

Przygotowanie hodowli pierwotnej komórek nerki pro-
siêcia. Rozdrobnion¹ tkankê trawiono enzymatycznie 0,25%
roztworem trypsyny w 37°C na mieszadle magnetycznym.
Postêpowano podobnie jak przy zak³adaniu hodowli pier-
wotnej komórek nerki jagniêcia (8). Po zakoñczonym tryp-
synowaniu uzyskan¹ zawiesinê rozcieñczano do ilo�ci oko³o
3,5 × 105 komórek/ml po¿ywk¹ hodowlan¹ G-MEM wzbo-
gacon¹ 15% surowic¹ bydlêc¹ (FBS) oraz dodatkiem anty-
biotyków (100 i.u./ml penicyliny, 0,1 mg/ml streptomycyny,
0,25 µg/ml amfoterycyny) i wysiewano do 24-do³kowych
p³ytek hodowlanych. W zale¿no�ci od tempa proliferacji
i metabolizmu komórek po¿ywkê zmieniano lub wymienia-
no tylko jej czê�æ (conditioned medium). Komórki przy-
czepia³y siê do pod³o¿a w ci¹gu 1-2 dni, tworz¹c kolonie.
Po 3-4 dniach wzrostu tworzy³y jednowarstwow¹ konfluentn¹
hodowlê.

Izolacja wirusa. Badania wykonywano wed³ug metody
podanej wcze�niej, zgodnie z OIE Manual of Diagnostic Test
and Vaccines for Terrestrial Animals (1, 7). Hodowle, w któ-
rych wyst¹pi³ efekt cytopatyczny (CPE), badano testem
ELISA na obecno�æ antygenu wirusa choroby pêcherzyko-
wej �wiñ. Wynik uznawano za negatywny, je¿eli w trzech
kolejnych pasa¿ach nie stwierdzono CPE.

Ekstrakcja wirusowego RNA. Ca³kowite RNA izolo-
wano przy u¿yciu zestawu RNeasy Mini Kit, firmy Qiagen.
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Summary
Swine vesicular disease virus (SVDV) is a member of the genus Enterovirus in the family Picornaviridae. This

virus appears to have evolved from human coxsackievirus B5. Pigs infected with this virus show almost identical
clinical signs to foot-and-mouth disease in pigs. Vesicular diseases must be differentiated with laboratory tests.

The purpose of the study was to apply the isolation test in cell culture and RT-PCR assay for the detection of
swine vesicular disease virus in the epithelial and fecal samples. Out of a total of 11 examined samples, 10 were
found positive using these methods. The antigen ELISA was used for the confirmation of specificity of isolation
assay. Primary piglet kidney cells and certain IB-RS-2 cells were a sensitive cell culture system for the detection
of swine vesicular disease virus, whereas secondary lamb kidney cells not.
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Oligonukleotydy. Jako starterów u¿yto dwóch oligonu-
kleotydów dla regionu 3D opisanych przez Nunez i wsp.
(6). Ich sekwencje i lokalizacja w genomie by³y nastêpuj¹ce:

SA2 1098 � 5� TCACGTTTGTCCAGGTTACC 1117,
SS4 964-5� TTCAGAATGATTGCATATGGGG 985. Re-

gion amplifikowany obejmowa³ 154 pary zasad (pz).
Odwrotna transkrypcja i amplifikacja. Do reakcji wy-

korzystano zestaw OneStep RT-PCR, firmy Qiagen. Po wyko-
naniu odwrotnej transkrypcji � 30 min., 50°C i denaturacji
wstêpnej � 15 min., 94°C, przeprowadzono 40 cykli ampli-
fikacji: denaturacja � 1 min., 94°C, przy³¹czanie starterów �
1 min., 50°C, elongacja � 2 min., 72°C i koñcowa synteza �
10 min. 72°C. U¿ywano termocyklera Personal Mastercyc-
ler (Eppendorf). Kontrolê dodatni¹ stanowi³ szczep referen-
cyjny wirusa choroby pêcherzykowej �wiñ (SVDV p. 4/05),
ujemn¹ � wirus pryszczycy (FMDV p. 5/07 serotyp O), któ-
re namno¿ono w hodowli komórek linii ci¹g³ej IB-RS-2.

Elektroforeza. Po amplifikacji mieszaninê reakcyjn¹ na-
noszono na 1,5% ¿el agarozowy i poddawano elektroforezie
w buforze TBE przy napiêciu pr¹du 70 V przez 1 godz. Na-
stêpnie ¿el wybarwiano bromkiem etydyny. Wielko�æ pro-
duktów PCR okre�lano na podstawie porównania ich lokali-
zacji wzglêdem markera masowego (100 bp, Promega).
Wynik uznawano za dodatni, je¿eli w ¿elu widoczny by³ pr¹-
¿ek DNA o wielko�ci 154 pz. Dokumentacjê fotograficzn¹
sporz¹dzano przy pomocy automatycznego systemu archi-
wizacji � Imagistore 5000 z oprogramowaniem GelBase/
GelBlot Proc.

Wyniki i omówienie
Badanymi próbkami inokulowano jednowarstwow¹

hodowlê komórek linii ci¹g³ej IB-RS-2, hodowlê pier-
wotn¹ komórek nerki prosiêcia oraz hodowlê wtórn¹

Ryc. 1. Hodowla komórek linii ci¹g³ej IB-RS-2 (kontrola) Ryc. 2. Hodowla komórek linii ci¹g³ej IB-RS-2 zaka¿ona wi-
rusem choroby pêcherzykowej �wiñ (próbka nr 6)

Ryc. 3. Hodowla pierwotna komórek nerki prosiêcia (kontrola) Ryc. 4. Hodowla pierwotna komórek nerki prosiêcia zaka¿o-
na wirusem choroby pêcherzykowej �wiñ (próbka nr 6)
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komórek nerki jagniêcia. Wyniki izolacji przeprowa-
dzonej w wymienionych systemach hodowli komór-
kowej przedstawiono w tab. 1 oraz na ryc. 1-4. Obec-
no�æ infekcyjnego wirusa stwierdzono w 10 próbkach
na 11 badanych, zarówno w hodowli komórek linii
ci¹g³ej IB-RS-2, jak i w hodowli pierwotnej komórek
nerki prosiêcia, jedynie próbka nr 1 reagowa³a nega-
tywnie. W hodowli komórek linii ci¹g³ej IB-RS-2 trzy
próbki, nr 6, 10, 11 powodowa³y efekt cytopatyczny
w pierwszym pasa¿u, pozosta³e siedem, nr 2, 3, 4, 5,
7, 8, 9 w pasa¿u drugim. Wyniki te nieznacznie ró¿ni¹
siê od uzyskanych w hodowli pierwotnej komórek
nerki prosiêcia, w której w pierwszym pasa¿u piêæ

próbek, nr 2, 4, 6, 10, 11 reagowa³o pozy-
tywnie. Identyfikacji wirusa wywo³uj¹ce-
go efekt cytopatyczny dokonano testem
ELISA.

Generalnie przyjmuje siê, ¿e wirus cho-
roby pêcherzykowej �wiñ namna¿a siê
w hodowlach komórek pochodz¹cych od
�wiñ, ale istnieje doniesienie, ¿e mo¿e byæ
równie¿ wyizolowany w hodowli wtórnej
komórek nerki jagniêcia (1). W badaniach
w³asnych nie uda³o siê wykryæ infekcyj-
nego wirusa w hodowli wtórnej komórek
nerki jagniêcia w ¿adnej z próbek podczas
trzech kolejnych pasa¿y.

Równolegle poddano próbki badaniom
na obecno�æ materia³u genetycznego wi-
rusa choroby pêcherzykowej �wiñ. Uzys-
kane wyniki ilustruje tab. 1, ryc. 5. We
wszystkich próbkach, które by³y dodatnie,
w te�cie izolacji wykazano równie¿ SVDV
metod¹ RT-PCR. Otrzymano oczekiwany
produkt wielko�ci 154 pz. Zastosowana

para starterów umo¿liwi³a wykrywanie RNA wirusa
choroby pêcherzykowej �wiñ. Nie obserwowano spe-
cyficznego amplikonu w przypadku próbki nr 1 oraz
w kontroli ujemnej, któr¹ by³ materia³ genetyczny wi-
rusa pryszczycy.

Uzyskane wyniki testów izolacji i RT-PCR by³y
zgodne i �wiadczy³y o obecno�ci w próbkach dodat-
nich infekcyjnego wirusa choroby pêcherzykowej �wiñ.
Mo¿na wiêc stwierdziæ, ¿e zastosowane testy by³y jed-
nakowo skuteczne w wykrywaniu zaka�nych wirio-
nów w badanym materiale biologicznym.
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Ryc. 5. Produkty reakcji RT-PCR. �cie¿ki: 1-11 odpowiada-
j¹ kolejnym próbkom nr 1-11, M � marker, 12 � kontrola do-
datnia, 13 � kontrola ujemna

Obja�nienia: + � wynik dodatni; � � wynik ujemny; p � pasa¿; nb � nie badano
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RCP-TR

1 80/594/DVS � � bn � �

2 80/795/DVS pII/+ pI/+ VDVS � +

3 70/C/DVS pII/+ pII/+ VDVS � +

4 70/D/DVS pII/+ pI/+ VDVS � +

5 70/E/DVS pII/+ pII/+ VDVS � +

6 60/A/DVS pI/+ pI/+ VDVS � +

7 60/C/DVS pII/+ pII/+ VDVS � +

8 60/E/DVS pII/+ pII/+ VDVS � +

9 70/fA/DVS pII/+ pII/+ VDVS � +

01 60/fC/DVS pI/+ pI/+ VDVS � +

11 60/fE/DVS pI/+ pI/+ VDVS � +

Tab. 1. Wykrywanie wirusa choroby pêcherzykowej �wiñ w materiale biolo-
gicznym


