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program szczepień ochronnych na fermach drobiu. Od
3 miesięcy, licząc od maja 1993 r. choroba w Holandii
nie jest notowana. ND stwierdzono w państwowej fermie
(20 000 ptaków) w Uzbekistanie.

W latach 1992 i 1993 liczne kraje europejskie (m.in.
Niemcy, Francja, Austria, Węgry), które prowadzą do-
ustne szczepienia lisów przeciw wściekliźnie, co najmniej
raz w ciągu roku wykonały tę akcję na całym obszarze
stref zakażonych.

W Meksyku zanolowano ponownie pojawienie się lar-
wy określonej jako screwworm (robak korkociągowy).

Po 22latach zwalc.zania grń|icy bydła Australia oświad-
cryła, że od 31 grudnia Igż r. naleĘ ją uznać za kraj
wolny od tej choroby,

W 1992 r. stwierdzono ponad 35 000 przypadków
gąbczastej encefalopatii bydła (bovine spongiform encep-
halopathy - BSE) w Wielkiej Brytanii; w Irlandii zano-
towano 18, a w Szwajcarii 15 zachorowań. W Wielkiej
Brytanii w porównaniu do 1991 r. stwierdza się w latach
1992-1993 spadek Liczby zachorowań, mvłaszcza u zwierąt
urodzonych po dacie, kiedy wprowadzono zakaz karmienia
bydła paszami zawierająqrmi białko pochodzące od, prze-
żuwaczy. Jak dotąd nie wykazano, by transmisja wirusa
następowała bezpoŚrednio od matki na potomstwo.

W czerwcu 1992 r. Meksyk zgłosił uwolnienie się od
wenezuelskiego zapalenia mózgu i rdzenia u koni.

Do państw, na terenie których stwierdzono rozrodczo-od-
dechowy zespół chorobowy świń (PRRS), dołączyła Dania
i Malta. Jednak restrykcje nałozone przez EWG, doty-
czące tej choroby, zostaĘ anulowane, gdyż nie uważa się

jej za typową chorobę zaraźliwą, a raczej schorzenie
produkryjne o etiologii wirusowej. Nie są zatęm, zdaniem
EWG, uzasadnione daleko idące ograniczenia w obrocie
mvierzętami.

Wielka Brytania informowała o \^/ystąpieniu krwioto-
cznej choroby wirusowej królikówi pierwsze ognisko
stwierdzono w kwietniu 1992 r. Podobną informację,
odnoszącą się do jej terenu, przekazała Libia. Omawiana
jednostka chorobowa została zlikwidowana w Meksyku
po wybiciu 121 000 królików.

Na C}prze występowała bruceloza u małych przeżlwacTy.
Warrozę zanotowano po raz pierwszy w Chile, na

Malcie, w Mek-syku i Wielkiej Brytanii.
Reasumując, z przedstawionej charakterystyki sytuacji

epizootiologicznej wynika, że choroby zaraźliwe nad,al
stanowią poważne zagrożenie dla produkcji zwierzęcej,
powodują znaczne straty bezpośrednie i oprócz tego są
czynnikiem obniżającym zyski w zvtiązka z restrykcjami
w obrocie zwierząt. Szczególne znaczenie nadal mają
pryszczyca i klasyczny pomór świń. Dotyczy to również
kontynentu europejskiego. Biorąc to pod uwagę - vza-
sadnione jest utrzymyrvanie możliwe wysokiej sprawności
państwowej słuzby weterynaryjnej. Niezbędne jest teź
łożęnię znacznych kwot na unowocześnienie działalno-
ści naukowej i usługowej wydziałów weterynaryjnych wy-
ższych uczelni, Instytutu Weterynarii i zakładów higieny
weterynaryjnej.
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Choroba Aujeszkyego (chA) wywoływana jest przez
typowego przedstawiciela rodziny Herpesviridae, podro-
dziny Alphahetpesvińnae, rodzaju Varicellovirus - Herpes-
virus sttitts 1 (3). W epidemiologii chA największe
znaczenie ma trzoda chlewna. ZwierzęIa tego gatunku
ulegają bowiem zakażenhl nięzalężnie od wieku i statusu
immunologi cznego, a występujące jednocześnie zjawisko
latencji powoduje, źe świnie, stając Się dozywotnimi no-
sicielami i siewcami wirusa, są jego jedynym rezerwuarem
(17, 23,24,25,30, 31).

Gwałtowny wzrost liczby ognisk chA w początkach lat
'7O, (26) wymusił niejako intensyfikację badań nad cho-
robą oraz nad samym wirusem choroby Aujeszkyego
(Aujeszky's Disease Virus - ADV).

Jedną z podstawowych technik w tym zakresie jest,
oparta na wykorzystaniu endonukleaz (enzymów restry-
kcyjnych, restryktaz), ana|iza restrykcyjna DNA wirusa
(7, 72, 13, 19, 2O). Zastosowana w celach diagnostycz-
nych, umożlirvia m.in. odróżnienie szczepórv szczepion-
kowych ADV od dzikich, terenowych. Wykazano również

Opracowanie biotynylowanej sondy genetycznej
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Summary
Construction of a biotinylated genetic probe of Aujesz-
ky's disease virus (ADY)

A simple and quick method of viral DNA purification from RK
13 infected with NIA-3 slrain <rf ADV cell culture yielded DNA which
was easily digested with its enzyme reslriction. Moreover, il was of a
sufficient purity for a restriction paltern (RFP) analysis. The purified
DNA was labelled with photobiotin to obtain a biotinylated genetic
probe. The full length DNA probe that was developed was found to
be very sensitive and specific when it was used for hybridization with
ADV DNń. Furthermore, the forenamed biotinylated probe greatly
enhanced the detection limits of restriction fragmenś compared to
RFP analysis in elhidium bromide stained agarose gel. These results
indicale that the described probe can be used for analysis and
characterizalion of ADV genomes even if only minute amounts of
viral DNA are available.
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istnienie różnic w budowie genomu tak wśród szczepów
stosowanych do uodporniania nłierząt, jak i wśrócl szcze-
pów terenowych (4, 5, 7, 8, 10, 13, 19, ż7,28).

Czułość analizy restrykryjnej zwiększono znacznie po.
przez rłykorzystanie hybrydyzacji kwasów nukleinowych
('J,l2,21). Technika ta jest w tej chwili nieodzowna w
biologii molekularnej przy wykryraniu specyficznych,
komplementarnych sekwencji kwasów nukleinowych, Sto-
sowane w tych badaniach sondy genetyczne znakowane
izotopami (tzw. "gorące") ustępują coraz częściej miejsca
sondom nieradioak nym (tzw. "zimnym") ze względu
na ich stabilność i bezpieczeństwo. Wśród nich rosnącym
zainteresowaniem cieszą się ostatnio sondy znakowane
biotyną (12,74, 16, !B, Z9).

Celem prezentowanej pracy było opracowanie biotyny-
lolvanej sondy genetycznej przydatnej w wykryrł,aniu
DNA wirusa choroby Aujeszkyego.

Materiał i metody

,"x1*-

RK 13
metodą rotacyjnej. Zbioru rvymienioneEa szcze-
pu dok po 36-48 godzinach inkubacji, przy efe-

odwirowy;vano przez 15 minut przy 5000 obr./min. w
temperaturze 4oC. Pcl odlaniu płynu hodowlanego osa-
dzone komórki zawieszano w 1 ml buforu lizującego

(5 min,, 15 000 obr./min.) wirówce Eppendorf, Super-
natant, zawierujący wirus, rzenoszono do nowej pro-
bówki, a peletkę resztek komórkowych poddawano lizie
po raz drugi, w uprzednio podanych warunkach. Po
zakończeniu inkubacji i ponorvnym wirowaniu zbierano
supernatant i mieszano z uzyskanym w pierlvszej reakcji.
Zawartę w otrzymanej zawiesinie cząstki wirusowe DNA
i RNA pochodzenia komórkowego usuwano poprzez in-
kubację z DNaz
w temperaturze
uąlskano drogą
szaniny fenol-ch
mieszaniną chloroform-alkohol izoamylowy (24:1). Na-
stępnie DNA prerypitowano dodając 2 objętości etanolu
do próbki zawierającej 13J tl,

zlJ"C
i 1i10 objętości 2M octanu sodu i

przetrzymlljąc ją w -ZO"C przez noc lub w -70"C przez
30 min, Wytrąmne DNA osadzano przęz wirowanie w
ciągu 15 min. przy 15 000 obr./min, w 4"C, po czymclągu 1)
2-krotnie2-krotnie przemywano 70?o etanolem. W końcu, po bar-
dzo dokładnvm zebraniu resztek alkoholu. oczvszczonvym zebraniu resztek alkoholu, oczyszczony

b DNA szczeDu NIA-3 zawieszano w małeiw ten sposób DNA szczepu NIA-3 zawieszano w małej
objętości buforu TE (10mM Tris-HCl pH 8,0, 1mMobjętośc
EDTA).

W przypadkach, kiedy wymagana była duża ilość DNA,
po odwirowaniu komórek, zbierano supernatant, wirus
osadzano przez wirowanie (28 000 obr./min,, 90 min.,
4"C), a następnie oczyszczano w gradiencie sacharozy
(3aVo, waranki wirowania j.w.). Kolejne, dalsze etapy
pracy zgodne był z opisanymi poprzednio.

Czystość i stęzenie uzyskanego DNA ADV określano
metodą e wej wobec markera, którilm
był DNA stryktazą HindIII, o znanym
stężeniu, W tym celu wirusowy DNA szczepu NIA-3
trawiono przez 1,-3 godzin w temperaturze 37"C sześcio-

**)Sr.""p 
NIA-3 otrzymano od dr J.T. van Oirschot'a z Central

Veterinary Institute, Lelystad, Holandia

ma różnymi endonukleazami (15). Po zakończeniu tej
reakcji wyko ano elektroforezę w 0,6Va żelu agarozo-

octowy lodowaty, 1mM Eoctowy lodowaty, 1mM E
przeprowadzano barwienie bromkiem etydyny. 

. Uzv_
skany wirusowy DNA, w ilości ok. 10 /§, poddawano
wstępnie trawieniu enzymem restrykcyjnym PstI (w ceiu
otrzllntania fragmentów o małej masie cząsteczkowej),
po czym precypltowano etanolem. Następnie DNA za-
wieszano w 0,1M EDTA (końcowa koncentracja O,Z-1,0

DNA metodą dot blot. V/ tym celu przygoto ano w
buforze TE
1toO-to-6.1
w objętośc
(Schleicher
w temperaturze 60"C przez
ją w buforze TBS (50mM Tri
po czym przenoszono do ro
TBS, 1,Ea albuminy surowicy
tym czasie nitrocelulozę umieszczano w roztworze ko-
niugatu (streptawidyna-alkaliczna fosfataza) i inkubowa-
no przez 30 minut. Nadmiar koniugatu usuwano przez
3-krotne płukanie w buforze TBS. W celu uwidocznienia
reakcji lozową zaillurzano w roztworze
substrat 100mM Tris-HCl pH 9,5, 50mM
MgClz, Po 10-30 minutach inkubacji
nitrocelulozę przenoszono na 30 min. do wody, po czym
SuSZono' 

szczony DNA wirusowy
N trzy częściikażdą z nich
tr restrykcyjnymi, odpowie
BamHI i KpnI. Po zakończeniu reakcji wykonywano
rozcięńczęnia wymienionych próbek tak, aby zavłierĄ 1,

łłg, aJ pg i 0,01, pg DNA, a następnie poddawano
elektroforezie w 0,6Va żell agarozowym, stosując bufor
TAE. Po jej zakofl,czeniu zel barwiono bromkiem etydyny
i fotografowano w świętle UV, Następnie przenoszono
DNA z agarozy na błonę nitrocelulozową metodą Sout-
herna (15). Po wykonaniu repliki, nitrocelulozę zapieka-
no w temperaturze 6O"C przez noc, po czym nasączano
w roztworze 6XSSC (Z0XSSC - 3M NaCl, 0,3M cytrynian
sodu, pH 7,0). Kolejnym etapem było umieszczenie błony
w woreczku plastikowym, do którego wprowadzano roz-
twór prehybrydyzacyjny (50% dejonizowanego formami-
du, 5XSSC, 5x roztwór Denhardta, 50mM fosforan sodu

kstranu, 5 rnM EDTA, 50 1lglml zdenaturowanego DNA
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Ryc. 1. Elektroforetyczny profil fragmentów restrykcyjnych genomo-
wego DNA szczepu NIA-3 wirusa chA. Scieżka 1 - marker: DNA

faga ,ł trawiony HindIII; ścieżki 2 - 7 wirusowy DNA trawiony kolej-
no: Bamlll, PstI, KpnI, SalI, PvuII, FlittdIII

' '''_ .,

Ryc. 2. Analiza metoclą dot blot czułości wl,kqłvania biotvnylowałe-
co Dry^.Doty od l rJo 7 przedstawiają totelnb rozcieńczónia (100 -

10 ") biotynylowanego DNA. Dot nr t odpowiada 1 pg DNA

kończeniu hybrydyzacji odpłukiwano z nitrocelulozy nad-
miar sondy, stosując 2XSSC
z 0,1o/a SDS (15 mi wej), 3-
krotnie roztwór 0,1X min. w
temperaturze 65'C), min. w

Wyniki i omówienie

Oczvszczanie wirusowego DNA. Opracowana we włas-
nym Zakresie szybka metoda uzyskiwania wirusowego
DNA opierała się na wykorzystaniu zakażonych szczepem
NIA-3 komórek linii ciągłej nerki królika RK 13. Prz,ed-
stawiona oryginalna metodyka pozwalała na otrrT/m}ryva-
nie kwasu nukleinowego o odpowiedniej czystości i
koncentracji. Na ryc. 1 przedstawiono prclfil elcktrofore-
tyczrry fragmentów całego, tj pełnej długości DNA, uzy-

Ryc, 3. Etektroforetyczny profil fragmentów restrykcyjnych różnych
iI,ości genomow"go bNł ir"r"pu ŃIA-3 wi.u*u Ónł. ŚcieZta i -

marker: DNA faga ,1 trawiony HindIII; ścieżki 2, 3, 4 DNA wiruso-
wy trawiony I'stI; ścieżki 5, 6,'l - BamHI; ścieżki 8, 9, 10 - KpnI

33{5b7E9lt}

Ryc. 4. Reptika prolilLr eleklrotbretycznego z r},c. 3 wykonana na ni-
trocelulozie i poddana następnie hybrydyzacji z biotynylowarrą sondą.

Opis ścieżek - tak jak na ryc. 3

skanych w wyniku trawienia enzymami, odpowiednio:
BamHI, PstI, KpnI, SalI, PvuII i HindIII. Brak plam
(ang. smear) oraz ostre prążki Są wskazówką dużej czy-
stości otrzymanego DNA i jego znacznej koncentracji.

W prezentowanych badaniach własnych do znakowania
genomowego DNA szczepu NIA-3 uzywano fotobiotyny.
Związek ten łączy się z kwasem nukleinowym pod wpły-
wem kilkunastominutowego naświetlania silnym promie-
niem światła widzialnego, dając w efekcie biotynylowany
kwas nukleinowy. Reakcja ta, opisana po raz pierwszy
przez Forstera i wsp. (6), jest więc prosta, szybka i nie
wymaga specjalnego wyposazenia. Wymienione zalety
opisanej metody miaĘ decydujący wpływ na jej wykorzry-
stanie w niniejszych badaniach. Otrzymany w ich wyniku
produkt badano w celu określenia, jaką najmniejszą ilość
biotynylowanego DNA sondy mozna wykryć. Jak wyka-
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zuje to ryc. ż, nawet w przypadku rozcieńczenia 106

sonda jest wykry,walna" Ponieważ w punkcie nr 1 nanie-
siono 1 pg DNA, to mozna stwierdzić, iż czułość metody
z zastosowaniem biotynylowanego DNA wynosi 10-100
p9. Ta wysoka wartość jest porównyvalna do uzyskiwa-
nych przez sondy znakowane radioaktywnym fosforem (1,

z, 1,4, 16, 29).

cznei w hybrvdvzacji DNA, Na ryc. 3 przedstawiono
rozkład elektroforetyczny genomowego DNA szczepu
NIA-3 wirusa chA, trawionego trzema róznymi enzyma-
mi, w żel'u agarozowym barwionym bromkiem etydyny,

Rycina 4 obranlje wykonaną na błonie nitrocelulozowej
replikę te9o rozdziału po wykonaniu hybrydyzacji z przy-
goto\^/aną uprzednio biotynylowaną sondą. Porównanie

ryc. 3 z ryc. 4 wyraźnie wskazuje, że hybrydyzacja z
opraco\ilaną sondą, pozwalająca na jednoznaczną analizę
DNA wirusa chA, winna być rnetodą z wyboru w sytu-
acjach, kiedy ilość wirusowego DNA jest ograniczona.
Uzyskany rezultat dowodzi jednak przede wszystkim, że
przygotowana w oparciu o genomowy DNA ADV, sonda
biotynylowana jest wysoce czała oraz specyficzna, co
potwierdzono brakiem jej hybrydyzacji do DNA faga ,ł

(ryc. 4, ścieżka 1). Ponadto sonda tego rodzaju, ze wzglę-
du na swą StabilnoŚĆ i bezpieczeńStwo Stosowania, może
być uż,pvana wielokrotnie przez długi okres czasu, Z
badań własnych wynika, ze w ciągu co najmniej 1 roku
nie straciła ona swej aktywności, czułości i speryficzności.
Podobne spostrzeźenia zawarte są również w pracach
Knowlesa i Gorhama (lż) oraz Maesa i wsp, (14).

Wymienione cechy sond biotynylowanych są przyczyną
coraz powszechniejszego ich stosowania. Stanowią one
jedną z odmian dużej grupy sond "zimnych", których opis
i zakres stosowania przedstawiono w pracach przeglądo-
wych Norvala i Binghama (16) oraz Wilcheka i Bayera
(29). Z kolei Knowles i Gorham (I2) oraz Paul (18)

Wzyraczają mozliwości wykorzystania sond "zimnych" w
badaniach nad chorobami zakaź,nymi zxvierząt, w tym
również i nad chorobą Aujeszkyego. Jednymi z pier-
wszych prac z tego zakresu były próby zastosowania sond
biotynylowanych do rozpoznawania chA. Opracowane w
ich wyniku szybkie metody diagnostyczne polega§ na
wykryrłaniu wirusowego DNA w komórkach uzyskanych
z wymazów z nosa lub migdałków (Z), względnie - me-
todą hybrydyzacji in sllrł - w skrawkach parafinowanych
narządów wewnętrznych zvłierząt podejrzanych o zakaże-
nie V (1). Sondy omawianego typu pozwoliĘ również
na śledzenie morfogenezy i szerzenia się zakażenia lrze-
ma różnymi szczepami ADV w eksplantatach śluzówki
nosa świń (22). Ostatnio sondy biotynylowane zostały
wykorzystane także w analizie restrykryjnej DNA ADV
(9, 11). Badania te wykazały, że zarówno w warunkach
in vitro, jak i in yiyo dochodzi do rekombinacji międ4l
dwoma różnymi, uzytymi do jednoczesnego zakażenia,
szczepami wirusa chA. Zastosolvanie sond biotynylowa-
nych pozwoliło na stwierdzenie, że powstałe w wyniku
rekombinacji wirusowe cząstki potomne posiadają czę-
ściowo cechy rodzicielskie (np. delecje pewnych genów)

oraz odtworzone cechy zjadliwości (9, 11), Wyniki te
mają ogromnę zrlaczenie zwłaszcza w odniesieniu do
stosowanych obęcnie programów rwalczanila chA z wy-
korzystaniem szczepionek delecyjnych.

Wni o ski
1. Opramwana szybka metoda otrzymywania DNA V

z zakażonych komórek Rk 13 pozwala na uąlskiwanie
kwasu nukleinowego o znacznej czystości i koncentracji.

2. Zastosowanie fotobiotyny do znakowania DNA
ADV umożliwia uzyskanie w prosty i szybki sposób,

czułej i specyficznej sondy biotynylowanej.
3. Opracowana sonda biotynytowana moze być uzyta

do analizy restrykcyjnej genomowego DNA różnych
szczepów ADV metodą hybrydyzacji.
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