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Wykrywanie RNA wirusa
choroby pęchetzykowej świń (SVD)

w materiałach klinicznych metodą PCR
Za|dad Pryszczycy Państwowego Instytutu Weterynaryjnego, ul. Wodna 7,98-220 Zduńska Wola

S umma ry

Use of polymerase chain reaction (PCR) for detection
of SVDV - RNA in clinical samples

Reverse transcription coupled with PCR has been
applied for the detection of swine vesicular disease
(SVD) viral RNA in clinical samp|es from experimen-
tally infected piglets. The viral RNA was extracted
by a quanidine thiocyanate-phenol-chloroform met-
hod. Each of the samples of purified nucleic acid was
reverse transcribed using AMV reverse transcriptase
and antisense (-) SVD3505 primer chosen from highly
conserved sequences of the viral genome. Amplifica-
tion of cDNA was performed in a reaction mixture
containing two different pairs of primers. One primer
set (SVDVIA and SVDVIB) amplified 620 bps of the
capsid coding region (VPl) and nonstructural protein
2A. The other primer set (SVDV3503 and SVDV3244)
amplified 245 bps from the conserved region of the
genome. RNA from uninfected clinical materials gave
negative results. The PCR technique is rapid, specific
and accurate diagnostic method and it can be useful
for the detection of SVDV in clinical samples.

Chorobę pęcherzykową świń (Swine Vesicular Di-
sease-SVD), po raz pierwszy rozpoznano w 7966 r.
(5), a czynnik zakaźny ją wywołujący zakwalifi-
kowano do enterowirusów (O ry Polsce, ognisko
SVD stwierdzono w I9]2 r.; w Swiatowym Labo-
ratorium Referencyj ny m (Pirbri ght), przesłany z P ol-
ski izolat nazwano Poland 73 (I3). Obecnie, Polska
jest krajem wolnym od SVD. Dane przedstawione
na XII Sesji Europejskiej Komisji dls Pryszczycy
OIE/FAO w Rzymie (1993), potwierdzają sporady-
cznie występujące ogniska SVD w niektórych kra-
jach europejskich, takich jak: Włochy i Holandia.
Również, ubiegłoroczne doniesienia OIE, wskazują
na pojedyncze przypadki SVD, wśród zwierzątho-
lenderskich sprowadzonych do Portugalii i przetrzy-
mywanych tam na kwarantannie.

Powszechnie stosowana diagnostyka SVD opiera
się na metodach biologicznych i serologicznych. W
Zakładzie Pryszczycy PfWet, rutynowo wykorzy-
stuje się metody izolacji wirusa w hodowli komór-
kowej, zgodnie z: Manual OIF.. 1 992 (I2) oraz odczyn
wiązania dopełniacza i test ELISA (7). Ilościową
ocenę specyficznycb przeciwciał anty-SVD wyko-
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nuje się w oparciu o test SN oraz ,,liquid-phase"
blocking ELISA (8).

Reakcja PCR (4, II) znalazła szerokie zastoso-
wanie w diagnostyce chorób wirusowych, w tym
równteż enterowirusów (10). Pierwsze doniesienia
dotyczące zastosowania metody PCR w diagnostyce
wirusa SVD, ukazały się w 1995 r., niezależnie, z
Centrum Chorób WirusowychZwieruąt w Tubingen
(3) orazzZakładuPryszczycy w Zduńskiej Woli (9).

Celem podjętych badań, było opracowanie, a na-
stępnie wdrozenie do praktyki laboratoryjnej, me-
tody identyfikacji wirusa choroby pęcherzykowej
świń, na podstawie stwierdzonej obecności w ma-
teriale biologicznym, wirusowego RNA powielone-
go metodą PCR.

Materiał i metody

Wirus, Materiałem do badań był nabłonek oraz limfa
pęcherzy z racic warchlaka zakażonego śródskórnie wi-
rusem SVD w krawędź koronki racicowej. Próby pobie-
rano w okresie wiremii, 3-4 d.p.i, Do badań wykorzystywa-
no równiez nabłonek pobrany ztacic zwierząt zdrowych,
nie mających kontaktu z wirusem SVD (kontrola nega-
tywna). Ponadto, stosowano wirus namnożony w hodowli
komórek IB-RS-2, który zbierano po 18-24 godzinach od
zainokulowania hodowli, gdy s twierdzono ok. 80Vo efektu
cytopatycznego.

Izolowanie ioczyszczanie wirusowego RNA, RNA izo-
lowano w oparciu o metodę Chomczyńskiego i Sacchi (1),
z własną modyfikacją polegającą na wstępnym oczysz-
czentu witusa SVD w 30Vo sacharozie. Rozcier materia-
łów klinicznych w buforze PBS, po I godz, ekstrakcji,
odwirowywano i uzyskany supefilatant nawarstwiano na
2 ml30% sacharozy w buforze Tris-NaCl, po czym wi-
rowano przez 3,5 godz. przy 28 000 rpm (ultrawirówka
UP-65, MLW Janetzki). W tych samych warunkach wi-
rowano zawiesinę z hodowli komórek IB-RS-2, Supema-
tant odrzucano a osad dokładnie suszono, po czym zawie-
szano w 200 pl buforu Tris-NaCl. Do 200 pl zawiesiny
wirusa dodawano kolejno: 400 pl buforu lizującego (tio-
cjanian guanidyny, cytrynian sodu, sarcosyl i merkaptoe-
tanol), 40 pl octanu sodu, 1 obj. fenolu orazżlIO objętości
mieszaniny: chloroform: alkohol izoamylowy (49:I). Ca-
łość intensywniewytrząsano, inkubowano 15 min. w temp.
4"C, po czym wirowano 30 min. przy 13 000 obr. /min.
Do fazy wodnej dodawano 1 obj. izopropanolu i pozosta-
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wiono na noc w temp. 4'C, następnie wirowano 30 min,,

l3 000 obr./min. Osid zawieszano w 100 pl buforu lizu-

ny prowadzono w temp. 4"C, (400 V, 2,5 W, 100 Vh),

Z-ete barwiono met. srebrową w aparacie PhastSystem,

stosując l6-to etapową procedurę barwienia zgodnie z

zaleceniem firmy Pharmacia (Development Technique

File No. 210). Dla identyfikacji produktów PCR stosowa-

no marker PCR firmy Promega (nr kat, G3I6I),Zele
afLa-
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Ryc. 1. Ele m produktów ampli choroby

pęcherzyk z wykorzystaniem V3502

i SVDV324 1: marker PCR (Pr abłonek,

ścieżka 3: limfa, ścieżka 4: zakażona hodowla komórek IB-RS-2,

ścieżka 5: kontrola negatywna (nabłonek od zwierzęcia zdrowego,

nie zakażonego wirusem SVD)
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Wnioski

1. Detekcja wirusowego RNA, oparta na metodzie
PCR jest czułą, specyficzną oraz dokładną metodą
diagnostyczną wirusa choroby pęcherzykowej świń.

2. Dlża użyteczność metody PCR, polega na jej
niezawodności, prostocie oraz czasooszczędności
wykonania.

3. Technika PCR może zostać wykorzystana w Iu-
tynowych badaniach diagnostycznych wirusa SVD.
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Ryc. 2. Elektroferogram produktów amplifikacji RNA wirusa choroby
pęcherzykowej świń, z wykorzystaniem pary primerów SVDVIA

i SVDVlB: Ścieżka 1: marker PCR (Promega), ścieżkaż: nabłonek,
ścieźka 3: limfa, ścieźka 4: zakńona hodowla komórek IB-RS-2,
ścieżka 5: kontrola negatywna (nabłonek od zwierzęcia zdrowego,

nie zakażonego wirusem SVD)

Podsumowując, mozna stwierdzi ć, że reakcja PCR

od dostarczenia materiału klinicznego. Powyzsze
stwierdzenia, pozwalają ocenić tę metodę jako uzy-
teczną w badaniach diagnostycznych wirusa SVD.
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