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Wykrywanie RNA wirusa
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w materialach klinicznych metoda PCR
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Summary

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 samples 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 AMYV 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 (SVDV1A and SVDVI1B) amplified 620 bps of the
capsid coding region (VP1) 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.

Chorobg pecherzykowa §wiri (Swine Vesicular Di-
sease-SVD), po raz pierwszy rozpoznano w 1966 r.
(5), a czynnik zakaZzny ja wywolujacy zakwalifi-
kowano do enterowiruséw (6). W Polsce, ognisko
SVD stwierdzono w 1972 r.; w Swiatowym Labo-
ratorium Referencyjnym (Pirbright), przestany z Pol-
ski izolat nazwano Poland 73 (13). Obecnie, Polska
jest krajem wolnym od SVD. Dane przedstawione
na XII Sesji Europejskiej Komisji d/s Pryszczycy
OIE/FAO w Rzymie (1993), potwierdzaja sporady-
cznie wyst¢gpujace ogniska SVD w niektérych kra-
jach europejskich, takich jak: Wtochy i Holandia.
Rowniez, ubiegloroczne doniesienia OIE, wskazuja
na pojedyncze przypadki SVD, wsrdd zwierzat ho-
lenderskich sprowadzonych do Portugalii i przetrzy-
mywanych tam na kwarantannie.

Powszechnie stosowana diagnostyka SVD opiera
si¢ na metodach biologicznych i serologicznych. W
Zaktadzie Pryszczycy PIWet, rutynowo wykorzy-
stuje si¢ metody izolacji wirusa w hodowli komor-
kowej, zgodnie z: Manual OIE, 1992 (12) oraz odczyn
wigzania dopelniacza i test ELISA (7). IloSciowa
oceng specyficznych przeciwcial anty-SVD wyko-

nuje si¢ w oparciu o test SN oraz ,liquid-phase”
blocking ELISA (8).

Reakcja PCR (4, 11) znalazta szerokie zastoso-
wanie w diagnostyce choréb wirusowych, w tym
roOwniez enterowiruséw (10). Pierwsze doniesienia
dotyczace zastosowania metody PCR w diagnostyce
wirusa SVD, ukazaly si¢ w 1995 r., niezaleznie, z
Centrum Choréb Wirusowych Zwierzat w Tubingen
(3) oraz z Zaktadu Pryszczycy w Zduriskiej Woli (9).

Celem podjetych badan, byto opracowanie, a na-
stepnie wdrozenie do praktyki laboratoryjnej, me-
tody identyfikacji wirusa choroby pecherzykowej
Swin, na podstawie stwierdzonej obecnos$ci w ma-
teriale biologicznym, wirusowego RNA powielone-
go metoda PCR.

Materiatl i metody

Wirus. Materialem do badari byt nabtonek oraz limfa
pecherzy z racic warchlaka zakazonego §rédskérnie wi-
rusem SVD w krawedZ koronki racicowej. Préby pobie-
rano w okresie wiremii, 3-4 d.p.i. Do badari wykorzystywa-
no réwniez nabtonek pobrany z racic zwierzat zdrowych,
nie majacych kontaktu z wirusem SVD (kontrola nega-
tywna). Ponadto, stosowano wirus namnozony w hodowli
komorek IB-RS-2, ktéry zbierano po 18-24 godzinach od
zainokulowania hodowli, gdy stwierdzono ok. 80% efektu
cytopatycznego.

Izolowanie i oczyszczanie wirusowego RNA. RNA izo-
lowano w oparciu o metodg Chomczynskiego i Sacchi (1),
z wlasna modyfikacja polegajaca na wstgpnym oczysz-
czeniu wirusa SVD w 30% sacharozie. Rozcier materia-
téw klinicznych w buforze PBS, po 1 godz. ekstrakcji,
odwirowywano i uzyskany supernatant nawarstwiano na
2 ml 30% sacharozy w buforze Tris-NaCl, po czym wi-
rowano przez 3,5 godz. przy 28 000 rpm (ultrawiréwka
UP-65, MLW Janetzki). W tych samych warunkach wi-
rowano zawiesing z hodowli komérek IB-RS-2. Superna-
tant odrzucano a osad doktadnie suszono, po czym zawie-
szano w 200 ul buforu Tris-NaCl. Do 200 pul zawiesiny
wirusa dodawano kolejno: 400 pl buforu lizujacego (tio-
cjanian guanidyny, cytrynian sodu, sarcosyl i merkaptoe-
tanol), 40 pl octanu sodu, 1 obj. fenolu oraz 2/10 objetosci
mieszaniny: chloroform: alkohol izoamylowy (49:1). Ca-
to$¢ intensywnie wytrzasano, 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, nastepnie wirowano 30 min.,
13 000 obr./min. Osad zawieszano w 100 ul buforu lizu-
jacego, dodawano 10 pl octanu sodu oraz 1 obj. izopro-
panolu i przetrzymywano 1 godz. w temp. -20°C. Po
odwirowaniu osad przemywano etanolem i suszono.

Startery (primery). Wykorzystane w badaniach startery
pochodzity z fragmentu RNA kodujacego biatka kapsydu
VP1 wirusa SVD (primer o orientacji 5°-3’, SVDVIA,
2697-2727) i biatka niestrukturalnego 2A (primer o orien-
tacji 3’-5°, SVDV1B, 3374-3402). Druga par¢ starterow
stanowily krétkie fragmenty oligonukleotydowe flanku-
jace sekwencje RNA z rejonu konserwatywnego genomu
wirusa (primer o orientacji 3’-5°, SVDV3502, 3502-3525)
oraz z rejonu genomu czeSciowo zmutowanego (delecja)
w wirusach Coxackie B1 i B2 (primer o orientacji 5’-37,
SVDV3244, 3244-3266). Wszystkie startery wyselekcjo-
nowano w oparciu o peina sekwencje genomu wirusa
SVD, przedstawiona w pracy Inoue 1 wsp. (2).

Reakcja odwrotnej transkrypcji. cDNA syntetyzowano
w reakcji odwrotnej transkryptazy z wirnsowym RNA
jako matryca i tréjfosforanow dezoksyrybonukleozydéw
jako substratéw oraz primera SVDV3502. Oczyszczone
RNA (ok. 20 pg) ogrzewano przez 5 min. W temp. 95°C,
po czym szybko schiadzano i dodawano 4 ul buforu 1
(Boehringer), 2 ul (50 jedn.) RNAzyny, 3 ul dNTPs
(mieszanina, 2 mM kazdego z dNTPs), 1 il (20 jedn.)
AMYV odwrotnej transkryptazy (Boehringer) i 1 il (50ng)
startera SVDV3502. Mieszaning uzupelniano woda dejo-
nizowana do obj. 50 pl i inkubowano przez 20 min. w
temp. pokojowej, a nastepnie przez 60 min. w temp.42°C.

Reakcja PCR. Amplifikacje ¢cDNA wykonano zgodnie
z wecze$niej wystandaryzowanymi warunkami reakcji
PCR. Do 5 pl mieszaniny zawierajacej cDNA dodawano
5 pl buforu 10 x PCR (660 mM Tris-HCI, pH 8,3, 170
mM (NH4)2804, 15 mM MgClz, 84 ug/ml BSA i 100 mM
2-merkaptoetanol), 200 uM kazdego z dNTPs, 50 ng
kazdego z primeréw (pary starterow: SVDVIAiSVDVIB
jub SVDV3502 i SVDV3244) i 1 pl (1,5 jedn.) Taq
polimerazy (Promega). Amplifikacje wykonywano w
aparacie Perkin-Elmer 480 przeprowadzajac 30 cykli:
denaturacja — 1 min., 93°C, wiazanie starteréw — 2 min..
55°C oraz wydtuzanie taricucha DNA — 5 min., T2°C.

Analiza produktéw amplifikacji. Produkty PCR anali-
zowano elektroforetycznie w 12,5% zelu poliakrylamido-
wym, stosujac PhastSystem firmy Pharmacia. Probke (1 pl)
produktu amplifikacji mieszano z 1 ul roztworu denaturu-
jacego (98% formamid, 0,05% xylene cyanol, 0,05% ble-
kit bromofenolowy, 10 mM EDTA, 2% glicerol) i inku-
bowano w ciagu 4 min. w temp. 95°C, po czym szybko
schiadzano i nanoszono na zel. Rozdzial elektroforetycz-
ny prowadzono w temp. 4°C, (400 V, 2,5 W, 100 Vh).
7ele barwiono met. srebrowa w aparacie PhastSystem,
stosujac 16-to etapowa procedure barwienia zgodnie z
zaleceniem firmy Pharmacia (Development Technique
File No. 210). Dla identyfikacji produktéw PCR stosowa-
no marker PCR firmy Promega (nr kat. G3161). Zele
analizowano przy pomocy automatycznego systemu ana-
lizy zeli — Imagistore 5000 (Ultra Violet Products Ltd,
Cambridge, U. K.) stosujac program GelBase/GelBlot Pro
Pc, firmy Ultra Violet Products Ltd, Cambridge.

Wyniki i om6wienie

Uzyskane preparaty wirusowego RNA, charaktery-
zujace si¢ duzym stopniem czystosci (OD260/0OD230 >
> 1,6, stez. RNA — 25-55 pg/ml), postuzyty ja-
ko matryca do syntezy cDNA w reakcji katalizo-
wanej przez AMV odwrotng transkryptaze. Primer
SVDV3502, ze wzgledu na swoj konserwatywny
charakter we wszystkich poznanych szczepach wi-
rusa choroby pecherzykowej $wir (11), uzyto do
zainicjowania reakcji transkrypcji. Reakcjg PCR pro-
wadzono w obecnosci Taq polimerazy, cDNA oraz
okreslonych par primerow. Zastosowanie specyficz-
nych amplimeréw, pochodzacych z konserwatyw-
nego rejonu genomu wirusa SVD (SVDV3502, 3’-5,
3502-3525) oraz rejonu RNA czgSciowo zmutowa-
nego w wirusach Coxackie Bl i B2 (SVDV3244,
5°-3', 3244-3266) przyczynito si¢ do powielenia
fragmentu genomu wirusa SVD o dlugosci 245 pz
(ryc. 1). Fragment RNA o diugosci 620 pz, zawie-
rajacy ok. 2/3 odcinka genomu kodujacego biatko
kapsydowe VP1 oraz poczatkowy fragment biatka
niestrukturalnego 2A, uzyskano w reakeji PCR z pri-
merami SVDV 1A (5°-3’,2697-2727) oraz SVDV1B
(3°-5°, 3374-3402) (ryc. 2). Stosujac technikg am-
plifikacji fragmentéw genomu wirusa SVD metoda
PCR. wykazano obecno$¢ wirusa SVD w materia-
tach klinicznych (ryc. 1 i 2, éciezka 2 — nabtonek,
Sciezka 3 — limfa) oraz zakazonej hodowli komorek
linii IB-RS-2 (ryc. 1 i 2, §ciezka 4). Nie stwierdzono
produktéw PCR w nabtonku pobranym od zdrowego
warchlaka, nie zakazonego wirusem SVD (kontrola,
ryc. 11 2, Sciezka 5.

Ryc. 1. Elektroferogram produktow amplifikacji RNA wirusa choroby
pecherzykowej Swin, z wykorzystaniem pary primerdw SVDV3502
i SVDV3244: Sciezka 1: marker PCR (Promega), Sciezka 2: nabtonek,
ciezka 3: limfa, $ciezka 4: zakazona hodowla komérek 1B-RS-2,
$ciezka 5: kontrola negatywna (nablonek od zwierzecia zdrowego,
nie zakazonego wirusem SVD)



272

Medycyna Wet. 53 (5) 1997

Zalels

Ryc. 2. Elektroferogram produktéw amplifikacji RNA wirusa choroby
pecherzykowej swin, z wykorzystaniem pary primeréw SVDVIA
i SVDVIB: Sciezka 1: marker PCR (Promega), $ciezka 2: nabtonek,
Sciezka 3: limfa, Sciezka 4: zakazona hodowla komérek IB-RS-2,
Sciezka 5: kontrola negatywna (nablonek od zwierzecia zdrowego,
nie zakazonego wirusem SVD)

Podsumowujac, mozna stwierdzié, ze reakcja PCR
jest doktadna i wiarygodna metoda detekcji wirusa
choroby pecherzykowej §win. Ponadto, PCR jest
technikg czasooszczedna i dos¢ tatwg do wykonania;
koncowy rezultat mozna uzyskac juz po 24 godz.
od dostarczenia materiatu klinicznego. Powyzsze
stwierdzenia, pozwalaja ocenié te¢ metode jako uzy-
tecznag w badaniach diagnostycznych wirusa SVD.

Whnioski

1. Detekcja wirusowego RNA, oparta na metodzie
PCR jest czuta, specyficzna oraz doktadna metoda
diagnostyczna wirusa choroby pgcherzykowej Swifi.

2. Duza uzyteczno$¢ metody PCR, polega na jej
niezawodno$ci, prostocie oraz czasooszczednosci
wykonania.

3. Technika PCR moze zostaé¢ wykorzystana w ru-
tynowych badaniach diagnostycznych wirusa SVD.
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