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Wstep

ryszczyca jest wazng ekonomicznie, agresywng chorobg zwierzat parzysto-

kopytnych. Na zakazenie naturalne narazone jest w pierwszym rzedzie przede

wszystkim bydto, a nastepnie $winie, kozy, owce oraz cztowiek. Whnikanie wi

rusa do organizmu nastepuje przewaznie przez btony Sluzowe goérnych od-
cinkéw przewodu pokarrnowego i uktadu oddechowego. Gtéwnym Zrodiem za-
kazenia sg zwierzeta w okresie inkubacji choroby tub w ostrym jej przebiegu.
Wims namnaza sie w nabtonkach i ptynie pecherzy, ktére rozwijajg sie na
btonach $luzowych przednich odcinkéw przewodu pokarmowego, na wymieniu
i na racicach: na zewnatrz uwalnia sie¢ po peknieciu pecherzy, podczas wiremii
znajduje sie w catym organizmie. Mleko zawiera wirus az do konca choroby
1-2).

Chociaz w zwalczaniu pryszczycy osiggnieto duzy postep, choroba wyste-
puje endemicznie w niektorych czesSciach Azji, Afryki, Europy Wschodniej
i Ameryki Potudniowej. Poniewaz choroba nieustannie powraca do Europy,
metody jej diagnozowania, ktére obejmujg izolacje wirusa, wykrywanie anty-
genu, przeciwciat i genomu sa stale doskonalone. Genom wirusa pryszczycy
jest zbudowany z pojedynczej nici RNA zamknietej w kubicznym kapsydzie
o0 strukturze dwudziesto$cianu. Masa czagsteczkowa wirionu wynosi 8,3 x 10” Da,
a wspobiczynnik sedymentacji 146S (3-5). Pojedyncza ni¢ RNA skiada sie
z okoto 8000 nukiteotyddéw, posiada na swoim koncu 5' przylaczone biatko
(VPg), region poli(C) oraz sekwencje poti(A) na koncu 3’. Dtuga otwarta ramka
odczytu koduje potiproteine prekursorowa wielkosci 2332 aminokwasow
o masie molekularnej 260 kDa, ktora ulega enzymatycznym przemianom.
W wyniku proteolizy biatka p88(region Pl) powstajg biatka kapsydu upo-
rzadkowane w kolejnosci VP4-VP2-VP3-VP1 (6-9). Biatko VP1 oraz jego frag-
menty wywotujg powstawanie przeciwciat neutralizujgcych u zwierzat. Anty-
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genowe zréznicowanie wirusa pryszczycy jest rezultatem zmian w strukturze
tego biatka (10-14). Celem pracy byta ocena przydatnosci startera specyfi-
cznego i oligonukleotydéw o przypadkowej sekwencji (random p(dN)e) do syn-
tezy cDNA, ktéry nastepnie uzywano do wykrywania genomu wirusa za po-
moca PCR. Poréwnano obie metody syntezy cDNA z RNA otrzymanego z diu-
go przechowywanych prébek. Ponadto probki t}y)owano testem ELISA oraz
oznaczano ich infekcyjno$¢ w hodowli komorek.

2. Metodyka badan

2.1. Probki

Do badan uzyto 14 probek izolatbw wirusa pryszczycy pochodzacych
z wiasnej kolekcji po diugotrwatym przechowywaniu w cieklym azocie lub
w temperaturze -70°C. W 9 prébkach byly nabtonki pecherzy, w pozostatych
5 — zawiesiny hodowli komoérek zakazonych materiatami klinicznymi. Kon-
trolg negatywng byty zawiesiny nie zakazonych nabtonkéw i hodowli komorek.

2.2. Oznaczanie infekcyjnosci prébek

Nabtonki pecherzy rozdrabniano w roztworze fizjologicznym buforowanym
fosforanami (PBS), odwirowywano i 0,2 ml supematantu zakazano hodowle
komorek linii ciggtej IB-RS-2 wrazliwe na wirus pryszczycy. Prébkami prze-
chowywanymi w postaci zawiesiny zakazano hodowle w podobny sposéb.
Zakazone hodowle inkubowano w tenrperaturze 37°C. Wystgpienie efektu
cytopatycznego (CPE) $wiadczyto o obecnosci wirusa.

2.3. Typowanie wirusa testem ELiSA

Do identyfikacji wir*usa w probkach uzywano posredniego testu ELISA.
Schemat jego wykonania przedstawiono we wcze$niejszej pracy (15).

2.4, Ekstrakcja wirusowego RNA

Do badan uzyto prébki izolatbw w postaci zawiesin wirusowych, ktére
nawarstwiano na 30% sacharoze i wirowano przez 3,5 godziny przy 28 000 rpm.
Osad suszono i zawieszano w buforze TE (10 mM Tris pH 8,0; ImM EDTA).
RNA izolowano opierajgc sie na metodzie Chomczynskiego i Sacchi (16). Do
200 pi zawiesiny wirusa dodawano kolejno 250 pl roztworu D (4 M tjocjanian
guanidyny, 25 mM cytrynian sodu, 0,5% sarcosyl, 0,1 M mercaptoetanol),
50 pl 2 M octanu sodu, 1 objetos¢ fenolu oraz 2/10 objetosci mieszaniny
chloroform: alkohol izoamylowy (49:1). Cato$¢ intensywnie wytrzasano, in-
kubowano 15 min w temp. 4°C i wirowano (13 000 obr./min, 30 min). Do
fazy wodnej dodawano 1 objeto$¢ izopropanolu i pozostawiano na noc w temp.
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4°C, nastepnie wirowano (13 000 obr./niin, 20 min). Osad zawieszano w 300 pl
roztworu D, dodawano ! objeto$¢ izopropanolu i pozostawiano w -20°C przez
1 godz. Po odwirowaniu (13 000 obr./min, 20 min) osad przemywano eta-
nolem i suszono.

2.5. Startery

Postugiwano sie starterami podanymi przez Laor i wsp.(17):

01ligo2-5' AGTTCGACCTAACGTCGGA 3’, Oligol-5' CAACTGCTTACCACAA-
AAGG 3’, oraz p(dN)e (Boehringer, Mannheim). Rejon amplifikowany obejmo-
wat 424 pary zasad sekwencji kodujacej biatko VP1.

2.6. Synteza cDNA

Kazdg préobke RNA badano dwukrotnie, stosujgc do reakcji odwrotnej
transkrypcji startery p(dN)e i 0ligo2. Synteze cDNA prowadzono 45 min,
w temp. 37°C przy uzyciu odwrotnej transkiyptazy AMV. Przyjeto postepo-
wanie opisane w pracy Donn i wsp. (18).

2.7. Metoda amplifikacji enzymatycznej (PCR)

Amplifikacje wykonywano w mieszaninie reakcyjnej o objetosci 50 pl. Kaz-
da probka zawierata 5 pt cDNA, 3 pl 10 mM trifosforanéw deoksyrybonu-
kleozydéw, 50 ng starteréw Otigol i Otigo2, 5 pl buforu dla polimerazy Taq,
1,5 jednostki polimerazy Taq oraz sterylng, dejonizowang wode.

Amplifikacja odbywata sie wg nastepujgcego programu: 30 cykli: 96°C —
1 min, 56°C — 1 min, 72°C — 2 min. Wstepna denaturacja: 95° — 3 min,
synteza w ostatnim cyklu — 10 min. Produkty amplifikacji rozdzielano ele-
ktroforetycznie w 1,5% zelu agarozowym i barwiono bromkiem etydyny (19).
Uzywano wzorca G316A (Promega). Zele analizowano za pomoca automaty-
cznego systemu analizy zeli — Imagistore 5000 (Ultra Violet Products Ltd,
Cambridge, UK) w oparciu na programie GelBase/GelBlotProPc, firmy Ultra
Violet Products Ltd, Cambridge.

3. Omoéwienie wynikow

z przegladu pismiennictwa (20-30) wynika, ze do wykrywania wirusa pry-
szczycy metodg PCR do reakcji odwrotnej transkrypcji czyli przepisania RNA
na cDNA stosowane sg zarowno startery specyficzne jak i p(dN)e + W przed-
stawionej pracy oceniono przydatnos¢ obu starteréw do diagnozowania diugo
przechowywanych probek w postaci nabtonkéw pecherzy oraz zawiesin ho-
dowli komorek zakazonych materiatami klinicznymi. Wymienionymi materia-
tami zakazano hodowite komorek tinii cigglej 1B-RS-2, wykon}rwano test ELI-
SA i PCR przy uzyciu kotejno dwéch rodzajow starteréw do syntezy cDNA.
Na podstawie wyraznego efektu cytopatycznego w hodowlach komoérek linii
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Fot. la. Hodowla komorek linii ciggtej IB-RS-2 zakazona wirusem pryszczycy typu O. Ib. Ho-

dowla nie zakazona.

Prébki izolatbw Hodowla IB-RS-2

nabtonek
nabtonek
nabtonek
nabtonek
nabtonek
nabtonek
nabtonek
nabtonek
nabtonek
hodowla
hodowla
hodowla
hodowla
hodowla

Tabela 1

Rezultaty wykrywania wirusa pryszczycy

+

+

+ + + N

Test ELISA

typ O
typ O
typ O

typ O
typ O
typ O
typ O
typ O

z — zakazenie bakteryjne, brak odcz)d;u

PCR starter
specyficzny
+
+
+
+

+ + + + +
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ciggtej 1B-RS-2 wykazano obecnos¢ infekcyjnego wirusa w 8 z 13 badanych
probek (tab. 1, fot. la, Ib). Odczyt jednej probki byt niemoztiwy z powodu
zakazenia bakteryjnego. Zbtizone wyniki otrzymano stosujgc test ELISA, gdzie
8 z 14 badanych materiatow dato wynik pozytywny. Uzycie do PCR cDNA
uzyskanego za pomoca specyficznego startera pozwotito wykry¢ wirusowy
RNA w 11 z 14 badanych prébek. Natomiast zastosowanie cDNA otrzymanego
za pomocg otigonukieotydéw o przypadkowej sekwencji umozliwito wykrycie
RNA we wszystkich prébkach. W przeprowadzonej analizie zeli wykazano
istnienie prazkow potozonych w obszarze 424 pz wzorca, podczas gdy przy
kontroli negatywnej nie powstaty wykrywalne produkty amptifikacji (fot. 2-4).
W przypadku kiedy materiatami diagnostycznymi byly nabtonki pecherzy,
uzycie startera p(dN)e spowodowato wykrycie wirusowego RNA we wszystkich

Fot. 2-4. Produkty amptifikacji enzymatycz-
nej fragmentu genu 1D(VP1) wielkosci 424 pz.

Synteza cDNA wykonana z udziatem star-
tera pfdNifg. Sciezki; +-44 izotaty wirusa prysz-
czycy typu O; K — negatywna kontrola ; W —
wzorzec (G316A Promega).
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prébkach, natomiast po zastosowaniu specyficznego startera w 3 prébkach
nie wykazano jego obecnosci. Nie stwierdzono réznicy w przydatnosci star-
teréw uzywanych do badania zawiesin hodowli komorek zakazonych mate-
riatami klinicznymi, gdzie koncentracja wirusowego RNA byta wieksza.

Na podstawie otrzymanych wynikéw przypuszcza¢ mozna, ze uzycie star-
tera p(dN)e podwyzsza czuto$¢ metody PCR do wykrywania RNA wirusa pry-
szczycy w prébkach klinicznych, gdzie jego ilos§¢ moze znajdowaé sie na
granicy wykrywalnoéci. Poréwnujac wyniki wykazano, ze PCR jest niewat-
pliwie najbardziej czulg technika, a zastosowanie startera p(dN)e podwyzsza
jej skutecznos¢, w bezposrednim diagnozowaniu materiatdw klinicznych.
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Efficiency of detecting RNA of FMDV using PCR method according to the
starters used for cDNA synthesis

Summary

Reverse- transcription polymerase chain reaction has been applied to the detection of FMD
viral in samples. Total RNA was extracted with quanidinum thiocyanate-phenol-chloroform met-
hod and reversely transcribed using specific or random primers. cDNA was used as a template
for the amplification by RT-PCR of the 424 bp of the VPI coding sequence. Random primers
p(dN)e gave better results.
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