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Summary

Determination of the VP1 coding sequence of foot-
-and-mouth disease virus (FMDYV) type O

A Polish strain of foot-and-mouth disease virus
type O from the laboratory virus collection was used.
The virus was propagated in BHK-21 monolayer cells.
Total RNA was extracted by the Chomczynski and
Sacchi method. A synthesis of cDNA was performed
with AMV-reverse transcriptase. The first and second
c¢DNA strands were used as a template for the am-
plification by PCR of the 672 bp of the VP1 coding
sequence. The amplified fragment of cDNA was clo-
ned in the phagemid pBS (+). The first DNA strand
expressed in the phage M13K07 was sequenced ac-
cording to the Sanger method. The nucleotide sequen-
ces were compared to the earlier data published.
Genetic similarities to the Brasilian strain of FMDV
O1 Campos 58 were found.

Wirus pryszczycy nalezacy do grupy Picorna posiada jed-
noniciowy RNA o dtugosci 8000 nukleotydéw. W skiad kapsydu

wirusa wchodza cztery strukturalne polipeptydy z ktérych
VPI1 jest giéwnym biatkiem immunogennym. Antygenowa
zmienno$¢ wirusa jest rezultatem zmian w strukturze tego
bialka. W obrebie 7 serotypéw wirusa wyréznia sie szereg
podtypéw. Od 1987 r. molekularna epizootiologia pryszczycy
opiera si¢ gléwnie na poréwnywaniu réznic genetycznych
miedzy izolatami wirusa. Wigkszo$¢ danych uzyskano metoda
sekwencjonowania DNA. W licznych publikacjach przedsta-
wiono strukture genetyczng serotypow wirusa pryszczycy, typu O
(3, 5, 11, 13, 15, 16), typu A (3, 4, 5, 7, 14, 20, 21, 23),
typu C (12, 17, 18, 19, 25), typu SAT1 (9), typu SAT2 (27),
typu SAT3 (12), typu Asial (1, 2, 26).

Celem pracy bylo ustalenie sckwencji nukleotydéw frag-
mentu cDNA wirusa pryszczycy typu O. Do powielenia metoda
PCR wybrano region kodujacy biatko VPI, zawarty migdzy
22 a 694 parg zasad.

Material i metody

Wirus. Do badari uzywano wirusa pryszezycy typu O pocho-
dzacego z kolekcji Zaktadu Pryszczycy. Wirus namnazano w
hodowli komérek linii BHK-21.

Ekstrakcja RNA. Izolacje RNA wykonano w oparciu 0 metode
Chomczytiskiego (8). Do 200 pl zawiesiny wirusa dodawano
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kolejno: 250 ul roztworu D (tiocjanian guanidyny, cytrynian
sodu, sarcosyl, mercaptoetanol), 50 pl octanu sodu, 0,5 ml
fenolu i 100 pl mieszaniny chloroform : alkohol izoamylowy
(49:1). Calos¢ inkubowano w tazni lodowej 15 min. i wirowa-
no przez 15 min. przy 13 000 obr./min. Faze wodna w ilosci
500 pl przenoszono do nowej probéwki, dodawano réwna
objetos$¢ izopropanolu i pozostawiano w temperaturze -20°C
przez | godz., nastepnie wirowano przez 20 min. przy 13 000
obr./min. Osad rozpuszczano w 300 pl roztworu D, dodawano
réwna objetos¢ izopropanolu i ponownie pozostawiano w -20°C
przez 1 godz. Po odwirowaniu osad przemywano etanolem i
SUSZOno.

Primery. Jako primeréw uzywano dwéch oligonukleotydow
wykonanych w Zaktadzie Chemii Bioorganicznej Centrum Ba-
dai Molekularnych i Makromolekularnych Polskiej Akademii
Nauk w Fodzi. Rejon amplifikowany obejmowal 672 pary
zasad sekwencji kodujacej biatko VP1. Pozycje i sekwencje
primeréw bylty nastgpujace: primer FM1: 22-/5"-GCGGATC-
CTGTCACCACCACC-3/-43, primer FM2 673-/5'-GAAG-
GGCCCAGGGTTGGACTC-3'/-694.

Reakcja odwrotnej transkrypeji. Reakcje wykonano przy
uzyciu AMV odwrotnej transkryptazy (Boehringer). Matryce
stanowito 5 pl roztworu RNA otrzymanego w sposéb opisany
powyzej. Reakcja przebiegata 60 min. w temperaturze 42°C.
Do syntezy dwuniciowego cDNA uzywano DNA polimerazy
E. coli. Inkubacja trwata 60 min. w temperaturze 12°C, 60 min.
w 22°C 110 min. w 65°C.

Amplifikacja cDNA. Amplifikacje cDNA wykonano w apa-
racie Perkin 480. Do reakcji uzywano 1 plg dwuniciowego lub
jednoniciowego cDNA, 3 pl 10 mM tréjfosforanéw dezoksyry-
bonukleozyddw (Boehringer), po 20 ng primeréw FM1 i FM2,
5 pl buforu dla Taq polimerazy oraz 2,5 jedn. Taq polimerazy
(Boehringer). Koficowa objgtosé mieszaniny wynosita 50 pl.
Na mieszanine nawarstwiano kroplg oleju mineralnego. Prze-
prowadzono 30 cykli: 1 min. 96°C — denaturacja, 1 min. 56°C
wiazanie primeréw, 2 min. 72°C — wydtuzanie tancucha cD-
NA. W ostatnim cyklu elongacja trwata 5 minut.

Analiza produktow amplifikacji. Analiz¢ produktéw PCR
prowadzono wykonujac ich elektroforeze w 6% zelu poli-
akryloamidowym w aparacie firmy Biotest. Jako markera diu-
gosci fragmentéw DNA uzywano wzorca DNA z pUC19, ktdry
jest mieszanina fragmentéw DNA powstatych w wyniku tra-
wienia plazmidu nukleazami restrykeyjnymi Haelll i Taq. Po
elektroforezie zel barwiono w wodnym roztworze bromku ety-
dyny i fotograflowano w $wietle UV na transiluminatorze.

Ligacja wektora z fragmentem ¢cDNA. Powielony metoda
PCR fragment ¢cDNA o diugosci 672 pz poddano dziataniu
polimerazy Klenow, trawiono enzymem restrykcyjnym Bam-
HI a nastepnie klonowano w plazmidzie pBS/+/ uprzednio
trawionym enzymami restrykeyjnymi BamHI i Smal (Amers-
ham). Mieszanine ligacyjna o skladzie: 2 pl 10x buforu dla
T4DNA ligazy, 1 j. T4DNA ligazy (Boehringer), 1 pl 5mM
ATP, 0,1 pg wektora DNA fagemid pBS/+/, 5 pl fragmentu
¢DNA inkubowano przez noc w temperaturze 16°C.

Transformacja bakterii zrekombinowanym plazmidem. Mie-
szanina ligacyjna transformowano kompetentne komorki E.
coli MV1193. Do selekcji bakterii uzywano agarowego podfo-
7a z ampicylina, induktorem promotora lac/IPTG/ oraz chro-
moforowym substratem B-galaktozydazy — x-Gal. Wybierano
biale kolonie z ktérych izolowano plazmidy metoda alkaliczna
(6). Plazmidy rozdzielano na 0,7% zelu agarozowym w bufo-
rze TAE. Wybierano plazmidy wigksze od plazmidu pBS/+/ 1
poddawano trawieniu enzymami restrykcyjnymi BamHI/Eco-
RI (Amersham). W celu sprawdzenia czy plazmidy zawieraja
fragment CDNA wirusa pryszczycy wykonywano elektrofore-
z¢ na 6% zelu poliakryloamidowym w obecnodci wzorcowego
DNA.

Sekwencjonowanie zasad fragmentu DNA. W celu uzyska-
nia jednoniciowego DNA uzywano faga M23KO7 oraz kolonie
bakterii £. coli MV1193 zawierajace plazmid z fragmentem

c¢DNA wirusa pryszczycy. Jednoniciowy DNA otrzymano wg
metody opisanej przez Sambrook 1 wsp. (22). Sekwencjonowa-
nie wykonano metoda Sangera (24). Sekwencj¢ odczytywano
po wywolaniu filméw rentgenowskich uprzednio eksponowa-
nych z zelami sekwencyjnymi.

Wyniki i omdéwienie

Metoda PCR umozliwia amplifikacje stosunkowo matej ilo-
¢ci RNA, réwniez bez koniecznosci adaptowania wirusa do
hodowli komérek. Materialem do badain w przypadku wysta-
pienia choroby moze by¢ nablonek z pecherzy pryszczycowych
na jezyku lub tez innych miejsc zmienionych chorobowo (ra-
cice, strzyki, wargi), probki ptynu przetykowo gardtowego,
§liny, wymaz z gardia. W prezentowanej pracy uzywano wirusa
pryszczycy typu O pochodzacego z kolekeji Zaktadu Prysz-
czycy.

Analiza produktéw amplifikacji prowadzona przy zastoso-
waniu elektroforezy w 6% Zelu poliakryloamidowym wykazata
istnienie prazka polozonego w obszarze odpowiadajacym 672
pz markera (ryc. 1). Dotyczy to cDNA jednoniciowego jak i
dwuniciowego. Kontrolg negatywna stanowita nie zakazona
hodowla komérek BHK-21, nie powstaly wykrywalne zasto-
sowanymi metodami analizy produkty. Fragment 672 pz sklo-
nowano w fagemidzie pBS/+/. Fagemidy ze wstawionym
fragmentem ¢cDNA postuzyty do izolowania jednoniciowego
DNA przy uzyciu faga M13KO7. Jednoniciowy DNA uzywano
do oznaczenia sekwencji nukleotydéw metoda Sangera (24).
Otrzymana sekwencje¢ poréwnano z wczesniej opublikowany-
mi (3, 5, 11). Poréwnanie to wykazato podobieristwo badanego
serotypu do Ol Campos (Brazylia) 58. Réznice dotycza 10
pojedynczych nukleotydéw zaznaczonych na sekwencji, co
spowodowalo zmiang 4 aminokwaséw. 5 zmian wystepuje w
rejonie najbardziej zmiennym miedzy 390 a 430 para zasad.
Ten rejon biatka VP1 od 130 do 155 aminokwasu tworzy
petle wystajaca na zewnatrz kapsydu. Tutaj znajduje si¢ takze
sekwencja aminokwaséw RGD (ArgGlyAsp) odpowiedzialna
za rozpoznawanie przez wirus pryszczycy receptorow na po-
wierzchni komoérek (10).

Rye. |. Elektroforeza produktéw amplifikacji eDNA w 6% zelu poliakryvlo-
amidowym, Sciezki 1, 3 — ¢DNA jednoniciowy i dwuniciowy, widoczne
prazki odpowiadajace 672 pz, Sciezka 2 — marker. fragmenty DNA maja

nastepujace dlugosci (pz); 1444, 736, 587, 476, 434, 298, 267, 174,
éciezka 4 — kontrola ujemna. nie zakazona linia komorkowa BHK-21
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Wykrycie 7Zrédta pochodzenia infekcji jest niezbednym ele-
mentem kontroli pryszczycy. Dynamiczny rozwdj diagnostyki
w ostatnich latach opartej o wykorzystanie metod biologii
molekularnej otwiera nowe mozliwosci identyfikacji zarazka.
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Choroba pecherzykowa swin

o »

w fermie przemyslowej

Summary
Vesicular disease (SVD) of swine on an industrial farm

Six consecutive enzooties of SVD in the years of
1973/1978 were described. The first enzooty involved
almost the total number of pigs on a farm (appro-
ximately 3500 animals). In 8.4 per cent the disease
many abortions at different stages of pregnancy were
noted. Out of 296 pigs with nervous symptoms of the
disease, 122 animals were treated by sedative drugs
and cardiatic ones. In the cured group of animals,
53.3 per cent recovered compared with only one pig
with the symptoms of cahexia out of 174 control
animals. In the recovered animals the titres of sero-
neutralizing antibodies ranged from 80 to 160 through
out the year. The same titres of antibodies were noted
in piglets coming from convalescent sows. The con-
valescent pigs were resistant to natural and artificial
infections with SVDV. The consecutive enzooties with
SVDYV were of mild course without nervous symptoms

of the disease and concerned 0.3-1.0 per cent of pigs;
no animal died.

Choroba pecherzykowa Swidi (swine vesicular disease —
SVD) stanowita w latach 70-tych powazne zagrozenie dla
hodowli §wifi w Polsce, zwtaszcza w obiektach wielkostadnych
(3, 4). Chorobg wywoluje wirus SVD zrodziny Picornaviridae
wykazujacy duza oporno$¢ na czynniki Srodowiska zewne-
trznego i wiekszo$¢ §rodkéw dezynfekcyjnych. Wirus wywo-
tuje zmiany na tarczy ryjowej, koriczynach i niekiedy na
wymieniu. W postaci nerwowej choroby wystepuja nacieki
okolonaczyniowe w mézgu, oponach moézgowych i rdzeniu
kreggowym okreslane jako nieropne rozsiane limfocytarne za-
palenie mézgu, opon mézgowych i rdzenia kregowego (1, 2).
Podobnie jak w przypadku innych choréb zakaZznych powo-
dujacych ograniczenia eksportu, przez wiele lat istniat admi-
nistracyjny zakaz publikowania danych na ten temat. Mimo,
ze w ostatnich kilkunastu latach choroba pecherzykowa swin
stracita na znaczeniu, to jednak wydaje si¢ celowe przedsta-



