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Differential diagnosis of swine vesicular disease virus (SVDV) by DNA amplification in vitro

The aim of th

Summary
y was to estimate the usefulness of RT-PCR for differential diagnosis of SVDV and other

picornavirus"es.ﬁA 'pliﬁcaliﬂn of cDNA was performed using three pairs of primers selected from conserva-
tive and variable regions of the SVDV genome. A comparison was made between the effectiveness of amplify-
ing chosen fragments of SVDV, anti-genically related Coxsack virus (CAV-16D) and foot-and-mouth disease

virus (FMDY) causing similar clinical symptoms.

Our results indicate that the most suitable primers for SVDV detection were from the 2A (or 1D/2A) viral
genome, whereas amplimers from the highly variable 1B coding region should be used to differentiate virus
strains. Applying these primers resulted in differentiating SVDV isolates from the 1970s and 90s. A high
sensitivity and specificity of RT-PCR was found. By means of this technique it was possible to detect RNA in
virus preparations with a titre of 10 TCID_. The specificity was evaluated by restriction analysis (RFLP) with
nuclease Alul of 1D/2A amplicon. One specific site was recognised by this enzyme and, as the result of diges-

tion, two products (440 and 225 bp) were obtained.

- Keywords: swine vesicular disease virus (SVDV), diagnostics, RT-PCR, differentiation.

Choroba pecherzykowa $win (SVD) — zakazna cho-
roba, ktorej czynnikiem etiologicznym jest enterowi-
rus $win, z rodziny Picornaviridae, rodzaju Enterovi-
rus (20). W latach siedemdziesiatych wirus choroby
pecherzykowej $win (SVDV) spowodowal panzootig
w Europie oraz na znacznych obszarach Azji (13). W
Polsce réwniez odnotowano pojedyncze ogniska cho-
roby, zostaly one jednak szybko zlikwidowane 1 od
1974 r. kraj posiada status wolnego od SVD. W Euro-
pie na poczatku lat dziewig¢dziesiatych choroba wy-
stapita ponownie we Wtoszech, Holandii, Hiszpa-
nii 1 Belgii (17). Najnowsze dane Migdzynarodowego
Urzedu ds. Epizootii (OIE) w Paryzu, potwierdzaja jej
wystepowanie w Lombardii (Wlochy) od listopada
1998 r. do lutego 1999 r. (1).

Intensywna wymiana handlowa i turystyczna, a tak-
ze polityka wolnego rynku powoduja, z¢ na obszarze
Europy 1 panstw sasiadujacych wzrasta realnie zagro-
zenie wybuchem choroby. Sprzyja temu szczegdlnie
handel zywymi zwierzetami, migsem oraz produkta-
mi zwierzecego pochodzenia. Utrzymanie korzystnej
sytuacji epizootycznej w Polsce wymaga odpowied-
nich dziatan profilaktycznych. Jednym z nich jest do-
skonalenie laboratoryjnych metod diagnostycznych,
ktére umozliwiaja szybka 1 precyzyjna oceng stanu
zdrowia zwierzat.

W Zaktadzie Pryszczycy PIWet. rutynowo stosuje
si¢ metode izolacji wirusa we wrazliwych hodowlach
komodrkowych oraz test ELISA (22). Ponadto opraco-
wano i wdrozono technike PCR do wykrywania SVDV
w hodowlach wrazliwych komorek (23) oraz w mate-
riatach klinicznych (16, 24, 26). Zastosowanie reakcji
amplifikacji z uzyciem specyficznych starterow wy-
selekcjonowanych z konserwatywnego i zmiennego
mutacyjnie fragmentu genomu wirusa SVD pozwoli-
lo oceni¢ pokrewienstwo polskiego izolatu SVDPL/73
i brytyjskiego UKG27/72 (23).

Celem pracy byla ocena przydatnosci metody PCR
w diagnostyce réznicowej szczepéw wirusa SVD 1
innych pikornawirusow.

Materiat i metody

Wirusy. Do badan uzyto pig¢ polskich szczepow wirusa
SVD wyizolowanych w réznych regionach kraju w latach
1972-1974: SVD/6 (Wilcze), SVD/15 (Krakow-Pawliko-
wice), SVD/22 (Pastek), SVDPL/73 (Manieczki) oraz
SVDPD (Dobiegniew), z wiasnej kolekcji oraz uzyskane
dzigki uprzejmosci Prof. dr hab. K. Malickiego z Wydziatu
Weterynaryjnego SGGW w Warszawie. Wirusy namnaza-
no w hodowli komérek linii IB-RS-2 zgodnie z metoda
opisana uprzednio (23). Miana infekcyjne wirusow w za-
leznosci od szczepow wynosity od 10° do 10* TCID, /ml.



Do badan wykorzystano takze inaktywo-
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Tab. 1. Startery stosowane w reakcji amplifikacji cDNA wirusa SVD

wane szczepy wirusa SVD udostgpnione =
komercyjnie wraz z zestawami diagno- Starter Sekwencja P ozycja Lokalizacja
stycznymi: izolat brytyjski — UKG27/73 ' nukleotydowa | w genomie
(Stafford) 1 wiosia  TIL/2/73 (Lazio) g CGACAACTTCGCCTACTGGGT 2704-2724 |10 (VP1)
oraz inaktywowane antygeny wirusa
pryszezycy: A Allier, O BFSi1C Resen- | 1B CCACACACAGTTTTGCCAGTC 3377-3398 | 2A
de, ze Swiatowego Laboratorium Refe-
rencyjnego ds. Pryszezycy w Pirbright | 2R CTGGTGGTGGAAGTTCCCTGACG | 1180-1203 |1B (VP2)
(Anglia). 3

Izolacja RNA. Catkowite RNA izo- 2B CTTGTGTCTGAACATGTTGTCCA 1575-1598 |1B (VP2)
lowano stosujac standardowa procedure | gypy3244 | ACCCACTGGTGTGACTGAGGGTA |  3244-3266 | 1D(VP1)
ekstrakcji mieszaning: tjocjanian guani-
dyny-fenol-chloroform i wytracanie efa- | gypy3502 | TCAAATGTGACTGGATAGTGCT | 3503-3523 | 2A
nolem (8). Stosowano takze zestaw do

szybkiej izolacji: RNaesy kit (QIAGEN)

(25). Ponadto badano preparaty RNA wyizolowane z naste-
pujacych szczepdw wirusa SVD: niemiecki —D6494/74 (Kre-
feld), wiloski — ITL/92 (Marche) i holenderski — NET/3/92
(Edge) oraz Coxsackie CAV-16 D, otrzymane dzigki uprzej-
mosci dr hab. O. Marquardt’a z Federalnego Centrum Cho-
réb Wirusowych Zwierzat w Tiibingen (Niemcy).

Startery. Krotkie fragmenty oligonukleotydowe kom-
plementarne do fragmentu regionu kodujacego biatka kap-
sydowe 1D i 1B oraz niestrukturalne 2A zaprojektowano
w oparciu o petna sekwencje genomu wirusa SVD 1 Co-
xsackie (14, 15, 30, 32). Sekwencje, pozycj¢ nukleotydo-
wa oraz lokalizacje w genomie poszczegolnych starterow
przedstawiono w tab. 1.

RT-PCR. Syntezg ¢cDNA oraz jego amplifikacj¢ meto-
dg PCR wykonano zestawem Ready-To-Go You-Prime
First-Strand Beads (Pharmacia) (25).

Czutos¢ reakceji PCR. Minimalna liczba czastek wirusa,
ktora mozna wykry¢ metodg amplifikacji cDNA, zostata
okreslona wobec laboratoryjnego szczepu SVD/6 (Wilcze)
o mianie infekcyjnym w hodowli komorek [BRS-2 10°
TCID_/ml. Po wykonaniu 10-krotnych rozcienczen od 107
do 107 ( 100 000-0,01 TCIDSO) izolowano RNA, a nast¢pnie
c¢DNA syntetyzowano i amplifikowano w reakcji RT-PCR.

Specyficznoé¢ procesu amplifikacji. Wykonano anali-
ze restrykcyjng (ang. Restriction Fragment Length Poly-
morphism-RFLP) endonukleaza Alul amplikonu zawiera-
jacego fragment regionu genomu kodujacego polipeptyd
ID/2A. Enzym ten rozpoznaje i przecina tancuch DNA w
obre¢bie specyficznej sekwencji czterech par nukleotydow:
5’....AG/CT....3’, gdzie znak / oznacza miejsce rozszcze-
pienia. Do 20 pl produktu PCR dodawano 3 ul 10 x buforu
stabilizujacego reakcje nukleazy oraz 3 pl (8-12 jedn.) en-
zymu restrykeyjnego Alul (Boehringer). Proces trawienia
prowadzono przez 3 godz. w temp. 37°C, a nastgpnie pro-
dukty cigeia analizowano elektroforetycznie.

Analiza produktéw PCR i trawienia restryktaza Alul.
Do 5 pl probki dodawano 1 pl buforu obciazajacego (0,05%
cyjanoksylen, 0,05% blgkit bromofenolowy, 10 mM EDTA
i 3% glicerol) 1 nanoszono na 1,3% zel agarozowy. Elek-
troforez¢ prowadzono przez 1 godz. przy 70V w buforze
1x TBE (0,04 M Tris-HCI, 89 mM kwas borowy 1 2 mM
EDTA). Jako wzorzec masy molekularnej stosowano PCR
marker (Promega) o wielkosei fragmentow: 1000, 750, 500,
300, 150 i 50 pz. Po zakonczeniu rozdzialu elektrofore-

tycznego zele barwiono w roztworze bromku etydyny (1 pg/

ml) i analizowano przy pomocy automatycznego systemu

— Imagestore 5000 z oprogramowaniem GelBase/GelBlot

ProPc (Ultra Violet Products Ltd, Cambridge, U.K.).
Wyniki i omdwienie

Roznicowanie wirusa choroby pecherzykowej swin
wykonywano dotychczas za pomoca konwencjonal-
nych metod serologicznych (3-6, 9, 21) i biochemicz-
nych (10, 11, 12). W ostatnich latach coraz powszech-
ni¢j jednak wprowadzane s wysoce czule 1 specyficzne
metody biologii molekularnej. Umozliwiaja one bar-
dziej precyzyjnq charakterystyk¢ wirusa i oceng jego
zmiennosci (2, 25,27-29, 33). W niniej SZG_] pracy pod-
dano ocenie przydatnosc testu PCR do roznicowania
szczepdw SVDV 1 pokrewnego mu wirusa Coxsac-
kie, a takze powodujacego podobne objawy kliniczne
Wirusa pryszczycy.

Wyniki amplifikacji cDNA in vifro ujawnity rozni-
ce w skutecznos$ci powielania okreslonych regiondw
genomu wirusa SVD oraz Coxsackie i1 pryszczycy w
zalezno$ci od uzytych starterow (tab. 2). Reakcja PCR
ze starterami 3 1 4 data produkty o dtugosci 694 pz dla
wszystkich badanych izolatow wirusa SVD, natomiast
nie zachodzita z wirusami Coxsackie (CAV-16 D) oraz
pryszczycy typu A, O i C. Rdznice zar6wno w obrebie
szczepow wirusa SVD jak 1 pomigdzy nimi i CAV-16D
wykazano ze starterami 7 1 8 flankujacymi fragment
regionu 1B(VP2); w wyniku amplifikacji cDNA kra-
jowych izolatow SVDV oraz UKG27/73, ITL/2/73 1
D6494/73 powstat produkt o dtugosci 418 pz. Proba
powielenia cDNA izolatow z lat dziewigédziesiatych
(ITL/92 i NET/92), a takze wirusa Coxsackie 1 prysz-
czycy data wynik ujemny. Wykrycie wszystkich szcze-
poéw SVDV oraz wirusa Coxsackie mozliwe bylo dzig-
ki zastosowaniu w reakcji PCR pary amplimerdw 9-10
z konserwatywnego regionu genomu, kodujacego bial-
ko niestrukturalne 2A. Wynikiem amplifikacji cDNA
wszystkich badanych enterowirusdw byl produkt o
wielkosci 279 pz.

Na podstawic uzyskanych rezultatow nalezy stwier-
dzi¢, ze do diagnostyki rozpoznawczej SVDV najbar-
dziej odpowiednie sa startery wyselekcjonowane z re-



gionu kodujacego 2A, natomiast do M
jego rdéznicowania —amplimery z re-
gionu 1B o najwyzszej zmiennosci
genetycznej (31).

Prog czutosci metody RT-PCR 200
zostal oznaczony na poziomie 10 300
TCID,, (ryc. 1). Okreslona przezLina 459
iwsp. (18, 19) dziesigciokrotnie niz-
sza czuto$¢ amplifikacji fragmentu
1D wirusa ITL/93 mozna wyjasni¢
nieco odmiennymi warunkami reak-
cji PCR oraz uzyciem innych starte-
row. Callens i DeClerq (7) opraco-
wali ostatnio immunoenzymatyczng
metode detekeji amplikonow znako-
wanych digoksygening (DIG-PCR-
-ELISA), ktora pozwolila uzyskac
czutosé reakeji RT-PCR na poziomie
0,1 TCID,, 150 §

Dowodem wysokiej specyficzno-
$ci reakeji amplifikacji sa wyniki
analizy restrykcyjnej nukleazg Alul
amplikonu kodujacego region 1D/
/2A. W obre¢bie tego fragmentu
stwierdzono wystgpowanie miejsca
restrykcyjnego rozpoznawanego
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Tab. 2. Wyniki reakcji RT-PCR szczepéw wirusa SVD, Co-
xsackie i pryszezycy ze starterami powielajacymi trzy rézne
regiony genomu

= [ Powielany region genomu |
o |10pR(-2)| 1B (3-4) | 2A (56)
.SVDPL/73 + | + +
SVD/6 + - .
SVD/15 + + +
SVDPD = 3 .
svDv UKG27/73 + + +
ITL/72 + + +
D6494 3 ' g
ITL/92 N Y A
NET/3/92 + - 5
Coxsackie |CAV-16D - - +
AAllier - - +
[‘)Nr\l(Luzsczycy: L i i 5
C,Resende = - -

Objasnienia: + wynik dodatni, — wynik ujemny.

100 000

915

10000 1000 100 TCID50

694

4 440

_ 255

Ryc. 2. Elektroferogram produktéw trawienia nukleazg Alul amplikonu z regio-
nu 1D/2A wirusa SVD. Sciezka 1: marker (Pronega), sciezka 2: kontrola (produkt
PCR wirusa SVD/6 nie trawiony enzymem), ciezki 3-9: SVDPL/73, SVD/6, SVD/22,
SVD/15, ITL/2/73, ITL/92, NET/3/92

przez enzym i w wyniku cigcia uzyskano dwa produk-
ty o spodziewanej wielkosci 440 i 255 pz (ryc. 2).
Reasumujac mozna stwierdzi¢, ze technika PCR, ze
wzgledu na wysoka czutos¢ 1 specyficznosé, jest sku-
teczng metoda umozliwiajgca roznicowanie szczepow
SVDV wyosobnionych w latach siedemdziesiatych i
dziewieddziesiatych. Na tej podstawie mozliwa jest
ocena pokrewienstwa terenowych izolatow SVDV z
réznych ognisk chorobowych. Metoda amplifikacji
cDNA in vitro pozwala ponadto okresli¢ odrgbnos¢
genetyczng wirusa SVD i innych pikornawirusow.
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