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Paprocka G.
Isolation and identification of the foot-and-mouth disease virus
Summary

Foot-and-mouth disease (FMD) is the most contagious disease of mammals and has great potential for
causing severe economic losses in susceptible cloven-hoofed animals. FMD is caused by a virus of the genus
Aphthovirus, family Picornaviridae. Serological tests in laboratories have identified seven different serotypes
as O, A, C, SAT 1, SAT 2, SAT 3 and Asia 1. FMD is diagnosed by the virus isolation or demonstration of FMD
viral antigen or nucleic acid in samples of biological specimens.

The purpose of the study was to apply the isolation test in cell culture and a RT-PCR assay for the detection
of foot-and-mouth disease virus in biological materials. Out of the total of 14 examined samples, 6 (42.8%)
were found positive using these methods. The antigen ELISA was used for the confirmation of specificity of
the isolation assay. Primary bovine thyroid cells were found the most sensitive cell culture system for the
detection of foot-and-mouth disease virus, followed by secondary lamb kidney and certain IB-RS-2 cells.
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Pryszczyca (Foot-and-mouth disease — FMD) nalezy
do najgrozniejszych chorob zakaznych ssakow parzysto-
kopytnych, jest problemem o zasiggu globalnym (3, 10).
Chorobg wywoluje wirus z rodziny Picornaviridae, ro-
dzaju Aphthovirus wystepujacy w siedmiu serotypach
0, A, C, Asia 1, SAT 1, SAT 2, SAT 3. Genom wirusa
stanowi jednoniciowy RNA o dodatniej polarnosci, dtu-
gosci okoto 8500 nukleotydow. RNA jest matryca do
syntezy pojedynczego biatka, ktdre jest nastepnie roz-
szczepiane do odpowiednich biatek funkcjonalnych (5).
Zasadniczym warunkiem skutecznego zwalczania FMD
jest szybka i pewna laboratoryjna diagnoza.

Celem badan byto wykrywanie wirusa pryszczycy
(FMDV) w materiale biologicznym testem izolacji oraz
RT-PCR.

Materiat i metody

Hodowle komoérek. W badaniach uzyto hodowli pierwotne;j
komorek tarczycy bydlecej, hodowli wtornej komorek nerki
jagnigcia oraz hodowli komorek linii ciagtej IB-RS-2, otrzy-
manej z Instituto Zooprofilattico Sperimentale Della Lombar-
dia e dell Emilia w Bresci.

Zakladanie hodowli pierwotnej komérek tarczycy bydle-
cej. Jedna czg$¢ uprzednio rozdrobnionej tkanki trawiono przy
uzyciu dyspazy (Dispase II, 2 U/ml), druga 0,25% trypsyna
w 37°C, na mieszadle magnetycznym. Nadsacz z uwolnionymi
komoérkami zbierano co 15-30 minut. Proces izolowania komo-
rek powtarzano az do catkowitego strawienia tkanki. Uzyskang
zawiesing wirowano przy 400 x g przez 10 min. Po trzykrot-
nym przeptukaniu komorek roztworem PBS osad zawieszano
w 1 ml pozywki hodowlanej Eagle’a MEM z dodatkiem 10%
surowicy bydlecej (FBS) oraz antybiotykow (100 i.u./ml peni-
cyliny, 0,1 mg/ml streptomycyny, 0,25 pg/ml amfoterycyny). Ko-
morki liczono w komorze Biirkera, jednoczes$nie sprawdzajac

ich zywotno$¢ przy uzyciu 0,4% blgkitu trypanu, a nastgpnie
po rozcienczeniu pozywka hodowlana do ilosci okoto 1 x 10°
komorek/ml rozdzielano do 24-dotkowych ptytek z ptaskim
dnem, po 500 ul na dotek. Hodowlg prowadzono w temp. 37°C.

Przygotowanie hodowli wtérnej komorek nerki jagnie-
cia. Konfluentna hodowlg pierwotna komorek nerki jagnigcia
otrzymang wg metody opisanej wczesniej (6) odklejano 0,25%
trypsyna. Komorki odwirowywano przy 400 x g przez 10 min.,
zawieszano w medium do zamrazania (10% DMSO + 90%
Eagle’a MEM z 20% FBS) w takiej ilo$ci, aby uzyskac okoto
3 x 10”7 komérek/ml, nastgpnie rozlewano do probowek mroze-
niowych 1 przenoszono do cieklego azotu. Po 24 miesiacach
przechowywania w glebokim zamrozeniu komoérki szybko
rozmrazano w tazni wodnej w temp. 37°C i liczono w sposob
opisany powyzej. Policzone komorki rozcienczano pozywka
hodowlang Eagle’a MEM wzbogacona 10% FBS z dodatkiem
antybiotykow, do ilosci 3-5 x 10° komorek/ml, po czym wysie-
wano do 24-dotkowych plytek z ptaskim dnem, po 500 pl na
dotek i hodowano w temp. 37°C.

Test izolacji. Badany materiat biologiczny otrzymano
z World Reference Laboratory w Pirbright (WRL), w ramach
migdzylaboratoryjnych porownan metod diagnostycznych. Za-
tozone na ptytkach hodowle zakazano przez 30 min. adsorpcje,
probka w ilosci 200 pl na dotek i inkubowano w temp. 37°C
przez 48 godzin. Zakazone hodowle ogladano pod mikrosko-
pem, codziennie sprawdzajac pojawienie sig efektu cytopatycz-
nego (CPE). Przy jego braku hodowle komorek zamrazano,
anastepnie po odmrozeniu wykonywano pasaz. Jezeli w dwoch
kolejnych pasazach nie stwierdzono CPE, wynik byt ujemny.
Hodowle, w ktorych wystapit efekt cytopatyczny (wynik do-
datni) badano metoda ELISA na obecnos$¢ wiruséw pryszczy-
cy. Badania wykonywano metodami zgodnymi z OIE Manual
of Diagnostic Test and Vaccines for Terrestrial Animals (2, 4).

Reakcja polimeryzacji lancuchowej z odwrotng trans-
krypcja (test RT-PCR). RNA wirusa pryszczycy ekstrahowa-
no przy uzyciu zestawu RNeasy Mini Kit, reakcje RT-PCR prze-
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prowadzono z wykorzystaniem zestawu OneStep RT-PCR,
firmy Qiagen. Sekwencje zastosowanych starterow oraz ich
lokalizacj¢ w genomie przedstawiono w tab. 1. Amplifikacje
DNA przeprowadzono w termocyklerze Personal Mastercycler
(Eppendorf) wg nastgpujacego profilu czasowo-termicznego:
odwrotna transkrypcja — 30 min., 50°C, denaturacja wstgpna —
15 min., 94°C, amplifikacja podczas 40 cykli: denaturacja —
1 min., 94°C, przytaczanie starterow — 1 min., 50°C, elongacja
— 2 min., 72°C i koncowa synteza — 10 min. 72°C. Kontrolg
dodatnia stanowitl szczep referencyjny FMDV serotyp O, na-
mnozony w hodowli komérek linii ciagtej IB-RS-2, kontrolg
ujemna — probka niezakazonego nabtonka.

Analiza produktéw amplifikacji. Produkty amplifikacji
analizowano po wykonaniu rozdziatu elektroforetycznego
w 1,5% zelu agarozowym wybarwionym bromkiem etydyny.
Elektroforeze prowadzono w buforze TBE przy stalym napig-
ciu pradu 70 V. Wielkos$¢ produktéw PCR okreslano na podsta-
wie ich lokalizacji wzglgdem markera masowego (100 bp, Pro-
mega). Wynik uznawano za dodatni, jezeli w zelu widoczny
byt prazek DNA o wielko$ci 216 p.z. Dokumentacj¢ foto-
graficzna sporzadzano przy pomocy automatycznego systemu
archiwizacji — Imagistore 5000 z oprogramowaniem GelBase/
GelBlot Proc.

Wyniki i omowienie
W pierwszym etapie badan przygotowano hodowle
komorkowe typu monolayer (jednowarstwowe) w celu
wykonania testu izolacji. Oceniono przydatno$¢ po-
wszechnie stosowanej trypsyny oraz dyspazy do zakta-
dania hodowli pierwotnej komorek tarczycy bydlgce;.
Dyspaza jest niespecyficzng proteaza

otrzymana z Bacillus polymyxa rozdzie-
lajaca btony podstawne roznych tkanek
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Tab. 1. Sekwencja i lokalizacja starterow
o (3 66 Lokalizacja Pozycja
S ST w genomie | nukleotydowa
P1 CCTACCTCCTTCAACTACGG 1D(VP1) 3377-3396
P2 |GAAGGGCCCAGGGTTGGACTC 2A/2B 3572-3592

Odmrozone komorki zachowaly dobra zywotnos¢ 1 nie
zmieniony potencjat wzrostowy. Juz w pierwszym dniu
przyczepiaty si¢ dobrze do podtoza, a po okoto 24-48
godzinach formowaty monolayer, co §wiadczylo, ze szyb-
ko produkowaty czynniki adhezyjne oraz inne substancje
konieczne do stworzenia optymalnego, swoistego mikro-
srodowiska hodowli. Hodowla wtorna komorek nerki jag-
nigcia w porownaniu z hodowla pierwotna szybciej osia-
gala konfluencjg i byta bardziej homogenna dzigki selek-
cji komorek o wigkszej sile proliferacyjne;.

Opisanych hodowli oraz rutynowo stosowanej w labo-
ratorium hodowli komorek linii ciagtej IB-RS-2 pasaz 5
uzyto do detekcji infekcyjnego wirusa pryszczycy. Bada-
niom poddano 14 prébek. Wyniki przedstawiono w tab. 2.
Obecnos¢ FMDV stwierdzono w 6 (42,8%) probkach.
Dodatnio reagowaty probki nr: 3, 8, 11, 12, 13, 14, pozo-
stale byly ujemne. Widoczny efekt cytopatyczny wysta-
pit we wszystkich hodowlach w pierwszym pasazu. Pod
wplywem zakazenia komorki zaokraglaty sig, miaty wy-
razniejsze kontury, w koncu nastgpowata ich cytoliza i od-
klejanie si¢ od podioza (ryc. 1, 2). Nalezy zwréci¢ uwa-

Tab. 2. Wykrywanie wirusa pryszczycy w materiatach biologicznych

(9). Przy uzyciu wymienionych enzy- Test izolacii
mow wykonywano tagodne krotkie tra- Hodowla Hodowla
wienia, ktore eliminowaty ryzyko nad- | Ne | Ozaczenie | pierwotna wiéma o [T v e
miernego strawienia tkanki i zniszcze- | Probki probki komérek komérek ":?i";?;e:(e.
nia receptoréw btonowych komorek. tarczycy _ nerki IB-RS!-]Z :
Komorki izolowane dyspaza w krotkim bydlce] Jagnigcia
czasie przytwierdzaty si¢ do podtoza, po 1 FMD321 - - - nb -
4-5 dniach tworzyly roznej wielkosci 9 FMD322 - - - nb -
kolonie, a po okoto 7 dniach jedna war-
stwg. W przypadku trawienia trypsyna 3 FMD328 | | 9+gu iz | 12 4+g0 iz | 1 /36+go 4z | serotyp 0 +
hodowla rosta wolniej, tworzac mono-
layer po okoto 10 dniach. Do przycze- | * LAl - - - 2 -
pienia komorek tarczycy do podtoza 5 FMD330 - - - nb -
1 1ch Wzrpstu mezqune byio Wzbqga- 6 FMD331 _ _ _ nb _
cenie pozywki hodowlanej dodatkiem
10% FBS. W zalezno$ci od tempa pro- ! GiDod2 - - - L -
liferacji i metabolizmu komorek doko- + + +
3 : " . 8 FMD337 serotyp A +
nywano zmiany pozywki, usuwajac za- I'p/24 godz. | 1p/24 godz. | 1p/A2 godz.
wieszone w niej, nie przyczepione, mar- 9 FMD338 - - - nb -
twe 1 uszkodz_one komérki.’Konﬂuent— 10 FMD340 _ _ _ b _
na hodowla pierwotna komorek tarczy-
cy bydlecej przechowywana w tem- | 11 FMD505 | | .o * * serotyp Asia 1|  +
. 8 godz. | 1p/20 godz. | Ip/24 godz.
peraturze 20-25°C byta uzyteczna do ELE e e
testu izolacji przez okoto 14 dni. 12 | FMD31/05 * * * serotyp A +
Hodowle wtérna komérek nerki jag- 1 p/24 godz. | |p/24 godz. | 1 p/40 godz.
ni¢cia zaktadano z komoérek uwolnio- 13 FMD51/05 + + + serotyp A +
nych trypsyna z hodowli pierwotnej, I p/A8 godz. | 1p/19 godz. | 1p/24 godz.
a nastepnie przechowywanych 24 mie- 14 FMD48/06 + + + serotyp 0 +
siace w cieklym azocie. Wydajno$é | p/24 godz. | 1p/26 godz. | 1p/30 godz.

mrozenia byla wysoka, wynosita 85,3%. Objasnienia: + wynik dodatni; — wynik ujemny; nb — nie badano; p — pasaz
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g¢, ze w przypadku probek do-
datnich nr: 3, 11, 13, 14 efekt
cytopatyczny pojawit si¢ w ho-
dowli pierwotnej komorek tar-
czycy bydlecej, odpowiednio,
po 19, 18, 18, 24 godzinach,
w hodowli wtornej komorek
nerki jagnigcia — po 24, 20, 19,
26 godzinach, a w hodowli ko-
morek linii ciaglej IB-RS-2 —po
36, 24, 24, 30 godzinach. Prob-
ki dodatnie nr: 8 i 12 powo-
dowaty CPE po 24 godzinach,
zar6wno w hodowli komorek
tarczycy bydlgcej, jak i1 nerki
jagnigcia, natomiast w hodowli
IB-RS-2, odpowiednio, po 42
1 40 godzinach. Przedstawione
dane wskazuja, ze najbardziej
wrazliwa na zakazenie wirusem
pryszczycy byta hodowla tar-
czycy bydlecej, nastgpnie nerki
jagnigceia 1 IB-RS-2. Hodowla
pierwotna komorek tarczycy
bydlecej ma wazne znaczenie
diagnostyczne, jest preferowana
wsrod hodowli zalecanych przez
OIE do izolacji FMDYV, co po-
twierdzono w prezentowanych
wynikach. Hodowle pierwotne
sa najlepszym podtozem do ba-
dan, w ktérym zachowane sa
wlasciwosci tkanki lub narzadu,
z ktorego pochodza.

Specyficznos¢ CPE potwier-
dzono testem ELISA z réwno-
czesng identyfikacja serotypow. W probkach nr: 3, 8, 11,
12, 13, 14 wykazano kolejno serotypy: O, A, Asia 1, A,
A, O. Mozna wigc stwierdzi¢, ze uzyte hodowle byty przy-
datne do wykrywania Wymlemonych serotypow FMDV.
Niektorzy autorzy uwazaja, ze do namnozenia okreslone-
g0 Szczepu wirusa pryszczycy wazny jest wybor odpo-
wiedniej hodowli komorek (7). Z tego powodu laborato-
rium powinno dysponowac¢ hodowlami r6znych komorek
wrazliwych na zakazenie FMDV.

Nastepnie do wykrywania obecnos$ci wirusa pryszczy-
cy w badanych probkach zastosowano metode RT-PCR.
Uzyto uniwersalnych starterow opisanych przez Amaral-
-Doel i wsp. (1, 8), opartych na sekwencji z wysoce kon-
serwatywnego regionu genomu 1D i1 2A/2B, ktérymi
mozna wykrywac¢ wszystkie 7 serotypow FMDV. Uzys-
kane wyniki byty zgodne z wynikami testu izolacji, wy-
kazaty obecnos$¢ materialu genetycznego FMDV w prob-
kachnr 3, 8, 11, 12, 13, 14 (tab. 2, ryc. 3). Wielkos$¢ am-
plifikowanych produktéw wynosita 216 p.z. Nie stwier-
dzono amplifikacji w przypadku pozostatych probek oraz
kontroli ujemnej. Przedstawione dane wskazuja, ze
w badanych probkach wystgpowatly wiriony infekcyjne,
nieaktywnych biologicznie nie wykryto.

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze zastosowane meto-
dy: izolacja/ELISA oraz RT-PCR zapewniaja skuteczne
wykrywanie wirusa pryszczycy w materiale biologicznym.

cej (kontrola)

M 1 2 3

trola dodatnia

Ryec. 1. Hodowla komoérek tarczycy bydle-
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Ryec. 2. Hodowla komérek tarczycy bydle-
cej zakazona wirusem pryszczycy (probka
FMD328)
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Ryc. 3. Produkty reakcji RT-PCR. Sciezki: M — marker; 1, 2, 3, 7, 8, 10 odpowiadaja
pozytywnie reagujacym prébkom nr 3, 8, 11, 12, 13, 14; 5, 9 kontrola ujemna; 4, 6 kon-
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