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Usefulness of RT-PCR in the diagnostics of foot-and-mouth disease

Summary

Foot-and-mouth disease virus (FMDV) from the family Picornaviridae, genus Aphthovirus, exists in the
form of seven different serotypes: O, A, C, Asia 1 and SAT 1-3. Infection with one serotype does not confer
immunity against another. Foot-and-mouth disease is one of the greatest threats to animal health in European
countries. The rapid and accurate detection of FMDYV is of the utmost importance.

The RT-PCR assay was used to detect the presence of FMDYV in samples. Positive results of the RT-PCR
assay were found in all samples and in the positive control, the negative control reacted negatively. No cyto-
pathic effects in primary bovine thyroid cells were observed in 2 samples that had been thawed several times.
The reference strains of FMDV was used to determine the sensitivity of the test. The sensitivity of RT-PCR for
detection of FMDYV (serotype O, A) was 1 TCID, and 10 TCID_, (serotype C, Asia 1) by gel electrophoresis.
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Nalezacy do rodzaju Aphthovirus rodziny Picorna-
viridae wirus pryszczycy (foot-and-mouth disease wi-
rus, FMDV) egzystuje w siedmiu serotypach: O, A, C,
Asia 1, SAT 1-3. Infekcja wywolana przez jeden z wy-
mienionych serotypdw nie pozostawia odpornos$ci na
zakazenie innym serotypem (1, 3). Pryszczyca jest jed-
nym z najwigkszych zagrozen dla zdrowia zwierzat
w krajach europejskich. W okresie 1985-2006 r. wy-
stapita 37 razy w 14 krajach. Serotyp O byt najczes-
cie] wykrywany w ogniskach, nastgpnie A, C 1 Asia 1
(6, 9, 10). Testy diagnostyczne stosowane obecnie
umoZliwiajq izolacj¢ wirusa, wykrywanie antygenow
badz wirusowego kwasu nukleinowego. Zaakceptowa-
na przez OIE metoda identyfikacji kwasu nukleino-
wego FMDV jest reakcja polimeryzacji tancuchowej
z odwrotna transkrypcja (reverse-transcription polime-
rase chain reaction, RT-PCR) (3, 4).

Celem badan bylo zastosowanie RT-PCR do wykry-
wania wirusa pryszczycy oraz ocena czutosci metody.

Materiat i metody

Probki. Badany materiat biologiczny pochodzit z ko-
lekcji whasnej (probki nr 1-6, zawiesina hodowli komorko-
wej) oraz z World Reference Laboratory w Pirbright (probki
nr 7-10, nabtonek od zwierzat chorych).

Ekstrakcja wirusowego RNA. Catkowite RNA izolo-
wano stosujac zestaw RNeasy Mini Kit, firmy Qiagen.

RT-PCR. Reakcje polimeryzacji fancuchowej z odwrot-
na transkrypcja przeprowadzono przy uzyciu zestawu One-
-Step RT-PCR firmy Qiagen. Starterami byta para oligo-
nukleotydow o sekwencji P1-5’CCTACCTCCTTCAAC-

TACGG3’, P2-5°GAAGGGCCCAGGGTTGGACTC3’,
ktore amplifikowaly fragment dtugosci 216 pz (2). Ampli-
fikacja przebiegata nastgpujaco: odwrotna transkrypcja —
30 min., 50°C, denaturacja wstgpna — 15 min, 94°C, ampli-
fikacja podczas 40 cykli: denaturacja — 1 min., 94°C, przy-
taczanie starteré6w — 1 min., 50°C, elongacja—2 min., 72°C
1 koncowa synteza — 10 min. 72°C. Reakcje wykonywano
w termocyklerze Personal Mastercycler (Eppendorf).

Kontrolg dodatnia stanowit laboratoryjny szczep FMDV
serotyp O namnozony w hodowli komorek linii ciaglej
BHK-21, kontrol¢ ujemna — wirus choroby pgcherzykowej
$win (SVDV) namnozony w hodowli komorek linii ciaglej
IB-RS-2.

Analiza uzyskanych produktéw PCR. Produkty ampli-
fikacji rozdzielano elektroforetycznie w 1,5% zelu agaro-
zowym w obecno$ci buforu TBE, przy stalym napigciu pra-
du 70 V. Po elektroforezie zele wybarwiano bromkiem ety-
dyny. Obecnos$¢ produktéw PCR okreslano na podstawie
poréwnania ich lokalizacji wzgledem markera masowego
(100 bp, Promega). Wynik uznawano za dodatni, jezeli w ze-
lu widoczny byt prazek DNA o oczekiwanej dla pary star-
terow wielkosci. Dokumentacje fotograficzna sporzadzano
przy pomocy automatycznego systemu archiwizacji — Ima-
gistore 5000 z oprogramowaniem GelBase/GelBlot Proc.

Ocena czulosci RT-PCR. Do okreslenia czutosci meto-
dy uzyto szczepdw referencyjnych FMDV serotyp O, A,
C, Asia 1 o mianach infekcyjnych, odpowiednio, 105, 1034,
1052 10> TCIDyy/s, ,, okreslonych w hodowli plerwotnej
komorek tarczycy bydlecej. Po przygotowaniu rozcienczen
wiruséw od 10™" do 10-° (10 000 — 0,1 TCID,) izolowano
RNA i amplifikowano metoda RT-PCR. Nastqpnie okres-
lano najwyzsze rozcienczenie, przy ktérym wystgpowata
reakcja dodatnia.
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Test izolacja/ELISA. Badania wykonywano zgodnie
z OIE Manual of Diagnostic Test and Vaccines for Ter-
restrial Animals (3).

Wyniki i omowienie
Przebadano 10 probek na obecnos¢ wirusa prysz-
czycy metoda RT-PCR. Wyniki przedstawiono w tab. 1
inaryc. 1. Material genetyczny wirusa wykazano we
wszystkich badanych probkach. Reakcja PCR z za-

stosowanymi starterami dawala produkty o dlugosci
216 pz. Uzyte startery nie wykazaty komplementarnos-

Tab. 1. Wykrywanie wirusa pryszczycy w materiale biologicz-
nym

Nr probki | Oznaczenie probki RT-PCR Izolacja/ELISA
1 FMD/12 + serotyp A
2 FMD/35 + serotyp C
3 FMD/66 + -
4 FMD/74 + serotyp 0
5 FMD/75 + =
6 FMD/97 + serotyp 0
7 FMD/07/1 + serotyp Asia 1
8 FMD/07/2 + serotyp O
9 FMD/07/3 + serotyp A
10 FMD/08 + serotyp A

Objasnienia: + wynik dodatni, — wynik ujemny

11 12 13 14

Ryec. 1. Elektroforetyczny rozdzial produktéw amplifikacji
Sciezki: M — marker; 1-6, 9-12 odpowiadaja kolejnym probkom,;
7, 13 — kontrola ujemna; 8, 14 — kontrola dodatnia
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ci w stosunku do cDNA wirusa choroby pecherzyko-
wej $win (SVDV), rowniez przedstawiciela rodziny
Picornaviridae. W prébee kontrolnej, ktora byt SVDV
namnozony w hodowli komorek linii ciagtej IB-RS-2
produktow amplifikacji nie wykazano.

Czuto$¢ metody oceniono w odniesieniu do refe-
rencyjnych szczepéw FMDV serotyp O, A, C, Asia 1.
Obecnos¢ amplifikowanych fragmentow stwierdzono
w rozcienczeniach od 10~ do 10~° w przypadku sero-
typow O i A oraz w rozcienczeniach od 10! do 10

serotyp O

serotyp A

serotyp C

serotyp Asia 1

Ryc. 2. Czulo$¢ RT-PCR
Sciezki: M —marker; 1-6 rozcieficzenia serotypow FMDYV (10 000
—0,1 TCID,); 7 — kontrola mieszaniny reagentow
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dlaCiAsial (ryc. 2). Uzycie opisanych powyzej star-
terow oraz metody detekcji amplikonéw w zelu aga-
rozowym pozwolito uzyska¢ czutos¢ rzgdu 1 TCID,
dla serotypow O 1 A oraz 10 TCID,, dla C i Asia 1.
Opublikowane dane na ten temat sa zroznicowane ze
wzgledu na stosowanie odmiennych procedur wyko-
nywania reakcji RT-PCR, réznych starterow, jak row-
niez metod detekcji amplikonow (5). Meyer i wsp. (7)
uzyskali czuto$¢ testu na poziomie 10° TCID, dla se-
rotypu C, stosujac do detekcji produktow PCR roz-
dziat elektroforetyczny w zelu agarozowym. Wyzsza
czutos¢, 10 TCID osiagnigto dzigki nested PCR, na-
tomiast najwyzsza, rzedu 0,1 TCID, , przy uzyciu hyb-
rydyzacji do wykrywania produktow PCR. Amaral-
-Doel i wsp. (2) otrzymali czuto$¢ reakcji na pozio-
mie 10>’ TCID,, w odniesieniu do serotypu O. Inni
autorzy (8) wykazali, ze serotypy O, A, C wykrywane
w hodowli komorek w rozcienczeniu 107 mozna byto
wykry¢ metoda RT-PCR w rozcienczeniu 10 (sero-
typ O, A) i 1010 (serotyp C).

W dalszych badaniach stosowano do wykrywania
wirusa pryszczycy test izolacji. Wyniki przedstawio-
no w tab. 1. W dwoch probkach nr 3 i nr 5, zawieraja-
cych materiat genetyczny FMDYV, nie udato si¢ wyka-
za¢ obecnosci infekcyjnych wiriondw w hodowli pier-
wotnej komorek tarczycy bydlecej. Nie stwierdzono
wystepowania efektu cytopatycznego (CPE) w trzech
kolejnych pasazach. Pozostate probki reagowaty do-
datnio. Specyficzno$¢ CPE potwierdzono testem
ELISA z rownoczesnym okresleniem serotypu. W ba-
danych probkach wykazano obecno$¢ serotypu O
(prébki nr 4, 6, 8), A (probki nr 1, 9, 10), C (probka
nr 2), Asia 1 (probka nr 7). Mozna wigc stwierdzi¢, ze
zastosowana metoda RT-PCR jest przydatna do wy-
krywania wirusa pryszczycy niezaleznie od serotypu.
Poréwnujac tancuchowa reakcje polimerazowa i test
izolacja/ELISA trzeba zwrdci¢ uwage, ze wynik ujem-

623

ny w tym tescie uzyskano dla probek pochodzacych
z kolekcji wlasnej, przechowywanych przez kilka lat
w zamrozeniu. Nalezy wigc sadzié, ze wyzsza skutecz-
nos$¢ RT-PCR niz testu izolacja/ELISA wynikala z moz-
liwosci amplifikacji fragmentu RNA nieaktywnych
biologicznie wirionow.
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