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1.Wstep

ryszczyca nalezy do groznych choréb zakaznych zwierzat racicowych o bar-

dzo duzej dynamice szerzenia sie. Powoduje powazne straty, a robwnoczes-
nie jest duzym zagrozeniem w wymianie handlowej zwierzetami i produktami
pochodzenia zwierzecego. Jej czynnikiem etiologicznym jest zjadliwy wirus na-
lezacy do rodziny Picomauiridae, rodzaju Aphtovinis o znacznej opornosci na
wplywy Srodowiska zewnetrznego (1). Jego materialem genetycznym jest jed-
noniciowy P”~A o diugosci 8000 nukleotydow. Glownym biatkiem immuno-
gennym wirusa pryszczycy, ktore powstaje z biatka prekursorowego p88 jest
VP1 (2).

Wielotypowos¢ i zmiennos¢ wirusa jest istotnym elementem utrudniaja-
cym zwalczanie choroby. Aktualna sytuacja epizootiologiczna swiadczy o tym,
ze pryszczyca stanowi ciagle zagrozenie dla Europy, stad wynika stata po-
trzeba doskonatenia metod laboratoryjnego jej rozpoznawania. Obok trady-
cyjnych metod diagnozowania sytuacja epizootiologiczna w zakresie wyste-
powania pryszczycy wymaga dysponowania bardziej precyzyjnymi metodami
diagnostycznymi. Coraz szersze zastosowanie znajdujg techniki biologii mo-
lekularnej, m.in. tancuchowa reakcja polimerazowa (PCR) i sekwencjonowa-
nie fragmentéw genomu wirusa (3-8). Na podstawie sekwencji nukleotydow
istnieje mozliwos¢ analizowania réznic genetycznych miedzy izolatami tere-
nowymi. Poréwnanie sekwencji nukleotydowych izolatbw pozwala na okre-
Slenie ich pokrewienstwa i pochodzenia. Jest to szczego6lnie pomocne w przy-
padku stwierdzenia ogniska choroby i potrzeby ustalenia zrédia pochodzenia
infekcji. Biorac to pod uwage uznano za celowe dokonanie charakterystyki
wirusa pryszczycy przy uzyciu wybranych technik biologii molekularnej.
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2. Materiaty i metody

2.1 Wirus

Materiatlem do badan byt nabtonek z peeherzy pryszczycowych pochodzacy
z kotekcji, ktoéry rozdrobniono w PBS (buforowany fosforanami roztwor fizjo-
logiczny), odwirowano przy 4000 obr./min przez 20 minut, a nastepnie wiro-
wano przy 28 000 obr./min przez 3 godziny w 30% roztworze sacharozy. Testem
ELISA wykazano w badanym materiale obecnos¢ wirusa pryszczycy typu C (9).

2.2. 1zolacja RNA

200 )il zawiesiny wiraisa poddawano dzialaniu 250 pi roztworu D (4 M
tiocjanian guanidyny, 25 mM cytrynian sodu, 0,5% sarcosyl, 0,1 M mercap-
toetanot), 50 pt octanu sodu, 0,5 ml fenolu i 100 pl mieszaniny chloroform:al-
kohol izoamylowy (49:1). Prébke inkubowano 15 min w tazni lodowej i wiro-
wano (13 000 obr./min, 15 min). Nastepnie, 500 pl fazy wodnej przenoszono
do nowej probowki, dodawano réwna objetos¢ izopropanolu i inkubowano
w temp. -20°C przez 1 godz. po czym wirowano (13 000 obr./min, 20 min).
Osad rozpuszczano w 300 pl roztworu D, dodawano réwna objetos¢ izopro-
panolu i ponownie pozostawiano w -20°C przez ! godz. Prébke wirowano
(13 000 obr./min, 20 min), a uzyskany osad przemywano etanolem i suszono.

2.3. Startery

Startery zaprojektowano w oparciu na sekwencji genomu wirusa prysz-
czycy (4). Ich pozycje i sekwencje byly nastepujace:

FMI 22 - /5 - GCGGATCCTGTCACCACCACC - 3/ - 43

FM2 673 - /5 - GAAGGGCCCAGGGTTGGACTC - 3/ - 694

2.4. Synteza cDNA

Reakcje odwrotnej transkrypcji prowadzono przez 60 min w temp. 42°C
przy uzyciu odwrotnej transkryptazy AMV (10). Matryce stanowito 5 pl roz-
tworu RNA otrzymanego w sposob opisany. Koncentracja uzyskanego RNA
wynosita 45 pg/ml, a wartos¢ OD260/OD2go L74.

2.5. Reakcja PCR

Do amplifikacji cDNA uzywano 1 pg jednoniciowego cDNA, 3 pl 10 mM
trifosforanéw deoksyrybonukleozydéw, po 20 ng starterow FMI i FM2, 5 pl
buforu dla polimerazy Taq oraz 2,5 jednostek polimerazy Taq. Koricowa ob-
jetos¢ mieszaniny wynosita 50 pl. Wykonano 30 cykli: 1 min 96°C — de-
naturacja, 1 min 56°C — wigzanie starteréw, 2 min 72°C — wydluzanie
tancucha cDNA. Elongacja w ostatnim cyklu trwata 5 minut.
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2.6. Analiza produktéw amplifikacji

Fragmenty cDNA rozdzielano elektroforetyeznie w 6% zelu poliakryloami-
dowym. Dlugos¢ fragmentdw okreslano przez poréwnanie ieh ruehliwosei ele-
ktroforetyeznej z ruchliwoseig wzorcowyeh fragmentow DNA. Jako wzorca
uzywano hydrolizat DNA plazmidu pUC 19, uzyskany po trawieniu nukleazg
restrykcyjng Haelll i Taql. Po rozdziale zel wybarwiano w roztworze bromku
etydyny o stezeniu 0,5 - 1,0 pM/ml. Produkty rozdzialu obserwowano oswiet-
lajac zel lampa UV.

2.7. Elucja cDNA z zelu poliakryloamidowego

Po wybarwieniu zelu w bromku etydyny przy swietle UV wycinano pasmo
zawierajgce odpowiedni fragment cDNA. Zel rozdrabniano, zawieszano w bu-
forze do elucji (0,3 M octan sodu, 0,2% SDS, 4 mM EDTA o pH 8,0) i wy-
trzgsano przez noc w temp. 37°C. Po odwirowaniu zawiesiny (15 000
obr./min, przez 10 min) dodawano ! objetos¢ fenolu o pH 8,0 i 2 krotnie
mieszanine chloroform:alkohol izoamylowy (24:1), za kazdym razem wirujac.
Do fazy wodnej dodawano 2,5 objetosci alkoholu etylowego. Fragment cDNA
rozpuszczono w 20 |il buforu TE (10 mM Tris pH 8,0, 1| mM EDTA), a na-
stepnie poddano dziataniu potimerazy Klenowa i restryktazy BamHI.

2.8. Klonowanie fragmentu cDNA wirusa pryszczycy

2.8.1. Ligacja

Do ligacji uzywano 4 al wyizolowanego z zelu fragmentu cDNA, 5 al pla-
zmidowego DNA uprzednio hydrolizowanego nukleazami restrykcyjnymi Smal
i BamHI, 2 gl 10x buforu dla T4 DNA ligazy oraz 1 gl ligazy DNA faga T4.
Mieszanine inkubowano przez noc w temp. 16°C.

2.8.2. Transformacja

Do 100 |il zawiesiny kompetentnych komorek E. coli w temp. 0°C dodawano
10 al mieszaniny ligacyjnej i inkubowano w tazni lodowej przez 30 min. Na-
stepnie, dodawano 800 gl medium SOC (2% baktotrypton, 0,5% ekstrakt droz-
dzowy, 0,05% NaCl, 20 mM glukozy). Zawiesine inkubowano w temp. pokojowej
przez 15 min i wytrzgsano przez ! godz. w temp. 37°C. W celu selekcji trans-
formantéw bakterie wysiewano na ptlytki z podiozem agarowym LB (1% bakto-
tiypton, 0,5% ekstrakt drozdzowy, 1% NaCl ) z dodatkiem 50 |ig/ml ampicyliny,
0,1 mM induktora promotora genu lacZ (IPTG) oraz chromotorowego substratu
P-galaktozydazy (X-gal). Kolonie, ktére zawierajg plazmid bez wstawki Wsdwa-
rzaja komplementujacy fragment (3-gataktozydazy i w wyniku wigzania sie en-
zyniu z chromoforowym substratem zastepczym X-gal wybarwiaja sie na kolor
niebieski. Kolonie bakterii posiadajgce wektor z wstawka nie moga syntetyzowac
brakujacego fragmentu (3-galaktozydazy i pozostajg nie wybarwione.
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Rys. 1. Elektroforeza produktow amplifika-
cji cDNA w 6% zelu poliakiyloamidowym.

Sciezki: 1 — wirus typu C (Zduniska Wola),
2 — kontrola ujemna, 3 — wzorzec DNA
z puC 19.

67:

2.9. Izolacja plazmidowego DNA

Do 3 ml pozywki LB przenoszono bialg kolonie bakteryjna z ptytki aga-
rowej i hodowano bakterie przez 16 godzin w temp. 37°C. Nastepnie, hodowle
wirowano (15 000 obr./min, 2 min). Osad bakterii zawieszano w 200 )il
buforu Rl (50 mM glukozy, 25 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA) i inkubowano
5 min w fazni lodowej. Po ezym w temperaturze 0°C dodawano 400 pi roz-
tworu RIl (0,2 N NaOH, 1% SDS), mieszano, dodawano 300 pl roztworu RUI
(3 M octan potasu, 1,8 M kwas octowy) i inkubowano 5 minut w tazni
lodowej. Probke wirowano (15 000 obr./min, 5 min). Do nowej probowki
nalewano po 480 pl izopropanolu, przenoszono po 800 pl supernatantu i wi-
rowano (15 000 obr./min, 3 min). Do osadu dodawano 200 pl etanolu i wi-
rowano (15 000 obr./min, 2 min). Osad rozpuszczano w 100 pl roztworu
RNazy o stezeniu 0,1 mg/ml. Przydatnos¢ zrekombinowanych plazmidéw do
dalszej analizy sprawdzano w 1% zelach agarozowych.

2.10. Otrzymywanie jednoniciowego DNA

Pojedyncze kolonie bakteryjne zawierajgce zrekombinowane plazmidy
pBS(+) przenoszono do 3 ml pozywki 2 x YT (1,6% baktotrypton, 1% ekstrakt
drozdzowy, 0,5% NaCl z ampicyling 100 pg/ml)). Inkubacje prowadzono
w temp. 37°C w czasie 1 godziny. Nastepnie, dodawano 20 pl faga M13KO07
i inkubacje kontynuowano 2 godziny z wytrzasaniem. Woéwczas gdy hodowla
stawata sie metna to dodawano kanamycsmy do stezenia 70 pl/ml i hodo-
wano przez 18 godz. w temp. 37°C z wytrzgasaniem. Po odwirowaniu hodowli
przy 15 000 obr./min przez 10 minut do 1,2 ml supernatantu dodawano
200 pl 20% PEG-u i mieszanine inkubowano 15 minut w temperaturze po-
kojowej, a nastepnie wirowano przy 15 000 obr./min przez 5 minut. Osad
zawieszano w buforze TE pH 8,0, odbialczano fenolem i mieszaning chloro-
formialkohol izoamylowy. Faze wodng wytrgcano 1/10 objetosci roztworu
octanu sodu i 2,5 objetosciami etanolu. DNA rozpuszczano w 50 pl H20.
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CTGTCACCAC
GACAGTGGTG

CCGACGTTGC
GGCTGCAACG

CACTCGACGT
GTGAGCTGCA

CGTACTACTT
GCATGATGAA

CCAACGGTGC
GGTTGCCACG

GCCCGTTGAC
CGGGCAACTG

ACACTGGCAC
TGTGACCGTG

CGCATGCTCG
GCGTACGAGC

CTGAGTTGCT
GACTCAACGA

TTCAGCCAAC
AAGTCGGTTG

ACTTTGACCT
TGAAACTGGA

20

I
CACCGTTGAG
GTGGCAACTC

CTTCGTTCTT
GAAGCAAGAA

GATGCAGGCA
CTACGTCCGT

TTCTGATTTG
AAGACTAAAC

ACCAGTTTCT
TGGTCAAAGA

TCGACTGGCT
AGCTGACCGA

TACGACCTAC
ATGCTGGATG

GCATTTGCCA
CGTAAACGGT

CGTGCGCATG
GCACGCGTAC

GGGTGATAGA
CCCACTATCT

GCTCAAGTTG
CGAGTTCAAC

30

|
AACTACGGAG
TTGATGCCTC

GACCGGTTTG
CTGGCCAAAC

CACAAAGACA
GTGTTTCTGT

GAAATAGCAG
CTTTATCGTC

GCACTTGACA
CGTGAACTGT

CTCCCATACA
GAGGGTATGT

ACCGCCAGAA
TGGCGGTCTT

GCATCGTTCA
CGTAGCAAGT

AAGCGTGCTG
TTCGCACGAC

CACAAGCAAC
GTGTTCGTTG

GCTGGAGAT
CGACCTCTA

40

|
GAGAGACTCA
CTCTCTGAGT

TGAAGGTCAC
ACTTCCAGTG

ACATCGTGGG
TGTAGCACCC

TGACCCACAC
ACTGGGTGTG

ACACAACCAA
TGTGTTGGTT

CCGCGCCACA
GGCGCGGTGT

CACGCGGGGA
GTGCGCCCCT

ACTTTGGTGC
TGAAACCACG

AACTCTATTG
TTGAGATAAC

CGCTCGTCGC
GCGAGCAGCG

Rys. 2. Sekwencja nukleotydéw fragmentu cDNA kodujacego
typu C (Zdurniska Wola).

2.11. Sekwencjonowanie DNA

50

|
AGTCCAACGT

TCAGGTTGCA

AGTGTCGGGT
TCACAGCCCA

CGCGCTTCTT
GCGCGAAGAA

TGGGAAGCTC
ACCCTTCGAG

TCCCACTGCG
AGGGTGACGC

CCGTGTGTTG
GGCACACAAC

TTCGGCTCAC
AAGCCGAGTG

AGTTAGAGCA
TCAATCTCGT

TCCTAGGCCG
AGGATCCGGC

ACCTGCAAAA
TGGACGTTTT

59

60

\
CGCCACCACA

GCGGTGGTGT

AACCAACACA
TTGGTTGTGT

CGCCGAGCCA
GCGGCTCGGT

ACATGGGTGC
TGTACCCACG

TACCACAAGG
ATGGTGTTCC

GCTACGGCGT
CGATGCCGCA

CTAACGGCGA
GATTGCCGCT

GAAACAATCA
CTTTGTTAGT

ATTCTTCCGA
TAAGAAGGCT

CAACTGCTGA
GTTGACGACT

region VP1 wirusa pryszczycy

Sekwencje nukleotydowg sklonowanego fragmentu oznaczono metoda
Sangera (12), uzywajac DNA polimerazy Taq oraz [a™PJdCTP. Elektroforeze
wykon}rwano w zelach o dlugosci 40 cm i grubosci 0,2 - 0,4 mm przy uzyciu
buforu TBE (89 mM Tris-HCI, 89 mM kwas borowy, 2 mM EDTA). Autora-
diografie prowadzono w temp. -20°C (10).

3. Omowienie wynikow

Materiatem do badan byt nabtonek z pecherzy pryszczycowych. Izotacje
RNA wykonano w oparciu na metodzie Chomczynskiego (11). Na matrycy
wirusowego RNA w reakcji katalizowanej przez odwrotng transkryptaze otrzy-
mano cDNA. Do powielania metodga PCR wybrano region gibwnego immuno-
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FMDVC3 - VTTTVENYGGETQVQRRHHTDVAFVLDRFVKVTVSGNQHTLDVMQAH  -47
PLETEi et frrle oo fRETTL] 1 Fivll
FMDVO1 - ADPVTTTVENYGGETQIQRRQHTDVSFIMDRFVKVTPQNQINILDLMQIP -50
FMDVC3 - KDNIVGALLRRATYYFSDLEIAVTHTGKLTWVPNGAPVSALDNTTNPTAY -97
R R R AR
FMDVO1 - SHTLVGALLRASTYYFSDLEIAVKHEGDLTWVPNGAPEKALDNTTNPTAY -100
FMDVC3 - HKGPLTRLALPYTAPHRVLATAYTGTTTYTA--- RTRGDSAHLTATHAR -143
i rrrrrrrirrrrrrrrrr r [ 11 I I
FMDVO1 - HKAPLTRLALPYTAPHRVLATVYNGECRYSRNAVPNGRGDLQMLAQKVAR -150
FMDVC3 - HLPASFNFGAVRAETITELLVRMKRAELYCPRPILPIQPTGDRHKQPLVA -193
0/ I\ O B |V R o O O e S N N AR O O | I M A |
FMDVO1 - TLPTSFNYGAIKATRVTEVLYRMKRAETYCPRPLLAIHPTEARHKQKIVA -200
FMDVC3 - PAKQLLNFDLLKLAGD -209
IR TERREN
FMDVOl - PVKQTLNFDLLKLAGDVESNPGPF -224

Rys. 3. Poréwnanie sekwencji aminokwasoéw regionu biatka VP1 wirusa pryszczycy typu C
i O (Zdunska Wola). | — aminokwasy identyczne, « — aminokwasy podobne.

gennego biatka VP1 wirusa pryszczycy, zawarty miedzy 22 a 694 pz. W ana-
lizie wykonanej przy uzyciu systemu do dokumentacji zeli wykazano istnienie
prazka potozonego w obszarze 672 pz markera. Przy kontroli negatywnej nie
powstaty wykrywalne zastosowanymi metodami analizy produkty (rys. 1).
Technika PCR okazata sie szybka, czulg i niezbyt skomplikowana w wyko-
naniu metodg identyfikacji RNA wirusa pryszczycy bezposrednio z materiatéw
klinicznych. Badany fragment cDNA sklonowano w wektorze plazmidowym
pBS{+). W celu otrzymania jednoniciowej formy DNA do sekwencjonowania,
szczepy bakteryjne infekowano bakteriofagiem MI3 KO7.

Jednoniciowa forma DNA postuzyla do ustalenia sekwencji nukieotydow
badanego fragmentu metodg Sangera (12), przy zastosowaniu polimerazy Taq
(rys. 2). Sekwencje analizowano na komputerze w oparciu na programie
PC/GENE. Odczytang sekwencje aminokwasoéw fragmentu biatka VP1 wirusa
pryszczycy typu C poréwnano z wczesniej okreslong sekwencjg wirusa typu
O (13) (rys. 3). W poréwnywanych serotypach wykazano 146 (68,86%) iden-
tycznych i 18 (8,61%) podobnych aminokwaséw. Region wysoce homologi-
czny znajduje sie miedzy 104 a 121 aminokwasem. Po nim wystepuje frag-
ment o duzej zmiennosci, przy czym w pozycji 141-143 u obu serot}gDOwW
znajduje sie sekwencja RGD (ArgGlyAsp) odpowiedzialna za rozpoznawanie
przez wirus pryszczycy receptorow na powierzchni komorek.

Zastosowane w pracy techniki biologii molekularnej okazaly sie przydatne
do szybkiego rozpoznawania wirusa pryszczycy w materiale biologicznym
| staly sie atrakcyjnym uzupetnieniem klasycznych metod, stanowigc istotny
postep w diagnhostyce choroby.
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Application of PCR for the detection of FMD viral RNA
Summary

The polymerase chain reaction (PCR) method has been applied to the detection of FMD viral

RNA in samples taken during the clinical stage of FMD from calf. Total RNA was extracted with
guanidinum thiocyanate-phenol-chloroform method and reversely transcribed using AMV-reverse
transcriptase. cDNA was used as a template for the amplification by PCR of the 672 bp of the
VPI coding sequence. The amplified fragment of cDNA was cloned in the phagemid pBS(+). The
first DNA strand was sequenced and consistently an amino acid sequence was established.
Comparison between VPI amino acid sequence of FMDV types C and earlier described type O
was performed.

ul.
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