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ABSTRACT 

To o b t a i n  i n f o r m a t i o n o n  t h e  b i o l o g y  o f  o r f  v i r u s  .lll. Y.i&.L.Q.. , a 

c e l l c u l t u r e  s y s t e m  wa s e s t a b l i s he d .  O r f  v i r u s  g r e w  b e s t  i n  

p r i m a r y  lu n g  a n d  t e s t i s  c e l l s  o f  o v i n e a n d  b o v i n e o r i g i n  

c o mp a r e d  w i t h  MDBK , M OCK a n d  RK 1 3 c e l l  l i nes a n d  t h e  h i g he s t  

y i e l d s o f  v i r u s  w e r e  o b t a i n e d  w h e n  g r o w t h  m e d i u m w a s 

s u p p l e m e n t e d  w i t h  0 . 5 7.  1 a c t a l b u m i n h y d r o l ysa t e  < L AH > .  O v e r  

9 5 7.  o f  t h e  p r o g e n y  v i r u s  r e m a i n e d  c e l l - a s s o c i a t e d  a n d  t h u s  

v i r u s  y i e l d s c o u l d  b e  e n h a n c e d  b y  f r e e z i n g a n d  t h a w i na a n d 

s o n i c a t i o n .  

T h e  p 1 a q u e  a n d  q u a n t a  1 a s s a y ,  a s  c o m p a r e d  w i t h  f 1 u o r e s c e n t  

f o c u s  a s s a y , p r o v e d  t o  b e  t h e  s i m p l e s t  me a n s  o f  a s s a y i n g 

v i r a l  t i t r e s  a l t ho u gh a pe r i o d o f  a we e k  was u s u a l l y  r e q u i r e d  

b e f o r e the r e s u l t s o f  t h e  a s s a y  c o u l d  b e  re a d .  

O n e - s t e p  g r o w t h  e x p e r i m e n t s s h o w e d  t h a t  o r f  v i r u s  D N A  

s y n t h e s i s  i n  pr i ma r y b o v i n e t e s t i s  c e l l s bega n a t  4 - 8  h r  p o s t 

i n f e c t i o n ( p . i . ) ,  r a p i d l y  i n c r e a s e d  f r o m  1 2 -1 4 h r  a n d  

c o n t i n u e d  f o r  u p  t o  3 0 - 3 5  hr a f ter i n f e c t i o n .  N·e w i n f e c t i o u s  

p a r t i c l e s c o u l d b e  d e t e c t e d  a t  1 6 - 1 8 h r  p . i .  a n d  r o s e  t o  a 

m a x i m u m  b y  4 8  h r . I n  c o m p a r i s o n ,  v a c c i n i a  v i r u s  D N A  

s y n t h e s i s  i n  t h e  s a m e c e l l s y s t e m  b e g a n  a t  3 h r  p . i .  a n d  w a s 

a l mo s t  c o m p l e t e  b y  12 h r .  O r f  v i r u s  DNA s y n t h e s i s  wa s 

i n h i b i t ed b y  ·c y t o s i n e a ra b i n o s i d e ,  b r o mo u rac y l d e o x y r i b o s e  a n d  

h y d r o x y u r e a  b u t  wa s n o t  i n h i b i t ed b y  a d e nos i n e a r a b i n o s i d e .  
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A c omp a r i son of t he v i r i on po l y p e p t i d e s  of  6 N e w  Ze a l a n d  o r f  

i s o l a t e s  w a s u n d e r t a k e n .  S o d i u m d o d e c y l  s u l p h a t e­

p o l y a c r y l a m i d e g e l e l e c t r o p hor e t i c  a n a l y s i s  o f  v i r i o n 

po l y p e p t i d e s  r e v e a l e d s i m i l a r p r o f i l e s f o r  5 i s o l a t e s  wh i l e  

t h e  r e m a i n i n g i s o l a t e  g a v e  a p r o f i l e d i s t i n c t  f r o m  t h e  

othe r s . Tr ea t me n t  of v i r i ons w i t h  non i d e t  P - 4 0  a nd 

2 - m e r c a p t oe t h a n o l s o l u b i l i s e d  1 2  p o l y p e p t i d e s  w h i c h  w e r e  

b e l i e v e d  t o  b e  s u r f a c e  c o m p o n e n t s  o f  t h e  v i r i on . O n e  

po l y p e p t i d e wi t h  a mo l e c u l a r we i gh t  o f  3 8.5K wa s b e l i e v e d  to 

be a ma j or c ompon e n t  o f  t h e  c ha r a c t e r i s t i c  s u r f a c e  t u b u l e  of 

t h e  v i r i on .  

The s e q u e n t  i a 1 a p p e a r a n c e  o f  v i r u s - i n d u c e d p o  1 y p e p t  i d e s  i n  

bov i n e t e s t i s  c e l l s wa s a l so d e t e r m i n e d . Bov i ne t e s t i s  c e l l s  

we r e  i n f e c t e d  a t  1 5 - 2 5 p f u / c e l l  a n d p u l s e - l a be l l e d w i t h  

3 5 s - me t h i on i n e f o r 2 hr a t  v a r i o u s  t i m e s  a f t e r  i n f e c t i o n .  

On l y  1 or 2 l a b e l l e d po l y p e p t i d e s  we r e  de t e c t e d  w i t h i n  8 hr 

p . i .  M os t o f  t h e  v i r u s - c od e d  p o l y p e p t i d e s  we r e  d e t e c t e d  a t  

1 0  h r  p .  i .  a n d  t h e r e a f t e r . M o s t  o f  t h e  d e t e c t a b 1  e 

po l y p e p t i d e s  w e r e  a l s o f o u n d  i n  l a b e l l e d w h o l e  v i r u s  

p r e p a r a t i ons . A v i r i on po l y p e p t i d e w i t h  a mo l e c u l a r we i ght 

of 9 3 K wa s b e l i e v e d  t o  be a p r o d u c t o f  pos t - t ra n s l a t i o n a l 

p r o t e i n  c l ea v a g e  or other mod i f i c a t i o n .  

Ano t he r  a s p ec t o f  t h e  or f v i r u s /c e l l  c y c l e  i n v e s t i ga t e d  wa s 

t h e  v i r u s - s p e c i f i c  c y t o p a t h i c  e f f e c t .  Ea r l y  c e l l ro u n d i n g ,  

s e e n  a s  e a r ly a s  2 h r  p . i .  i n  o r f  v i r u s - i n f e c t e d  b o v i n e 

t e s t i s  c e l l s ,  wa s i n h i b i t e d  b y  c y c l o h e x i m i d e ( 3 00 �g / m l > a n d  

a c t i n o m y c i n  0 <5 ;Jg / m l > .  I t  w a s n o t  i n h i b i t e d  w h e n  

a c t i n o m y c i n  0 w a s  a d d e d  a t  2 h r s  p . i .  A l s o ,  i n h i b i t i o n  o f  
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e a r l y  c e l l r o u nd i n g was se e n  whe n � - a ma n i t i n e ( 1 0  ��/m l > 

or t u n i c a my c i n  ( 2  �g /rnl > was used . U l t r a v i o l e t i r r a d i a t i o n 

o f  v i r u s i n o c u l u m a t  a d o se o f  0 . 3 8  x 1 0 3 J1rn 2 r e d u c e d  e a r l y  

c e l l r o u n d i n g b y  5 0 7.  wh i l e  5 0 7.  v i r a l  i n f e c t i v i t y was r e d u c e d 

b y  a d ose o f  0 . 3 9  x 1 0 2 J1m 2 . A c o m p a r i so n  o f  t h e se r e su l t s 

w i t h t h o se ob t a i n e d  b y  o t h e r s  i n d i c a t e  t h a t e a r l y c e l l 

r o u n d i n g i s  m e d i a t e d  b y  a g e n e  p r o d u c t e x p r e sse d e a r l y  i n  

i n f e c t i on ,  r a t h e r  t h a n by some t o x i c  v i r i o n c ompo n e n t ( s ) .  
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