
Pryszczyca
aktualne metody diagnostyczne

Grażyna Paprocka 
Andrzej Kęsy 

Wiesław Niedhalski 
Andrzej Fitzner 

Zakład Pryszczycy 
Państwowy Instytut Weterynaryjny 

Zduńska Wola

1. Wstęp

Pryszczyca jest klasyczną epizootią wywołaną przez zjadliwy wirus o zna­
cznej oporności na wpływy środowiska zewnętrznego. Na zakażenie na­
turalne wrażliwe jest przede wszystkim bydło, świnie, kozy, owce oraz dzikie 

zwierzęta racicowe. Wirus występuje w siedmiu typach serologicznych: A, O, 
C, SATl, SAT2, SAT3 i Asia 1. Przebycie choroby pozostawia odporność na 
powtórne zakażenie tym samym typem zarazka (1).

W 1991 r. Europa została uznana za region wolny od pryszczycy. Na 
podstawie ustaleń Unii Europejskiej wprowadzono zakaz szczepień i ograni­
czono import zwierząt wyłącznie do krajów wolnych od pryszczycy i nie wy­
konujących szczepień ochronnych od co najmniej 12 miesięcy. Obecnie, istotne 
znaczenie ma ochrona przed przeniesieniem zarazka z regionów bezpośrednio 
graniczących z Europą, gdyż pryszczyca należy do chorób o bardzo dużej 
dynamice szerzenia się. Dotyczy to zwłaszcza Turcji i terenów byłego ZSRR. 
Europejska Komisja Kontroli Pryszczycy FAO podejmuje od wielu lat odpo­
wiednie działania w tzw. strefie buforowej, która przebiegała początkowo na 
terenach europejskiej części Turcji (Tracja), a ostatnio została przesunięta 
na tereny zachodniej Anatolii w której choroba występuje endemicznie. Po­
ważnym zagrożeniem dla Europy są ogniska w innych regionach świata, 
dotyczy to Afryki i Azji. Zagrożenie stanowi również Ameryka Południowa. 
Strefę buforową z północną częścią kontynentu amerykańskiego utrzymuje 
się na terytorium Kolumbii graniczącym z Panamą.

Fakt zaprzestania szczepień wymaga zaostrzenia rygorów weterynaryjnych 
dotyczących importu, prowadzenia badań monitorowych, a ponadto zobo­
wiązuje do stałej gotowości diagnostycznej umożliwiającej identyfikację wi­
rusa. Szybka, laboratoryjna diagnoza jest zasadniczym warunkiem skutecz­
nego zwalczania choroby. Z uwagi na niebezpieczeństwo rozsiania zarazka 
badania rozpoznawcze wykonuje się w speejalnie do tego celu przystosowa­
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nych laboratoriach. W Polsce prowadzi je Zakład Pryszezyey Państwowego 
Instytutu Weterynaryjnego w Zduńskiej Woli.

2. Pobieranie i przesyłanie prób do badań
Niezawodność wyników laboratoryjny eh zależy od jakośei materiału klini­

cznego. Do badciń rozpoznawczych w kierunku pryszczycy uż}rwany jest na­
błonek ze świeżych pęcherzy. Wirus może być wykryty, jeżeli próbki są po­
bierane nie później niż w ciągu 4 dni od wystąpienia zmian ehorobowych. 
Należy pobrać możliwie jak najwięcej materiału. Gdy epithelium jest niedo­
stępne mogą być pobrane próbki płynu przełykowo-gardłowego, krwi oraz 
mleko. Płyn przełykowo-gardłowy zawierająey komórki nabłonkowe pobiera 
się również w celu stwierdzenia nosicielstwa wirusa [Probang Test). Okres 
nosieielstwa u bydła wynosi 2-3 lata, u owiec do 9 miesięcy. Pobrany ma­
teriał nie może być zanieezyszezony krwią i treścią pokarmową.

Próbki do badań powinny być pobrane sterylnie i umieszezone w szezelnie 
zamkniętej, oznakowanej buteleezee z roztworem o pH 7,2-7,6 składającym 
się z PBS (buforowany fosforanami roztwór fizjołogiczny) i glicerolu w rów­
nych objętościach. Materiał zakaźny powinien być właśeiwie opakowany i trans­
portowany, aby uniknąć jego zanieczyszczenia i zniszezenia, jak również 
zanieezyszczenia środków transportu i rozsiania zarazka. W tym celu zaleea 
się, aby buteleezkę z odpowiednio pobranym materiałem umieśeić w wodo­
odpornym pojemniku, który nałeży zaplombować i zdezynfekować. Następnie 
wskazane jest opakowanie w dwa kolejne, odporne na wstrząsy, zdezynfeko­
wane pojemniki. Po starannym zamknięeiu, przesyłka z dokładnym pismem 
przewodnim powinna być transportowana w chłodzie, ale nie zamrożona.

3. Metody wykazywania obecności wirusa

3.1. Test ELISA
Od wielu lat powszechnie stosowaną metodą do typowania wirusa prysz­

ezyey był odczyn wiązania dopełniacza (2). Znaczny postęp w badaniach diag­
nostycznych uzyskano dzięki wprowadzeniu przez Hamblina testu ELISA (3-5). 
Ze względu na wyższą czułość (ok. 1000 razy od OWD) i specyficzność, metoda 
ta jest rekomendowana przez Komisję Standardów Międzynarodowego Urzędu 
do Spraw Epizootii (OIE) do identyfikaeji wirusa. Od 1993 r. pośredni test 
ELISA {indirect sandwich ELISA) jest teehniką rutynowo stosowaną w Zakła­
dzie Pryszezyey. Test wykonuje się na mikropłytce Maxi Sorp F96 firmy Nunc 
wg schematu:

1. Opłaszezenie płytki homologiezną, antypryszczyeową, króliczą surowicą 
(przed dodaniem każdego następnego reagentu płytkę płucze się w eełu usu­
nięcia nie związanego składnika reakeji).

2. Inkubacja z testowanymi próbami.
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3. Inkubacja z homologiczną, anty pryszczycową surowicą świnki morskiej.
4. Reakcja z koniugatem (znakowane peroksydazą królieze IgG przeeiwko 

immunoglobulinom świnki morskiej).
5. Wywołanie reakcji barwnej (substrat: chlorowodorek o-fenylenodiaminy). 
Reakeję immunoenzymatyczną hamuje się H2SO4. Wyniki analizowane są

spektrofotometrycznie przy A492 na czytniku mikropłytek firmy Dynatech.

3.2. Próba biologiczna
W celu wykazania obeenośei wirusa w badanym materiale zakaża się 

świnki morskie i oseski mysie. Świnki morskie zakaża się przez wtareie ba­
danej zawiesiny w skaryfikowane opuszki tylnych łapek. Proces zapalny i po­
wstanie pęcherza po około 48 godzinach świadczą o wyniku pozytywnym. 
W tym przypadku materiał zebrany z miejsc zmienionych chorobowo jest 
identyfikowany serologieznie. Oseski mysie, 2-7-dniowe zakaża się badanym 
materiałem dootrzewnowe, a padłe po około 5 dniach bada się za pomocą 
odczynów serologicznych.

3.3. Zakażenie hodowli komórek
Istotne znaezenie w doskonaleniu metod rozpoznawczyeh w kierunku pry- 

szezyey miało wprowadzenie hodowli komórek. Informacje na ten temat za­
warte są w pracy Paprockiej i Kęsego (6). Do izolacji wirusa pryszczycy po­
lecane są przede wszystkim hodowle komórek tarezycy i nerki cielęeej, nerki 
świni oraz ciągłe linie komórek BHK-21 i lB-RS-2. W badaniach wykonanych 
w Zakładzie Pryszezyey wykazano, że zawiesina komórek uzyskana metodą 
trypsynizaeji z tkanki płodowej bydła (nerki), tarczyey cieląt oraz z nerek 
prosiąt może być poddawaina głębokiemu zamrożeniu i zachowuje niezmie­
niony potenejał wzrostowy przez co najmniej 6 miesięey (7). Wirus pryszczycy 
wywołuje wyraźny efekt cytopatyczny, co w przypadku pozytywnym pozwala 
na jego izolację i identyfikację.

4. Badania serologiczne
w celu określenia obecności i ilości jjrzeciwciał w surowicach zwierząt, 

w Zakładzie Pryszczycy wykonuje się odc2yn seroneutreilizacji (SN) i test ELISA.

4.1. Odczyn seroneułralizacji
Do wykrywania przeciwciał neutralizujących wirus pryszczycy stosuje się 

mikroodczyn seroneutralizacji z udziałem wymienionych hodowli komórek. 
Jest to metoda ekonomiczna, efektywna, a uzyskane wyniki są zgodne z kla­
sycznym odczynem seroneutralizacji probówkowej. Do odczynu używane są 
płaskodenne mikropłytki firmy Nunc. Sposób jego wykonania jest ogólnie 
znany i zgodny z zasadami obowiązującymi w metodzie tradycyjnej (8).
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4.2. Blokujqcy test ELISA (liquid-phase blocking sandwich ELISA)
OIE zaleca stosowanie tej odmiany testu do badań monitorowych mających 

na celu ocenę sytuacji epizootiologicznej odnośnie do pryszczycy oraz do ba­
dań skriningowych w zakresie eksportu i importu. Test jest szczególnie przy­
datny do wykonywania badań na szeroką skalę. Porównanie z odczynem sero- 
neutralizacji wskazuje na jego wysoką czułość i spec5diczność (9-11). Przedsta­
wiony na rycinie 1 test wykonuje się w płaskodennych mikropłytkach Maxi 
Sorp F96 firmy Nunc, natomiast mieszaninę antygen/surowica inkubuje się 
w mikropłytkach okrągłodennych. Sposób wykonania jest następujący:
I dzień

1. Opłaszczenie płytki homołogiczną, antypryszczycową, krółiczą surowicą 
(przed dodaniem kolejnego reagentu płytkę płucze się).

2. Przygotowanie mieszaniny: antygen-badana surowica [liquid-phase).

II dzień
. 1. Do odpowiednich zagłębień opłaszczonej płytki przenosi się mieszaninę 

antygen/badana surowica.
Inkubacja z homologiczną, antypryszczycową surowicą świnki morskiej. 
Reakcja z koniugatem (znakowane peroksydazą królicze IgG przeciwko 
immunoglobulinom świnki morskiej).
Wywołanie reakcji barwnej (substrat: chlorowodorek o-fenylenodiaminy).

2.

3.

4.
Reakcję hamuje się H2SO4, a wyniki analizuje spektrofotometrycznie.
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Ryc. 1. Wykiywanie przeciwciał testem ELISA (wg 10).



5. Metody biologii molekularnej
Wirus pryszczycy posiada jednoniciowy RNA o długości 8000 nukleotydów. 

W skład kapsydu wirusa wchodzą cztery strukturalne polipeptydy, z których 
VP1 jest głównym białkiem immunogennym. W ostatnich latach nastąpił 
znaczny postęp w badaniach diagnostycznych na poziomie genetycznym. 
Donn i wsp. (12) wykazali na podstawie badań porównawczych materiałów 
pobranych od zakażonych zwierząt, większą czułość techniki PCR do wykry­
wania cDNA wirusa pryszczycy, od metody izolowania wirusa w hodowli ko­
mórek. Nowe techniki diagnostyczne pozwalające na porównywanie sekwencji 
nukleotydowej materiału genetycznego stały się pomocne w razie stwierdze­
nia ogniska choroby i potrzeby ustalenia źródła pochodzenia infekcji. Kla­
syczne metody typowania wirusa są w tym przypadku mało precyzyjne i niewy- 
starczająee. Obeenie, molekularna epizootiologia pryszczycy opiera się głównie 
na analizowaniu różnic genetycznych między izolatami wirusa. W Zakładzie
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250 260 270 280

TGGGTTCCAAATGGAGCGCCTGAAAAGGCGTTGGACAACACCACCAAC 
Trp Val Pro Asn Gly Ala Pro Glu Lys Ala Leu Asp Asn Thr Thr Asn 

290 300 310 320 330
lilii

CCAACTGCTTACCACAAGGCACCACTCACCCGGCTTGCCCTGCCCTAC 
Pro Thr Ala Tyr His Lys Ala Pro Leu Thr Arg Leu Ala Leu Pro Tyr 

340 350 360 370 380
lilii

ACCGCGCCCCACCGCGTGTTGGCAACCGTGTACAACGGTGAGTGCAGG 
Thr Ala Pro His Arg Val Leu Ala Thr Val Tyr Asn Gly Glu Cys Arg 

390 400 410 420 430
C I C T C G I

TACAGTAGAAATGCTGTGCCAAACGGGAGAGGTGATCTTCAGATGTTG 
Tyr Ser Arg Asn Ala Val Pro Asn Gly Arg Gly Asp Leu Gin MET Leu

Val Val
440 450 460 470 480
lilii

GCTCAAAAGGTGGCACGGACGCTGCCTACCTCCTTCAACTACGGTGCC 
Ala Gin Lys Val Ala Arg Thr Leu Pro Thr Ser Phe Asn Tyr Gly Ala 

490 500 510 52Ó
I I I I

ATCAAAGCGACCCGGGTCACCGAGGTGCTTTACCGGATGAAGAGGGCC 
Ile Lys Ala Thr Arg Val Thr Glu Val Leu Tyr Arg MET Lys Arg Ala

Ryc. 2. Fragment sekwencji nukleotydów i aminokwasów kodujących białko VP1 wirusa pry­
szczycy typu Ol Zduńska Wola (wg 13). Zaznaczone różnice dotyczą porównania z typem Ol 
Campos.
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Pryszczycy prowadzone są również badania w tym kierunku (13). Została 
określona sekwencja nukleotydów fragmentu cDNA kodującego białko VP1 
wirusa typu O. Materiałem do badań był nabłonek z pęcherzy pryszczyco­
wych pochodzący z kolekcji Zakładu. Po wyizolowaniu wirusowego RNA wy­
konano reakcję odwrotnej transkrypcji. Do powielenia metodą PCR wybrano 
region kodujący białko VP1, zawarty między 22 a 694 parą zasad. Fragment 
cDNA o długości 672 pz sklonowane w wektorze plazmidowym pBS(+). Pla­
zmidy zawierające sklonowane fragmenty DNA transformowano w bakterie 
E. coli MV1193. Plazmidowy DNA izolowano z klonów bakterii tworzących 
na podłożu selekcjonującym transformanty, bezbarwne kolonie. Po spraw­
dzeniu za pomocą analizy restrykcyjnej skuteczności klonowania otrzymano 
jednoniciową formę DNA, która posłużyła do ustalenia sekwencji sklonowa­
nego fragmentu metodą Sangera. Otrzymaną sekwencję nukleotydową po­
równano z wcześniej opublikowanymi (14). Wykazano podobieństwo bada­
nego serotypu do Ol Campos. Różnice dotyczą dziesięciu nukleotydów. Pięć 
z nich występuje w zmiennym regionie między 390 a 430 parą zasad, co 
spowodowało zmianę dwóch aminokwasów (ryc. 2).

Podjęte badania są kontynuowane, gdyż nie ulega wątpliwości, że prysz­
czycą nadal stanowi aktualny, ważny problem epizootiologiczny i ekonomi­
czny. Z tego względu istnieje stała potrzeba doskonalenia metod labo­
ratoryjnego jej rozpoznawania, opierając się na postępie naukowo-tech­
nicznym.
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Foot and mouth disease (FMD) — actual diagnostic methods

Summary

This paper describes the present FMD epizootic sytuation and virus isolation and identifi­
cation methods, including new molecular biology diagnostic techniques.
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(VN), ELISA, PCR.
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