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1. Wstep

ryszczyca jest klasyczng epizootia wywotang przez zjadliwy wirus o zna-
Pcznej opornosci na wplywy Srodowiska zewnetrznego. Na zakazenie na-

turalne wrazliwe jest przede wszystkim bydto, Swinie, kozy, owce oraz dzikie
zwierzeta racicowe. Wirus wystepuje w siedmiu typach serologicznych: A, O,

C, SATI, SAT2, SAT3 i Asia 1. Przebycie choroby pozostawia odpornos¢ na
powtdrne zakazenie tym samym typem zarazka (1).

W 1991 r. Europa zostata uznana za region wolny od pryszczycy. Na
podstawie ustalen Unii Europejskiej wprowadzono zakaz szczepien i ograni-
czono import zwierzat wytacznie do krajéw wolnych od pryszczycy i nie wy-
konujacych szczepien ochronnych od co najmniej 12 miesiecy. Obecnie, istotne
znaczenie ma ochrona przed przeniesieniem zarazka z regionéw bezpos$rednio
graniczacych z Europa, gdyz pryszczyca nalezy do choréb o bardzo duzej
dynamice szerzenia sie. Dotyczy to zwlaszcza Turcji i terendw bylego ZSRR.
Europejska Komisja Kontroli Pryszczycy FAO podejmuje od wielu lat odpo-
wiednie dziatania w tzw. strefie buforowej, ktora przebiegata poczatkowo na
terenach europejskiej czesci Turcji (Tracja), a ostatnio zostata przesunieta
na tereny zachodniej Anatolii w ktérej choroba wystepuje endemicznie. Po-
waznym zagrozeniem dla Europy sg ogniska w innych regionach S$wiata,
dotyczy to Afryki i Azji. Zagrozenie stanowi rowniez Ameryka Potudniowa.
Strefe buforowa z pdinocnag czescig kontynentu amerykanskiego utrzymuje
sie na terytorium Kolumbii graniczacym z Panama.

Fakt zaprzestania szczepieh wymaga zaostrzenia rygoréw weterynaryjnych
dotyczacych importu, prowadzenia badari monitorowych, a ponadto zobo-
wiazuje do statej gotowosci diagnostycznej umozliwiajacej identyfikacje wi-
rusa. Szybka, laboratoryjna diagnoza jest zasadniczym warunkiem skutecz-
nego zwalczania choroby. Z uwagi na niebezpieczehstwo rozsiania zarazka
badania rozpoznawcze wykonuje sie w speejalnie do tego celu przystosowa-
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nych laboratoriach. W Polsce prowadzi je Zaklad Pryszezyey Panstwowego
Instytutu Weterynaryjnego w Zdunskiej Woli.

2. Pobieranie i przesytanie préb do badan

Niezawodno$¢ wynikéw laboratoryjnyeh zalezy od jakosei materiatu klini-
cznego. Do badcin rozpoznawczych w kierunku pryszczycy uz}rwany jest na-
btonek ze Swiezych pecherzy. Wirus moze by¢ wykryty, jezeli probki sg po-
bierane nie pézniej niz w ciggu 4 dni od wystapienia zmian ehorobowych.
Nalezy pobra¢ mozliwie jak najwiecej materiatu. Gdy epithelium jest niedo-
stepne moga by¢ pobrane probki ptynu przetykowo-gardtowego, krwi oraz
mleko. Piyn przetykowo-gardtowy zawierajgey komarki nabtonkowe pobiera
sie rowniez w celu stwierdzenia nosicielstwa wirusa [Probang Test). Okres
nosieielstwa u bydia wynosi 2-3 lata, u owiec do 9 miesiecy. Pobrany ma-
teriat nie moze by¢ zanieezyszezony krwig i treScig pokarmowa.

Prébki do badan powinny by¢ pobrane sterylnie i umieszezone w szezelnie
zamknietej, oznakowanej buteleezee z roztworem o pH 7,2-7,6 skladajgcym
sie z PBS (buforowany fosforanami roztwor fizjotogiczny) i glicerolu w réw-
nych objetosciach. Materiat zakazny powinien by¢ wlaseiwie opakowany i trans-
portowany, aby unikna¢ jego zanieczyszczenia i zniszezenia, jak réwniez
zanieezyszczenia $rodkow transportu i rozsiania zarazka. W tym celu zaleea
sie, aby buteleezke z odpowiednio pobranym materiatem umiesei¢ w wodo-
odpornym pojemniku, ktéry natezy zaplombowac i zdezynfekowaé. Nastepnie
wskazane jest opakowanie w dwa kolejne, odporne na wstrzasy, zdezynfeko-
wane pojemniki. Po starannym zamknigeiu, przesytka z dokiadnym pismem
przewodnim powinna by¢ transportowana w chlodzie, ale nie zamrozona.

3. Metody wykazywania obecnosci wirusa

3.1. Test ELISA

Od wielu lat powszechnie stosowang metodg do typowania wirusa prysz-
ezyey byt odczyn wigzania dopetniacza (2). Znaczny postep w badaniach diag-
nostycznych uzyskano dzieki wprowadzeniu przez Hamblina testu ELISA (3-5).
Ze wzgledu na wyzszg czutos¢ (ok. 1000 razy od OWD) i specyficzno$é, metoda
ta jest rekomendowana przez Komisje Standardéw Miedzynarodowego Urzedu
do Spraw Epizootii (OIE) do identyfikaeji wirusa. Od 1993 r. posredni test
ELISA {indirect sandwich ELISA) jest teehnikg rutynowo stosowang w Zakta-
dzie Pryszezyey. Test wykonuje sie na mikroptytce Maxi Sorp F96 firmy Nunc
wg schematu:

1. Optaszezenie ptytki homologiezng, antypryszczyeows, kroliczg surowicg
(przed dodaniem kazdego nastepnego reagentu ptytke ptucze sie w eetu usu-
niecia nie zwigzanego skitadnika reakeji).

2. Inkubacja z testowanymi prébami.
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3. Inkubacja z homologiczng, antypryszczycowsa surowicg swinki morskiej.

4. Reakcja z koniugatem (znakowane peroksydaza krolieze 1gG przeeiwko
immunoglobulinom $winki morskigj).

5. Wywotanie reakcji barwnej (substrat: chlorowodorek o-fenylenodiaminy).

Reakeje immunoenzymatyczng hamuje sie H2SO4. Wyniki analizowane sg
spektrofotometrycznie przy A492 na czytniku mikroptytek firmy Dynatech.

3.2. Préba biologiczna

W celu wykazania obeenos$ei wirusa w badanym materiale zakaza sie
$winki morskie i oseski mysie. Swinki morskie zakaza sie przez wtareie ba-
danej zawiesiny w skaryfikowane opuszki tylnych tapek. Proces zapalny i po-
wstanie pecherza po okoto 48 godzinach $wiadczg o wyniku pozytywnym.
W tym przypadku materiat zebrany z miejsc zmienionych chorobowo jest
identyfikowany serologieznie. Oseski mysie, 2-7-dniowe zakaza sie badanym
materiatem dootrzewnowe, a padie po okoto 5 dniach bada sie za pomocg
odczynéw serologicznych.

3.3. Zakazenie hodowli komérek

Istotne znaezenie w doskonaleniu metod rozpoznawczyeh w Kierunku pry-
szezyey miato wprowadzenie hodowli komdérek. Informacje na ten temat za-
warte sg w pracy Paprockiej i Kesego (6). Do izolacji wirusa pryszczycy po-
lecane sg przede wszystkim hodowle komaérek tarezycy i nerki cieleeej, nerki
Swini oraz ciagte linie komérek BHK-21 i IB-RS-2. W badaniach wykonanych
w Zaktadzie Pryszezyey wykazano, ze zawiesina komorek uzyskana metoda
trypsynizaeji z tkanki ptodowej bydia (nerki), tarczyey cielat oraz z nerek
prosiagt moze by¢ poddawaina giebokiemu zamrozeniu i zachowuje niezmie-
niony potenejat wzrostowy przez co najmniej 6 miesieey (7). Wirus pryszczycy
wywotuje wyrazny efekt cytopatyczny, co w przypadku pozytywnym pozwala
na jego izolacje i identyfikacje.

4. Badania serologiczne

w celu okreslenia obecnosci i ilosci jjrzeciwciat w surowicach zwierzat,
w Zakladzie Pryszczycy wykonuje sie odc2yn seroneutreilizacji (SN) i test ELISA.

4.1. Odczyn seroneutralizacji

Do wykrywania przeciwciat neutralizujacych wirus pryszczycy stosuje sie
mikroodczyn seroneutralizacji z udziatem wymienionych hodowli komoérek.
Jest to metoda ekonomiczna, efektywna, a uzyskane wyniki sg zgodne z kla-
sycznym odczynem seroneutralizacji prob6éwkowej. Do odczynu uzywane sa
ptaskodenne mikroptytki firmy Nunc. Sposob jego wykonania jest og6lnie
znany i zgodny z zasadami obowigzujagcymi 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 badan monitorowych majacych
na celu ocene sytuacji epizootiologicznej odnosnie do pryszczycy oraz do ba-
dan skriningowych w zakresie eksportu i importu. Test jest szczeg6lnie przy-
datny do wykonywania badan na szeroka skale. Poréwnanie z odczynem sero-
neutralizacji wskazuje na jego wysokg czutos¢ i specidicznosé (9-11). Przedsta-
wiony na rycinie 1 test wykonuje sie w ptaskodennych mikroptytkach Maxi
Sorp F96 firmy Nunc, natomiast mieszaning antygen/surowica inkubuje sie
w mikroptytkach okragtodennych. Sposéb wykonania jest nastepujacy:
| dzien

1. Optaszczenie ptytki homotogiczna, antypryszczycowa, kréticza surowica

(przed dodaniem kolejnego reagentu ptytke ptucze sie).
2. Przygotowanie mieszaniny: antygen-badana surowica [liquid-phase).

Il dzien
. 1. Do odpowiednich zagtebien optaszczonej ptytki przenosi sie mieszanine
antygen/badana surowica.
2. Inkubacja z homologiczna, antypryszczycowag surowicg $winki morskiej.
3. Reakcja z koniugatem (znakowane peroksydazg krélicze 1gG przeciwko
immunoglobulinom $winki morskigj).
4. Wywotanie reakcji barwnej (substrat: chlorowodorek o-fenylenodiaminy).
Reakcje hamuje sie H2SO4, a wyniki analizuje spektrofotometrycznie.

surowica badana/wirus
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I g « o o £
o\ + 4- JS | « 1 e o o o %
A L + X i Q&v + L] e o o
E - 00
antypryszczycows antypryszczycowg koniugat substrat
surowica kroiicza surowica $v/ki

morskiej

Ryc. 1. Wykiywanie przeciwciat testem ELISA (wg 10).
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5. Metody biologii molekularnej

Wirus pryszczycy posiada jednoniciowy RNA o diugosci 8000 nukleotyddw.
W skiad kapsydu wirusa wchodzg cztery strukturalne polipeptydy, z ktorych
VP1 jest gtéwnym biatkiem immunogennym. W ostatnich latach nastgpit
znaczny postep w badaniach diagnostycznych na poziomie genetycznym.
Donn i wsp. (12) wykazali na podstawie badan poréwnawczych materiatéw
pobranych od zakazonych zwierzat, wiekszg czutos¢ techniki PCR do wykry-
wania cDNA wirusa pryszczycy, od metody izolowania wirusa w hodowli ko-
morek. Nowe techniki diagnostyczne pozwalajace na porownywanie sekwencji
nukleotydowej materiatu genetycznego staty sie pomocne w razie stwierdze-
nia ogniska choroby i potrzeby ustalenia Zrédta pochodzenia infekcji. Kla-
syczne metody typowania wirusa sa w tym przypadku mato precyzyjne i niewy-
starczajgee. Obeenie, molekularna epizootiologia pryszczycy opiera sie gtéwnie
na analizowaniu roznic genetycznych miedzy izolatami wirusa. W Zakladzie

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
. — [ ] —
CCAACTGCTTACCACAAGGCACCACTCACCCGGCTTGCCCTGCCCTAC
Pro Thr Ala Tyr His Lys Ala Pro Leu Thr Arg Leu Ala Leu Pro Tyr
340 350 360 370 380

. — [ | — ]
ACCGCGCCCCACCGCGTGTTGGCAACCGTGTACAACGGTGAGTGCAGG
Thr Ala Pro His Arg Val Leu Ala Thr Val Tyr Asn Gly Glu Cys Arg
390 400 410 420 430
c | C T C G |
TACAGTAGAAATGCTGTGCCAAACGGGAGAGGTGATCTTCAGATGTTG
Tyr Ser Arg Asn Ala Val Pro Asn Gly Arg Gly Asp Leu Gin MET Leu
Val Val
440 450 460 ____ 40 480
[ —] [ —] —]
GCTCAAAAGGTGGCACGGACGCTGCCTACCTCCTTCAACTACGGTGCC
Ala Gin Lys Val Ala Arg Thr Leu Pro Thr Ser Phe Asn Tyr Gly Ala
490 500 510 520

| | | |
ATCAAAGCGACCCGGGTCACCGAGGTGCTTTACCGGATGAAGAGGGCC
lle Lys Ala Thr Arg Val Thr Glu Val Leu Tyr Arg MET Lys Arg Ala

Ryc. 2. Fragment sekwencji nukleotyddw i aminokwaséw kodujacych biatko VP1 wirusa pry-
szczycy typu Ol Zdunska Wola (wg 13). Zaznaczone rdznice dotyczg poréwnania z typem Ol
Campos.
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Pryszczycy prowadzone sa réwniez badania w tym kierunku (13). Zostata
okreslona sekwencja nukleotydéw fragmentu cDNA kodujgcego biatko VP1
wirusa typu O. Materiatem do badan byt nabtonek z pecherzy pryszczyco-
wych pochodzacy z kolekcji Zaktadu. Po wyizolowaniu wirusowego RNA wy-
konano reakcje odwrotnej transkrypcji. Do powielenia metodg PCR wybrano
region kodujacy biatko VP1, zawarty miedzy 22 a 694 para zasad. Fragment
cDNA o dhtugosci 672 pz sklonowane w wektorze plazmidowym pBS(+). Pla-
zmidy zawierajgce sklonowane fragmenty DNA transformowano w bakterie
E. coli MV1193. Plazmidowy DNA izolowano z klonéw bakterii tworzacych
na podtozu selekcjonujgcym transformanty, bezbarwne kolonie. Po spraw-
dzeniu za pomoca analizy restrykcyjnej skutecznosci klonowania otrzymano
jednoniciowa forme DNA, ktéra postuzyta do ustalenia sekwencji sklonowa-
nego fragmentu metodg Sangera. Otrzymang sekwencje nukleotydowsg po-
rownano z weczesniej opublikowanymi (14). Wykazano podobieristwo bada-
nego serotypu do Ol Campos. Roznice dotyczg dziesieciu nukleotydéw. Piec
z nich wystepuje w zmiennym regionie miedzy 390 a 430 parg zasad, co
spowodowato zmiane dwoch aminokwaséw (ryc. 2).

Podjete badania sg kontynuowane, gdyz nie ulega watpliwosci, ze prysz-
czycg nadal stanowi aktualny, wazny problem epizootiologiczny i ekonomi-
czny. Z tego wzgledu istnieje stata potrzeba doskonalenia metod labo-
ratoryjnego jej rozpoznawania, opierajgc sie na postepie 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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