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Choroba pecherzykowa Swin
— aktualne metody diagnostyczne

Zaktad Pryszczycy Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego, ul. Wodna 7, 98-220 Zduriska Wola

Aktualna sytuacja epizootyczna w zakresie
choroby pecherzykowej Swii na Swiecie

Choroba pgcherzykowa §win (ang. Swine Vesicular
Disease — SVD) jest zarazliwa choroba wirusowa wy-
stepujaca w warunkach naturalnych u §win 1 dzikéw.
Choroba przebiega ze zmianami pecherzowymi umie;j-
scowionymi w przestrzeniach mi¢dzyracicowych, na
piqtkach koronkach racic, skorze srodrqcza 1 §rodsto-
p1a tarczy ryjowej i blonach §luzowych jamy gebo-
wej, a takze u macior na gruczole mlekowym i war-
gach sromowych, a u knuré6w na skérze napletka. Po-
staci pecherzowej towarzyszy¢ moze forma nerwowa;
wystquJe ona sporadyczme 1 moze sig 16znic¢ obja—
wami klinicznymi i przebleglem Objawy ze strony
uktadu nerwowego pojawiajg si¢ zazwyczaj u zwie-
rzat starszych, w kilka dni po wystapieniu pqcherzy 1
spowodowane sa nieropnym zapaleniem mozgu i opon
mozgowych (14, 18, 24). U zwierzat chorych obser-
wuje si¢ drgawki, farcie ryjem, gryzienie Krat, pienisty
wyciek z pyska oraz ruchy manezowe. Czas trwania
choroby jest krotki; smiertelno§¢ dochodzi do 100%.

Przebieg choroby moze by¢ ostry badz lagodny, zda-
rza sig jednak, ze przybiera forme bezobjawowa, sub-
kliniczna. Uzaleznione to jest od szczepu, dawki wi-
rusa oraz drogi zakazenia i na og6t dotyczy zwierzat,
ktore droga pokarmowa zetknely sie z mata dawka
wirusa. Forma ta charakteryzuje si¢ brakiem objawow
klinicznych, przy rownoczesnym pojawieniu sie w
surowicy krwi przeciwcial o wysokim mianie.

Powszechnie stosowanymi metodami zwalczania
SVD jest wybijanie i niszczenie chorych i podejrza-
nych o zachorowanie $§win (ang. ,,stamping out™) oraz
kontrola i ograniczenie przemieszczania sie zwierzat.

Czynnikiem patogennym wywolujacym SVD jest
enterowirus §win, z rodziny Picornaviridae, rodzaju
Enterovirus. Wlasciwosci morfologiczne oraz sktad
chemiczny wirusa SVD sa zblizone do wirusa prysz-
czycy, natomiast jego znaczna oporno$¢ na czynniki
chemiczne i fizyczne zdecydowanie odrézniaja go od
innych enterowirusow (13). Wirus choroby pecherzy-
kowej swin wykazuje antygenowe 1 genetyczne pokre-
wienstwo z ludzkim wirusem Coxackie B-5 (4, 10,
21, 30).

Chorobg pgcherzykowa $win stwierdzono po raz
pierwszy w pazdzierniku 1966 r. na dwoch fermach w
Lombardii (Wtochy) (25). W latach 70-tych obserwo-

wano rozprzestrzenianie si¢ choroby w licznych kra-
jach Europy i Azji Wschodniej (5, 7, 16, 17, 32). W
Polsce choroba pgcherzykowa swin wystapita po raz
pierwszy w 1972 r., a w nastgpnym roku wykazano
liczne jej ogniska w réznych rejonach kraju (37). W
tym samym roku, w dostarczonym z Polski do Swia-
towego Laboratorlum Referencyjnego (Pirbright),
materiale klinicznym wyizolowano wirusa, okreslajac
go jako szczep Poland 73 (38).

Ze wzgledu na duza inwazyjnos¢ zarazka oraz znacz-
ne straty ekonomiczne wywotane choroba w hodowli
trzody chlewnej, uznano ja za zwalczang z urzedu i
podlegajaca obowiazkowi zgtaszania stuzbie wetery-
naryjnej (22). Obecnie, Polska posiada status kraju
wolnego od SVD. W niektérych krajach Europy Za-
chodniej (Wlochy, Holandia i Hiszpania) sytuacja w
tym zakresie jest mniej korzystna, gdyz sporadycznie
odnotowuje si¢ tam ogniska choroby (3).

Diagnostyka laboratoryjna
choroby pecherzykowej $win

Szybka 1 niezawodna diagnostyka choroby peche-
rzykowej $win jest podstawowym warunkiem jej zwal-
czania. Poniewaz SVD jest klinicznie nieodrdznialna
od pryszczycy (19), podstawg do jej rozpoznania sa
wyniki badan laboratoryjnych potwierdzajacych obec-
nos¢ wirusa SVD lub specyficznych przeciwciat neu-
tralizujacych. Do badan wirusologicznych, najodpo-
wiedniejszym materiatem diagnostycznym sg $ciany
pecherzy. Poniewaz material moze zawiera¢ wirus
pryszczycy, powinien by¢ transportowany w warun-
kach sprzyjajacych jego konserwacji, tzn. w temp. 4°C,
w buforze PBS/gliceryna, pH 7,2-7,6 (w proporcji 1:1).
Do badan serologicznych wykorzystuje sie surowice
krwi, w ktorej oznacza si¢ specyficzne przeciwciata
neutralizujace wirusa SVD. Badania takie wykonuje
sie w przypadku podejrzenia zwierzecia o przechoro-
wanie lub gdy choroba miata przebieg bezobjawowy,
a takze gdy zachodzi potrzeba oceny sytuacji epizo-
otycznej wsrod poglowia $win.

Pierwszy etap badan rozpoznawczych, majacych na
celu réznicowanie wirusa pryszczycy i SVD w mate-
riale klinicznym, polega na zastosowaniu testu immu-
noenzymatycznego (ELISA) lub odczynu wigzania do-
pelniacza (OWD). Ponadto, badanymi prébkami za-
kazane sa pierwotne hodowle komoérek nerki $winiskiej



lub hodowle komorek linii ciaglej IB-RS-2, w ktorych
namnazajq sig zarobwno wirus SVD jak i pryszczycy.
Réwnolegle zakazenie pierwotnej hodowli komorek
tarczycy lub nerki cielecej, ewentualnie hodowli ko-
mérek linii ciagtej BHK-21 wrazliwych na zakaZenie
wirusem pryszczycy, pozwala na roznicowanie tych
wirusow. Materiaty uzyskane po zakazeniu hodowli
sg identyfikowane testem ELISA lub OWD. W przy-
padku braku zmian w hodowli (CPE) wywolywanych
obecnoscia wirusa, wykonywane s trzy $lepe pasaze.
Aktualnie zalecana przez OIE (20) metoda identyfi-
kacji wirusa choroby pecherzykowej $win jest posredni
test ELISA. Odczyn ten, z powodu relatywnie wyso-
kiej czutosci, specyficznosci oraz krotkiego czasu
wykonania (33), jest najpowszechniej stosowang me-
toda diagnostyczna. W 1993 r., test ten zostal wdrozo-
ny do rutynowych badan diagnostycznych prowadzo-
nych w Zakladzie Pryszczycy PIWet. (27).

W celu oznaczenia roznic antygenowych wyizolo-
wanych szczepdéw wirusa SVD, coraz powszechniej
na $wiecie stosuje si¢ metody immunoenzymatyczne
oparte o przeciwciata monoklonalne (Mabs). Badacze
z Istituto Zooprofilattico Sperimentale w Bresci (Wio-
chy) wyprodukowali zestawy Mabs, przeciwko szcze-
pom SVDV z 1973 r. (R178) 1 1991 r. (R1046), ktore
zastosowali do okreslenia roznic antygenowych 81 eu-
ropejskich izolatow SVDV (36). Uzyskane wyniki
okazaly si¢ bardzo uzyteczne w badaniach epidemio-
logicznych ognisk chorobowych SVD w Europie. Ze-
staw Mabs przeciwko SVDV UKG27/72 wykorzysta-
no réwniez do oceny réznic antygenowych wybranych
izolatow SVDV i wirusa Coxackie (21).

Dynamiczny rozwoj biologii molekularnej przyczy-
nit sie do znacznego rozwoju diagnostyki chorob wi-
rusowych zwierzat. Reakcja fancuchowej polimeryza-
cji — PCR (23, 35) znalazla szerokie zastosowanie w
rozpoznawaniu szeregu chorob, w tym réwniez wy-
wotlanych przez enterowirusy (34). Pierwsze doniesie-
nie opisujace zastosowanie nowe;j techniki w diagno-
styce laboratoryjnej wirusa choroby pecherzykowej
$win, ukazato sie w 1995 r. z Zakfadu Pryszczycy w
Zdunskiej Woli (29). Autorzy, do identyfikacji wiru-
sowego RNA w zakazonych hodowlach tkankowych
(29) oraz materiatach klinicznych (15, 28), zastoso-
wali specyficzne primery flankujace sekwencje RNA
z rejonu konserwatywnego genomu (2A) oraz fragmen-
tu charakteryzujacego sig stosunkowo wysokim stop-
niem mutacji (VP1). W ostatnim okresie, metoda zo-
stata udoskonalona i rozszerzona o techniki szczego-
towej analizy produktéw amplifikacji metodami bez-
posredniego sekwencjonowania (30, 31). Do izolacji
wirusowego RNA zastosowano komercyjnie dostep-
ny zestaw RNAsy (QIAGEN, Hilden), ktéry pozwala
otrzyma¢ material genetyczny w ciagu 15 min., i co
istotne, nie wymaga uzycia jak ma to miejsce w meto-
dach konwencjonalnych, niebezpiecznych dla zdrowia
organicznych reagentow takich jak fenol i chloroform.
Ponadto, eliminuje koniecznos¢ stosowania czaso-

chlonnych metod oczyszczania w gradiencie CsCl lub
sacharozy. Reakcje RT-PCR wykonuje si¢ wykorzy-
stujac wygodny i prosty w zastosowaniu zestaw Ready-
-To-Go You-Prime First-Strand Beads (Pharmacia),
dzieki ktoremu cata procedura syntezy cDNA i jego
amplifikacji zostaje skrocona do ok. 5 godzin. Uzy-
skane produkty PCR analizuje sig stosujac automatycz-
ny system do elektroforezy i barwienia PhastSystem
(Pharmacia), a zele analizuje wykorzystujac Gel Do-
cumentation System Imagistore 5000 (U.K.). Podsta-
wowym warunkiem uzyskania wiarygodnych wynikéw
reakcji cyklicznego sekwencjonowania jest uzycie
oczyszezonych produktéow PCR. W tym celu, wyko-
nuje sig elektroforezg produktow amplifikacji w 1.5%
agarozie, z ktorej fragmenty DNA ekstrahuje sig przy
zastosowaniu zestawu QIAquick Gel Extraction kit
(QIAGEN). Reakcje cyklicznego sekwencjonowania
wykonuje sig z zastosowaniem mieszaniny ze znako-
wanym [¢-P**]CTP, a produkty sekwencjonowania, po
oczyszezeniu przy uzyciu zestawu QIAquick Nucle-
otide Removal kit (QIAGEN) rozdziela sig elektrofo-
retycznie i zele analizuje metoda autoradiografii. Po-
wyzszy sposob identyfikacji wirusowego RNA jest
stosowany w Zakladzie Pryszczycy PIWet., jako uzu-
pelniajacy i potwierdzajacy wymienione wczesniej
konwencjonalne metody diagnostyczne. W laborato-
riach wyposazonych w automatyczne systemy do se-
kwencjonowania, procedura cyklicznego sekwencjo-
nowania wykonywana jest z wyznakowanymi fluore-
scencyjnie primerami lub ddNTPs, co znacznie ula-
twia i przyspiesza wykonanie badania.

Jak wspomniano wcze$niej, czesto z powodu wy-
stgpowania bezobjawowej formy choroby pecherzy-
kowej éwin, jedynymi metodami jej diagnozowania sa
odczyny serologiczne umozliwiajace oceng statusu im-
munologicznego poglowia §wifi, poprzez wykrywanie
swoistych przeciweial dla wirusa SVD. Wéréd wielu
znanych metod (8, 9), odezyn seroneutralizacji (SN)
oraz ELISA, zalecane sa przez OIE (20), jako kontrol-
ne w handlu zwierzetami. Odczyn SN, wykonywany
zgodnie z metoda opisana przez Goldinga i wsp. (9),
jest polecany jako standardowy test do wykrywania 1
ilo§ciowej oceny przeciwciat SVD. Jednakze, z po-
wodu ograniczen wynikajacych ze stosunkowo duzej
praco- i czasochtonnosci (2-3 dni), a takze konieczno-
$ci posiadania hodowli wrazliwych tkanek oraz mani-
pulacji z zywym wirusem, odczyn ten ma ograniczone
zastosowanie w przypadku prowadzonych na szeroka
skale badan screeningowych surowic $winskich 1 dla-
tego stosowany jest gléwnie w przypadku badan od-
wotawczych. Z drugiej jednak strony, nalezy zazna-
czyé, ze dotychczas stosowane metody ELISA, choc
znacznie szybsze i mniej pracochtonne, dawaty czg-
sto falszywie-dodatnie wyniki spowodowane, jak sig
powszechnie uwaza, obecno$cia w surowicy Swin prze-
ciwcial dla innych, dotychczas nierozpoznanych ente-
rowirusow (20). W ostatnich latach opracowano sze-
reg modyfikacji testu ELISA, wykorzystywanego do



badan serologicznych. Sprawdzony w badaniach su-
rowic bydlecych w kierunku przeciwcial pryszezyco-
wych, tzw. ,,liquid-phase” blockin ELISA (LPBE) (11,
12, 26), stanowit podstawe¢ wprowadzenia tzw. bez-
posredmego (6) i posredniego odczynu ELISA (1) do
wykrywania i miareczkowania przeciwciat SVD. Test
w formie posredniej, do konca 1996 r. stosowany byt
w Zak}adzie Pryszczycy do rutynowych badafh moni-
torowych surowic $winskich (27). Z powodu stwier-
dzanych wynikéw watpliwych, falszywie-pozytyw-
nych (ok. 5%), zastapiono go zalecanym przez OIE
(20), a opracowanym przez Brocchi i wsp. (2), tzw.
MAC-ELISA, opartym na zasadzie wspotzawodnic-
twa specyficznych przeciwciat z przeciwciatami mo-
noklonalnymi (anty-SVD Mab/5B7). Wysoka czutos¢
i swoisto$¢ reakcji gwarantowana stosowaniem Mabs
oraz niewielki odsetek wynikow fatszywie dodatnich
(0,45%), sprawity, ze metoda ta uznana zostata obec-
nie za najbardziej wiarygodna sposrod dotychczas sto-
sowanych (2). W pierwszym etapie ww. metody anty-
gen wiazany jest do podtoza ptytki za posrednictwem
Mab 5B7, jako przec1wc1al chwytajacych, a zdolno$¢
testowanych surowic do hamowania w1qzan1a si¢ ko-
niugatu (HRP-Mab 5B7) do antygenu oceniana jest na
podstaw1e reakcji barwnej z substratem (OPD). Zgod-
nie z przyjeta procedura, wszystkle surowice osiaga-
jace 70-80% hamowania w rozcienczeniu 1/7,5 trak-
towane sa jako dodatnie.

Wyniki badan serologicznych wykonywanych od
kilku lat w laboratorium w Zdunskiej Woli, ktorych
celem jest ocena sytuacji epizootycznej naszego kraju
w zakresie SVD potwierdzaja, ze Polska pozostaje kra-
jem wolnym od tej choroby. Stwierdzany corocznie
niewielki odsetek (ok. 0,1%) surowic pozytywnych
utrzymuje si¢ niezmiennie na tym samym poziomie
od kilku lat i miesci si¢ w granicach bledu stosowa-
nych metod badawczych, jak réwniez moze wynikac¢
z nieswoistych reakcji krzyzowych z innymi, dotych-
czas niezidentyfikowanymi mikroorganizmami anty-
genowo zblizonymi do wirusa SVD.

Jak wynika z przedstawionego przegladu pi$mien-
nictwa, w ostatnich latach nastapit znaczny postgp w
dlagnostyce laboratoryjnej choroby pQCherzykowej
$win dzieki wykorzystaniu nowych technik immuno-
logii 1 biologii molekularney.
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BROWNLIE J., BOOTH P. J., STEVENS D. A,,
COLLINS M. E.: Ekspresja nie cytopatycznego
wirusa biegunki bydla (BVDV) w oocytach i peche-
rzykach trwale zakazonego bydla. (Expression of
non-cytopathic bovine viral diarrhoea virus (BYDYV)
in oocytes and follicles of persistently infected cat-
tle). Vet. Rec. 141, 335-337, 1997 (13)

Transfer zarodkow bydta trwale zakazonego niecytopatycznym wirusem bie-
gunki bydta (BVDV) stanowi potencjalne niebezpieczenstwo rozprzestrzenie-
nia zakazenia. Przebadano wystepowanie antygenu tego wirusa i jego kwasu
nukleinowego w oocytach i w pecherzykach jajnikowych trzech kréw w wieku
16-19 miesiecy trwale zakazonych wirusem BVDV. Antygen wirusa wykryto w
preparatach histologicznych sporzadzonych z jajnikow stosujac w tescie immu-
nofluorescencji przeciwciata monoklonalne dla gp 33 i p. 80 wirusa BVDV.
Obecnos¢ RNA wirusa wykryto metoda hybrydyzacji. Ponad 18% pecherzykow
badanych byto zakazonych wirnsem BVDV, za$ w 6% pecherzykow byty zaka-
7one oocyty. Dlatego w technikach zaptadniania in vitro jak rowniez w transfe-
r7e sarodkow nalezy uwzglednia¢ mozliwo$¢ transmisji BVDV.
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