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przeciwko wirusowi choroby niebieskiego jezyka
w surowicy zwierzat sprowadzonych do Polski
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Niedbalski W., Kesy A.
Prevalence of antibodies specific to bluetongue virus (BTV) in animals imported to Poland

Summary

The aim of this study was to determine of seroprevalence of bluetongue (BT) virus specific antibodies in
susceptible animals imported into Poland after 15 June 2006 from Germany, the Netherlands, France and
Belgium. From 1 September to 31 December 2006, 5757 samples of sera supplied from 16 voivodeships were
tested by c-ELISA, and positive results were confirmed using agar gel immunodiffusion (AGID). Out of all
tested sera, only 3 samples from Zachodniopomorskie Voivodeship were found to be positive for antibodies to
BTV (0.05% of the total number of sera samples). The seroreagents were held on a farm in the Swidwin
district but their country of origin was the Netherlands. No virus was detected by RT-PCR in EDTA blood
samples taken from seroreagents. The results obtained in the National Veterinary Research Institute
confirmed by the Community Reference Laboratory for BT in Pirbright (England), where antibodies against

BTV-8 were detected in the supplied sera samples.
Keywords: bluetongue (BT), imported animals

Pojawienie si¢ nowej choroby zakaznej zapoczat-
kowuje zawsze szereg roznych dziatan o charakterze
administracyjno-sanitarnym. Jednym z nich jest pro-
wadzenie przegladow serologicznych zwierzat podat-
nych, podstawowego elementu oceny statusu immu-
nologlcznego badanej populacji. Odnosi si¢ to row-
niez do chordb transmisyjnych, o ktorych rozprzestrze-
nianiu decyduja wektory biologiczne. Obserwuje si,
ze granice wystgpowania wektorow wielu patogenow
ulegaja zmianom, z r6znych przyczyn, migdzy innymi
w wyniku ocieplania si¢ klimatu 1 wzrostu wilgot-
nosci powietrza. Choroba, ktéra w minionym roku spo-
wodowata ogromne problemy w Europie Zachodnie;,
byta choroba niebieskiego jezyka (bluetongue — BT),
ktora z powodu stwierdzenia po raz pierwszy w sierp-
niu 2006 r., znalazla si¢ w centrum zainteresowania
epidemiolo g(')w weterynaryjnych.

Choroba niebieskiego jezyka jest zakazna, lecz nie
zarazliwa choroba owiec oraz innych przezuwaczy
domowych 1 dzikich, wywolywana przez wirus z ro-
dzaju Orbivirus, rodzina Reoviridae. Dotychczas
rozpoznano 24 serotypy wirusa choroby niebieskiego
jezyka (BTV-1 do BTV-24). Wirus ten jest przeno-
szony przez wektory, owady klujaco-ssace z rodzaju
Culicoides (rodzina: kuczmany). W warunkach do-

swiadczalnych stwierdzono réwniez mozliwos¢ jego
przenoszenia przez nasienie, komorki jajowe 1 zarod-
ki (9). Wlasciwosci patogenne wirusa sa zmienne
1 pomimo tego, ze wszystkie przezuwacze sa na niego
podatne, choroba w postaci klinicznej objawia sig tyl-
ko u owiec. Przebieg BT u owiec zostat po raz pierw-
szy opisany pod koniec dziewigtnastego wieku w po-
hudniowej Afryce, gdzie prawdopodobme wystgpowata
ona endemicznie u przezuwaczy dzikich, od ktorych
zostala nastgpnie przeniesiona na owce rasy merynos,
ktore okazaly si¢ szczeg6Olnie podatne na patogenne
dziatanie wirusa (6). U owiec objawy kliniczne cho-
roby pojawiaja si¢ po 5-20 dniach od zakazenia. Ty-
powymi objawami klinicznymi BT sa: apatia, wzrost
wewngetrznej cieptoty ciata do 41-42°C, dusznosci, brak
taknienia 1 szybka utrata masy ciata oraz przekrwienie
1 owrzodzenie §luzéwki jamy ustnej, owrzodzenia
wokot otworow nosowych i $sluzowa wydzielina zmie-
szana z krwia, obrzek glowy, w szczegolnosci warg
1 jezyka, a takze niekiedy sinica warg 1 jezyka (stad
nazwa choroby). Ponadto wystepuje kulawizna z po-
wodu zapalenia migsni konczyn, koronki 1 tworzywa
racic oraz sztywny chod i niejednokrotnie zzucie puszki
racicowej. U cigzarnych samic czgsto dochodzi do
poronien. Po 8-10 dniach od zakazenia $miertelno$¢
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u owiec na kontynencie afrykanskim moze osiagaé
30%, natomiast w innych regionach $wiata jest znacz-
nie nizsza. Jednakze choroba powoduje duze straty
w hodowli, zar6wno w wyniku spowolnienia wzrostu
masy ciala, jak i utraty welny oraz nieptodnosci (4).
Pierwsze informacje o stwierdzeniu choroby niebie-
skiego jezyka w potudniowej czesci kontynentu afry-
kanskiego pojawity si¢ w 1870 r. (6). W 1943 r. og-
niska BT wykryto na Cyprze oraz w Izraelu, Stanach
Zjednoczonych, Portugalii, Hiszpanii, Pakistanie i In-
diach. Pierwsza, duza epizootia BT w Eu-
ropie miata miejsce w 1956 r. w Portugalii
1 Hiszpanii. Przez nastgpne 30 lat aktyw-
no$¢ wirusa BT oraz wystgpowanie choro-
by stwierdzano na kontynentach: amerykan-
skim, afrykanskim, azjatyckim oraz w Aus-
tralii, w strefie tropikalnej i subtropikalnej,
w przyblizeniu migdzy 40° szerokosci pot-
nocnej a 35° szerokos$ci potudniowej, gdzie
warunki klimatyczne i srodowiskowe sa
odpowiednie dla cyklu zyciowego wektora
(10). W efekcie Migdzynarodowy Urzad ;
ds. Epizootii (OIE) w Paryzu umiescit BT
na liscie chorob, ktére stanowia gtowna ba-
rier¢ w handlu migdzynarodowym zwierze-
tami i produktami zwierzgcego pochodze-
nia (2). W 1989 r. epizootia choroby nie-
bieskiego jezyka spowodowana przez 5 roz-
nych serotypoéw wirusa BT (BTV-1, 2,4, 9
116) rozszerzyta si¢ w kierunku pétnocnym
i przekroczyta 40° szeroko$ci potnocnej,
obejmujac obszar basenu Morza Srodziem-
nego 1 Potwyspu Batkanskiego. Na rozprze-
strzenianie si¢ BT miato wptyw kilka czyn-
nikow, migdzy innymi zmiany klimatycz-
ne prowadzqce do powigkszenia terytorium

Francja

7

gu — 3 (ryc. 1). W Laboratorium Referencyjnym UE
w Pirbright (Anglia) wykazano, Ze chorobg wywotat
wirus BT serotyp 8, ktoéry wczesniej nie wystgpowat
nigdzie, poza regionem Afryki subsaharyjskiej
(www.iah.bbsrc.ac.uk/dsRNAS8.htm).

Celem niniejszych badan byta ocena wystgpowania
przeciwcial przeciwko wirusowi choroby niebieskie-
go jezyka w surowicach zwierzat podatnych sprowa-
dzonych do Polski z krajéw UE (Niemcy, Holandia,
Francja 1 Belgia) po 15 czerwca 2006 r.

™0 Obszar ognisk BT-Holandia

I Obszar ognisk BT-Belgia

Il Obszar ognisk BT-Niewey

7] Obszar ognisk BT-Francja

771 Obszar ogrusk BT-Lukserburg
Obszar restrykeji UE

ogniska BT - 15 X1 2006

Ryec. 1. Choroba niebieskiego jezyka — sytuacja epizootyczna w krajach
UE w dniu 15.12.2006 r. (zgodnie z Department for Environment Food and
Rural Affairs, United Kingdom)

Tab. 1. Wyniki badan serologicznych byd}a i owiec w kierunku choroby
niebieskiego jezyka wykonanych w okresie od 1 pazdziernika do 31 grud-
nia 2006 r.

wystepowania gléwnego wektora Culico- Wojewddziwo Kraj pochodzenia zwierzat Hieaba surowie
ides imicola oraz udzial nowych Wektpréw ' U 4 badanych | dodatnich (%)
(C. obsoletus 1 C. pulicaris) w szerzeniu sig Dolnoslgskie o 152 0
wirusa na tych obszarach (3). : _ _ _ .

Nieoczekiwanie dla epidemiolog(')w we- Kujawsko-pomorskie Niemey, Holandia, Francja 171 0
terynaryjnych w sierpniu 2006 r., po raz |Lubelskie Niemey 518 0
pierwszy w historii, zasieg WyStonwanla Lubuskie Niemey, Francja, Holandia 767 0
BT przekroczyt 44° szerokosci poéinocne;j. o Niemey, Holandia s .
Pierwsze ognisko choroby stwierdzono _ —

18 sierpnia w potudniowej czesci Holan- |Matopolskie Niemoy 3 0

dii na fermie bydla w prowincji Limberg, |Mazowieckie Niemcy, Francja, Holandia 247 0
y p J g

blisko granicy z Belgia i Niemcami. W na- | g, /ckie Niemey 10 0

stepnych dniach ogniska BT odnotowano Podkarnacki " 61 0

w Belgii, Niemczech i we Francji. W okre- |'°**@"PacXe —

sieod 18 Sierpnia do 15 grudnia 2006r. Ogé_ Podlaskie Niemcy, Holandia, Francja 1419 0

tem stwierdzono 2036 ognisk choroby, przy - |pomorskie Niemey, Holandia, Francja 186 0

czym najwigksze nasilenie epizootii (830 |g askie Niemey . o

ognisk) mialo miejsce migdzy 4 pazdzier- | _ _ _

nika i25 listopada (www.efsa.europa.eu/en/ | SWietokizyskie Ll E (EIA ) a0 .

in focus/bluetongue/outbreak overview. |Warmifisko-mazurskie |Holandia, Niemey, Francja 423 0

htm). Nf leIe\? 15 gmdl?laghg:;blg (ingk;g:{ Wielkopolskie Niemcy, Holandia, Francja 469 0

nosita w: Niemczec elgii—

gz)llandii 456, Francji—5iw Lukgsembur- Zachodniopomorskie | Holandia, Francja, Niemcy, Belgia 1088 3 (0,27%)

2




78

Materiat i metody

Surowice. W czwartym kwartale 2006 r. przebadano
ogotem 5757 probek surowic od bydta i owiec sprowadzo-
nych do Polski z krajow UE, w ktorych BT stwierdzono po
18 sierpnia 2006 r. Probki przestaty powiatowe inspektora-
ty weterynarii ze wszystkich 16 wojewddztw (tab. 1).

Wykonanie. Badania serologiczne prowadzono testem
c-ELISA, a wyniki dodatnie potwierdzano metoda immu-
nodyfuzji w zelu agarozowym (AGID). Do odczynu
ELISA stosowano Bluetongue Virus Antibody Test Kit,
cELISA, firmy VMRD, Pulman-Albion, USA, nr kat.
287-2. Badanie wykonano zgodnie z zaleceniem producenta
zestawu. Czas wykonania badania wynosi okoto 2 godzin.

Schemat badania. Do odpowiednich zaglebien ptytki
dodawano po 25 pl surowic kontrolnych i badanych, i in-
kubowano przez 15 min. w temp. pokojowej (21-25°C). Po
zakonczeniu inkubacji zawarto$¢ ptytki usuwano. Do
wszystkich zaglebien dodawano po 25 pl koniugatu i inku-
bowano przez 15 min. w temp. pokojowe;j. Z zaglebien ptyt-
ki usuwano koniugat. Nastgpnie do wszystkich zaglebien
dodawano po okoto 300 pl buforu do przemywania i po
10-15 sekundach usuwano. Przemycie powtarzano 2-krot-
nie. Po przemyciu ptytki do wszystkich zaglebien doda-
wano po 50 pl substratu i inkubowano przez 10 min.
w temp. pokojowej (unikano ekspozycji na promieniowa-
nie stoneczne). W celu zahamowania reakcji barwnej do
wszystkich zagl¢bien dodawano po 50 ul roztworu hamu-
jacego i delikatnie wstrzasano ptytka. Wynik odczytywano
natychmiast przy dlugosci fali 620 nm. Surowice uznaje
si¢ za dodatnia, jesli jej wartos¢ OD wynosi < 50% s$red-
niej wartosci OD surowicy kontrolnej ujemne;.

Do odczynu immunodyfuzji w zelu agarozowym uzy-
wano Bluetongue Virus Antibody Test Kit, firmy VMRD,
Pulman-Albion, USA, nr kat. 288-100. W sktad tego zesta-
wu wchodzi antygen wirusa BT oraz surowica referencyj-
na dodatnia. Reakcja immunodyfuzji przebiegata w 0,9%
zelu agarozowym, w czasie 48 godzin. Wystapienie i ksztalt
linii precypitacyjnych powstatych w wyniku reakcji anty-
genu z surowicami kontrolnymi i badanymi oceniano po
24 1 48 godzinach inkubacji w temp. 22-25°C, w warun-
kach podwyzszonej wilgotnosci.

Wyniki i omowienie

Choroby niebieskiego jezyka nigdy dotychczas nie
odnotowano na terenie Polski. Rozpoczgte w pazdzier-
niku 2006 r. w laboratorium Zaktadu Pryszczycy
PIWet-PIB serologiczne badania przegladowe w kie-
runku przeciwciat swoistych dla wirusa BT maja na
celu wykrycie seroreagentow wsrod zwierzat impor-
towanych z obszaréw zagrozonych choroba. Badania
te wydaja si¢ szczegodlnie wazne w aspekcie rozwoju
sytuacji epizootycznej w Niemczech, gdzie odnotowuje
si¢ najwigkszy wzrost zachorowan, takze w kierunku
landow wschodnich (ryc. 1). Do chwili obecnej prze-
gladem objeto zwierzgta sprowadzone do Polski po
15 czerwca z krajow UE, w ktorych odnotowano cho-
robg niebieskiego jezyka (Niemcy, Holandia, Francja
i Belgia). Badania prowadzono zalecanym przez OIE
(2) testem c-ELISA, charakteryzujacym si¢ wysoka
czutoscia 1 specyficznoscia (1, 8). W metodzie tej nie
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stwierdza sig reakcji krzyzowych z wirusem krwotocz-
nej choroby zwierzyny ptowej (EHD), ktore wystepu-
jaw odczynie immunodyfuzji w zelu agarozowym (7).

Z ogolnej liczby przebadanych 5757 surowic zdecy-
dowana wigkszos¢ (ok. 99%) pochodzita od bydta, przy
czym ponad potowa probek z tej puli surowic zostata
pobrana od bydta sprowadzonego do Polski z Niemiec
(tab. 1). Najwigcej probek dostarczono z wojewodztw
podlaskiego 1 zachodniopomorskiego (ponad 40% ogodl-
nej liczby surowic). W badaniu metodami c-ELISA
1 AGID tylko w 3 (0,27%) probkach z wojewodztwa
zachodniopomorskiego stwierdzono przeciwcialta swo-
iste dla wirusa BT. Stanowi to ok. 0,05% ogolnej licz-
by surowic z terenu catego kraju. Zwierzeta serolo-
gicznie dodatnie pochodzity z gospodarstwa w powie-
cie $widwinskim. Bydto to sprowadzono do Polski
w dniu 7 sierpnia 2006 r., ze §wiadectwem zdrowia
wystawionym przez belgij skle stuzby weterynaryjne,

a ich miejscem pochodzenia byta Holandia. Od sero-
reagentow ponownie pobrano krew pelna w celu
potwierdzenia wyniku serologicznego oraz krew na
antykoagulant (EDTA) do badan wirusologicznych
metoda RT-PCR.

W surowicy potwierdzono obecno$¢ przeciwciat
swoistych dla BTV, natomiast w probkach krwi nie
wykryto wirusa pryszczycy. Nastepnie probki przesta-
no do Zaktadu Wirusologii PIWet-PIB w Putawach
— Krajowego Laboratorium Referencyjnego dla BT,
w ktorym potwierdzono pierwszy wynik. W celu osta-
tecznego potwierdzenia wynikow badan, materiaty
biologiczne natychmiast przestano do Laboratorium
Referencyjnego UE w Pirbright (Anglia). W dniu
02.11.2006 r. otrzymano wynik, ktory w petni potwier-
dzit dotychczasowe rozpoznanie. Jak przypuszczano,
w probkach surowic badanych w odczynie seroneu-
tralizacji stwierdzono przeciwciata swoiste dla BTV
serotyp 8. Na podstawie uzyskanych wynikow labora-
toryjnych nie mozna jednak stwierdzi¢ wystepowania
choroby niebieskiego jezyka w Polsce, bowiem wy-
kryto jedynie przeciwciata swoiste dla BTV, a nie wy-
kryto materiatu genetycznego wirusa. Ponadto, sero-
reagenty te zostaly sprowadzone do naszego kraju
z Holandii 1 nie stwierdzono reakcji serologicznych
u pozostatego bydia w stadzie. Dalsze badania prze-
gladowe przeprowadzone w gospodarstwie nie wyka-
zaty zadnych objawow klinicznych BT w stadzie 225
sztuk przetrzymywanego tam bydta. Jednakze, zgod-
nie z obowiazujacymi przepisami dotyczacymi zwal-
czania choroby niebieskiego jezyka (Dyrektywa Rady
2000/75/EWG z dnia 20 listopada 2000 r., Decyzja
Komisji 2005/393/WE z dnia 23 maja 2005 r. oraz
Decyzja Komisji 2006/577/WE z dnia 22 sierpnia
2006 . a takze ustawa z dnia 11 marca 2004 r. o ochro-
nie zdrowia zwierzat oraz zwalczaniu chorob zakaz-
nych — Dz.U. Nr 69, poz. 625, rozporzadzenie Minis-
tra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 12 maja 2004 r.
w sprawie zwalczania choroby niebieskiego jezyka —
Dz.U. Nr 125, poz. 1315) gospodarstwo objete zosta-
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to prewencyjnym nadzorem przez Powiatowego Le-
karza Weterynarii i zablokowane — wydano zakaz
wwozu i wywozu wszelkich zwierzat do i z gospodar-
stwa. Ponadto Gtowny Lekarz Weterynarii polecit zba-
danie wszystkich sztuk bydta znajdujacych si¢ w gos-
podarstwie, a takze zalecit hodowcom przezuwaczy
wystrzegania si¢ zakupu zwierzat z niewiadomego
zrddla, bezzwloczne zgtaszanie wszelkich przypadkow
podejrzenia choroby oraz zwalczanie owadow w po-
mieszczeniach, w ktorych przebywaja zwierzeta.
Przypuszcza si¢, ze na wystapienie choroby niebie-
sklego jezyka w Holandii, Belgii, Francji, Niemczech
i Luksemburgu, zasadniczy wplyw mla%y zmiany klima-
tyczne (upalne lato 1 iagodna jesien oraz zima) w tej
czesci Europy. Przyczynito sig to do zwigkszenia za-
siggu wystgpowania owadow z rodziny Culicoides,
ktére w odpowiedniej temperaturze 1 wilgotnosci za-
chowuja aktywnosc w Srodowisku. Ponadto, istnieja
doniesienia, Ze niektore rodzime gatunki kuczmanow
nabyly zdolno$¢ do przenoszenia wirusa. W Labora-
torium Referencyjnym OIE dla choroby niebieskiego
jezyka w Teramo we Wtoszech wykazano, ze owada-
mi, ktore przejety funkcje wektorow w czasie epizoo-
tii choroby w Holandii i Belgii sa rodzime Culicoides
dewulfi (www.oie.int/eng/press/en_061023.htm). Jest
to bardzo istotne odkrycie, poniewaz dowodzi, ze ognis-
ka BT nie musza by¢ zwiazane wylacznie z wektora-
mi pochodzenia afrykanskiego. Stwarza to niebezpie-
czenstwo epizootii we wszystkich regionach Europy,
ktére dotychczas uwazane byty za bezpleczne Ponie-
waz wektor przenoszacy wirusa BT moze wystgpo-
wac do 53° szerokosci potnocnej, co odpowiada linii
Gorzow—Torun—Biatystok, to oznacza, ze choroba
moze rozprzestrzeni¢ si¢ rowniez na terytorium na-
szego kraju. Ewentualne wystapienie choroby moze
przyczyni¢ si¢ do ogromnych strat ekonomicznych,
wynikajacych nie tylko z bezposrednich kosztow zwal-
czania choroby, ale przede wszystkim zwigzanych
z utratg rynkoéw zbytu, z powodu embarga natozonego
na zwierzgta 1 produkty zwierz¢cego pochodzenia (5).
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Zmiany klimatyczne oraz globalizacja i intensyfika-
cja miqdzynarodowego handlu zwierzgtami, a takze
rozw6j wymiany towarowej i komunikacji osobowe;j
sprzyjaja wzrostowi zagrozenia choroba niebieskiego
jezyka takze w Polsce. Obserwowane w listopadzie
2006 r. szerzenie sig epizootii BT na terenie Niemiec
obliguje nasze stuzby weterynaryjne do szczegdlnej
czujnosci, a laboratoria diagnostyczne do gotowosci
do szybkiego 1 precyzyjnego rozpoznawania choroby.
Jak wskazuja wyniki dotychczasowych badan przegla-
dowych wykonanych w laboratorium Zaktadu Prysz-
czycy PIWet-PIB, kontynuacja badan zwierzat spro-
wadzonych z krajow, w ktérych stwierdza si¢ choro-
be, jest konieczna dla oceny zagrozenia Polski choro-
ba niebieskiego jezyka.
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