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Pryszczyca (Foot-and-mouth disease � FMD) nale¿y
do najgro�niejszych chorób zaka�nych ssaków parzysto-
kopytnych, jest problemem o zasiêgu globalnym (3, 10).
Chorobê wywo³uje wirus z rodziny Picornaviridae, ro-
dzaju Aphthovirus wystêpuj¹cy w siedmiu serotypach:
O, A, C, Asia 1, SAT 1, SAT 2, SAT 3. Genom wirusa
stanowi jednoniciowy RNA o dodatniej polarno�ci, d³u-
go�ci oko³o 8500 nukleotydów. RNA jest matryc¹ do
syntezy pojedynczego bia³ka, które jest nastêpnie roz-
szczepiane do odpowiednich bia³ek funkcjonalnych (5).
Zasadniczym warunkiem skutecznego zwalczania FMD
jest szybka i pewna laboratoryjna diagnoza.

Celem badañ by³o wykrywanie wirusa pryszczycy
(FMDV) w materiale biologicznym testem izolacji oraz
RT-PCR.

Materia³ i metody
Hodowle komórek. W badaniach u¿yto hodowli pierwotnej

komórek tarczycy bydlêcej, hodowli wtórnej komórek nerki
jagniêcia oraz hodowli komórek linii ci¹g³ej IB-RS-2, otrzy-
manej z Instituto Zooprofilattico Sperimentale Della Lombar-
dia e dell Emilia w Bresci.

Zak³adanie hodowli pierwotnej komórek tarczycy bydlê-
cej. Jedn¹ czê�æ uprzednio rozdrobnionej tkanki trawiono przy
u¿yciu dyspazy (Dispase II, 2 U/ml), drug¹ 0,25% trypsyn¹
w 37°C, na mieszadle magnetycznym. Nads¹cz z uwolnionymi
komórkami zbierano co 15-30 minut. Proces izolowania komó-
rek powtarzano a¿ do ca³kowitego strawienia tkanki. Uzyskan¹
zawiesinê wirowano przy 400 × g przez 10 min. Po trzykrot-
nym przep³ukaniu komórek roztworem PBS osad zawieszano
w 1 ml po¿ywki hodowlanej Eagle�a MEM z dodatkiem 10%
surowicy bydlêcej (FBS) oraz antybiotyków (100 i.u./ml peni-
cyliny, 0,1 mg/ml streptomycyny, 0,25 µg/ml amfoterycyny). Ko-
mórki liczono w komorze Bürkera, jednocze�nie sprawdzaj¹c

ich ¿ywotno�æ przy u¿yciu 0,4% b³êkitu trypanu, a nastêpnie
po rozcieñczeniu po¿ywk¹ hodowlan¹ do ilo�ci oko³o 1 × 106

komórek/ml rozdzielano do 24-do³kowych p³ytek z p³askim
dnem, po 500 µl na do³ek. Hodowlê prowadzono w temp. 37°C.

Przygotowanie hodowli wtórnej komórek nerki jagniê-
cia. Konfluentn¹ hodowlê pierwotn¹ komórek nerki jagniêcia
otrzyman¹ wg metody opisanej wcze�niej (6) odklejano 0,25%
trypsyn¹. Komórki odwirowywano przy 400 × g przez 10 min.,
zawieszano w medium do zamra¿ania (10% DMSO + 90%
Eagle�a MEM z 20% FBS) w takiej ilo�ci, aby uzyskaæ oko³o
3 × 107 komórek/ml, nastêpnie rozlewano do probówek mro¿e-
niowych i przenoszono do ciek³ego azotu. Po 24 miesi¹cach
przechowywania w g³êbokim zamro¿eniu komórki szybko
rozmra¿ano w ³a�ni wodnej w temp. 37°C i liczono w sposób
opisany powy¿ej. Policzone komórki rozcieñczano po¿ywk¹
hodowlan¹ Eagle�a MEM wzbogacon¹ 10% FBS z dodatkiem
antybiotyków, do ilo�ci 3-5 × 105 komórek/ml, po czym wysie-
wano do 24-do³kowych p³ytek z p³askim dnem, po 500 µl na
do³ek i hodowano w temp. 37°C.

Test izolacji. Badany materia³ biologiczny otrzymano
z World Reference Laboratory w Pirbright (WRL), w ramach
miêdzylaboratoryjnych porównañ metod diagnostycznych. Za-
³o¿one na p³ytkach hodowle zaka¿ano przez 30 min. adsorpcjê,
próbk¹ w ilo�ci 200 µl na do³ek i inkubowano w temp. 37°C
przez 48 godzin. Zaka¿one hodowle ogl¹dano pod mikrosko-
pem, codziennie sprawdzaj¹c pojawienie siê efektu cytopatycz-
nego (CPE). Przy jego braku hodowle komórek zamra¿ano,
a nastêpnie po odmro¿eniu wykonywano pasa¿. Je¿eli w dwóch
kolejnych pasa¿ach nie stwierdzono CPE, wynik by³ ujemny.
Hodowle, w których wyst¹pi³ efekt cytopatyczny (wynik do-
datni) badano metod¹ ELISA na obecno�æ wirusów pryszczy-
cy. Badania wykonywano metodami zgodnymi z OIE Manual
of Diagnostic Test and Vaccines for Terrestrial Animals (2, 4).

Reakcja polimeryzacji ³añcuchowej z odwrotn¹ trans-
krypcj¹ (test RT-PCR). RNA wirusa pryszczycy ekstrahowa-
no przy u¿yciu zestawu RNeasy Mini Kit, reakcje RT-PCR prze-
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prowadzono z wykorzystaniem zestawu OneStep RT-PCR,
firmy Qiagen. Sekwencje zastosowanych starterów oraz ich
lokalizacjê w genomie przedstawiono w tab. 1. Amplifikacjê
DNA przeprowadzono w termocyklerze Personal Mastercycler
(Eppendorf) wg nastêpuj¹cego profilu czasowo-termicznego:
odwrotna transkrypcja � 30 min., 50°C, denaturacja wstêpna �
15 min., 94°C, amplifikacja podczas 40 cykli: denaturacja �
1 min., 94°C, przy³¹czanie starterów � 1 min., 50°C, elongacja
� 2 min., 72°C i koñcowa synteza � 10 min. 72°C. Kontrolê
dodatni¹ stanowi³ szczep referencyjny FMDV serotyp O, na-
mno¿ony w hodowli komórek linii ci¹g³ej IB-RS-2, kontrolê
ujemn¹ � próbka niezaka¿onego nab³onka.

Analiza produktów amplifikacji. Produkty amplifikacji
analizowano po wykonaniu rozdzia³u elektroforetycznego
w 1,5% ¿elu agarozowym wybarwionym bromkiem etydyny.
Elektroforezê prowadzono w buforze TBE przy sta³ym napiê-
ciu pr¹du 70 V. Wielko�æ produktów PCR okre�lano na podsta-
wie ich lokalizacji wzglêdem markera masowego (100 bp, Pro-
mega). Wynik uznawano za dodatni, je¿eli w ¿elu widoczny
by³ pr¹¿ek DNA o wielko�ci 216 p.z. Dokumentacjê foto-
graficzn¹ sporz¹dzano przy pomocy automatycznego systemu
archiwizacji � Imagistore 5000 z oprogramowaniem GelBase/
GelBlot Proc.

Wyniki i omówienie
W pierwszym etapie badañ przygotowano hodowle

komórkowe typu monolayer (jednowarstwowe) w celu
wykonania testu izolacji. Oceniono przydatno�æ po-
wszechnie stosowanej trypsyny oraz dyspazy do zak³a-
dania hodowli pierwotnej komórek tarczycy bydlêcej.
Dyspaza jest niespecyficzn¹ proteaz¹
otrzyman¹ z Bacillus polymyxa rozdzie-
laj¹c¹ b³ony podstawne ró¿nych tkanek
(9). Przy u¿yciu wymienionych enzy-
mów wykonywano ³agodne krótkie tra-
wienia, które eliminowa³y ryzyko nad-
miernego strawienia tkanki i zniszcze-
nia receptorów b³onowych komórek.
Komórki izolowane dyspaz¹ w krótkim
czasie przytwierdza³y siê do pod³o¿a, po
4-5 dniach tworzy³y ró¿nej wielko�ci
kolonie, a po oko³o 7 dniach jedn¹ war-
stwê. W przypadku trawienia trypsyn¹
hodowla ros³a wolniej, tworz¹c mono-
layer po oko³o 10 dniach. Do przycze-
pienia komórek tarczycy do pod³o¿a
i ich wzrostu niezbêdne by³o wzboga-
cenie po¿ywki hodowlanej dodatkiem
10% FBS. W zale¿no�ci od tempa pro-
liferacji i metabolizmu komórek doko-
nywano zmiany po¿ywki, usuwaj¹c za-
wieszone w niej, nie przyczepione, mar-
twe i uszkodzone komórki. Konfluent-
na hodowla pierwotna komórek tarczy-
cy bydlêcej przechowywana w tem-
peraturze 20-25°C by³a u¿yteczna do
testu izolacji przez oko³o 14 dni.

Hodowlê wtórn¹ komórek nerki jag-
niêcia zak³adano z komórek uwolnio-
nych trypsyn¹ z hodowli pierwotnej,
a nastêpnie przechowywanych 24 mie-
si¹ce w ciek³ym azocie. Wydajno�æ
mro¿enia by³a wysoka, wynosi³a 85,3%.

Odmro¿one komórki zachowa³y dobr¹ ¿ywotno�æ i nie
zmieniony potencja³ wzrostowy. Ju¿ w pierwszym dniu
przyczepia³y siê dobrze do pod³o¿a, a po oko³o 24-48
godzinach formowa³y monolayer, co �wiadczy³o, ¿e szyb-
ko produkowa³y czynniki adhezyjne oraz inne substancje
konieczne do stworzenia optymalnego, swoistego mikro-
�rodowiska hodowli. Hodowla wtórna komórek nerki jag-
niêcia w porównaniu z hodowl¹ pierwotn¹ szybciej osi¹-
ga³a konfluencjê i by³a bardziej homogenna dziêki selek-
cji komórek o wiêkszej sile proliferacyjnej.

Opisanych hodowli oraz rutynowo stosowanej w labo-
ratorium hodowli komórek linii ci¹g³ej IB-RS-2 pasa¿ 5
u¿yto do detekcji infekcyjnego wirusa pryszczycy. Bada-
niom poddano 14 próbek. Wyniki przedstawiono w tab. 2.
Obecno�æ FMDV stwierdzono w 6 (42,8%) próbkach.
Dodatnio reagowa³y próbki nr: 3, 8, 11, 12, 13, 14, pozo-
sta³e by³y ujemne. Widoczny efekt cytopatyczny wyst¹-
pi³ we wszystkich hodowlach w pierwszym pasa¿u. Pod
wp³ywem zaka¿enia komórki zaokr¹gla³y siê, mia³y wy-
ra�niejsze kontury, w koñcu nastêpowa³a ich cytoliza i od-
klejanie siê od pod³o¿a (ryc. 1, 2). Nale¿y zwróciæ uwa-
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Tab. 2. Wykrywanie wirusa pryszczycy w materia³ach biologicznych
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gê, ¿e w przypadku próbek do-
datnich nr: 3, 11, 13, 14 efekt
cytopatyczny pojawi³ siê w ho-
dowli pierwotnej komórek tar-
czycy bydlêcej, odpowiednio,
po 19, 18, 18, 24 godzinach,
w hodowli wtórnej komórek
nerki jagniêcia � po 24, 20, 19,
26 godzinach, a w hodowli ko-
mórek linii ci¹g³ej IB-RS-2 � po
36, 24, 24, 30 godzinach. Prób-
ki dodatnie nr: 8 i 12 powo-
dowa³y CPE po 24 godzinach,
zarówno w hodowli komórek
tarczycy bydlêcej, jak i nerki
jagniêcia, natomiast w hodowli
IB-RS-2, odpowiednio, po 42
i 40 godzinach. Przedstawione
dane wskazuj¹, ¿e najbardziej
wra¿liwa na zaka¿enie wirusem
pryszczycy by³a hodowla tar-
czycy bydlêcej, nastêpnie nerki
jagniêcia i IB-RS-2. Hodowla
pierwotna komórek tarczycy
bydlêcej ma wa¿ne znaczenie
diagnostyczne, jest preferowana
w�ród hodowli zalecanych przez
OIE do izolacji FMDV, co po-
twierdzono w prezentowanych
wynikach. Hodowle pierwotne
s¹ najlepszym pod³o¿em do ba-
dañ, w którym zachowane s¹
w³a�ciwo�ci tkanki lub narz¹du,
z którego pochodz¹.

Specyficzno�æ CPE potwier-
dzono testem ELISA z równo-
czesn¹ identyfikacj¹ serotypów. W próbkach nr: 3, 8, 11,
12, 13, 14 wykazano kolejno serotypy: O, A, Asia 1, A,
A, O. Mo¿na wiêc stwierdziæ, ¿e u¿yte hodowle by³y przy-
datne do wykrywania wymienionych serotypów FMDV.
Niektórzy autorzy uwa¿aj¹, ¿e do namno¿enia okre�lone-
go szczepu wirusa pryszczycy wa¿ny jest wybór odpo-
wiedniej hodowli komórek (7). Z tego powodu laborato-
rium powinno dysponowaæ hodowlami ró¿nych komórek
wra¿liwych na zaka¿enie FMDV.

Nastêpnie do wykrywania obecno�ci wirusa pryszczy-
cy w badanych próbkach zastosowano metodê RT-PCR.
U¿yto uniwersalnych starterów opisanych przez Amaral-
-Doel i wsp. (1, 8), opartych na sekwencji z wysoce kon-
serwatywnego regionu genomu 1D i 2A/2B, którymi
mo¿na wykrywaæ wszystkie 7 serotypów FMDV. Uzys-
kane wyniki by³y zgodne z wynikami testu izolacji, wy-
kaza³y obecno�æ materia³u genetycznego FMDV w prób-
kach nr 3, 8, 11, 12, 13, 14 (tab. 2, ryc. 3). Wielko�æ am-
plifikowanych produktów wynosi³a 216 p.z. Nie stwier-
dzono amplifikacji w przypadku pozosta³ych próbek oraz
kontroli ujemnej. Przedstawione dane wskazuj¹, ¿e
w badanych próbkach wystêpowa³y wiriony infekcyjne,
nieaktywnych biologicznie nie wykryto.

Podsumowuj¹c mo¿na stwierdziæ, ¿e zastosowane meto-
dy: izolacja/ELISA oraz RT-PCR zapewniaj¹ skuteczne
wykrywanie wirusa pryszczycy w materiale biologicznym.
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Ryc. 3. Produkty reakcji RT-PCR. �cie¿ki: M � marker; 1, 2, 3, 7, 8, 10 odpowiadaj¹
pozytywnie reaguj¹cym próbkom nr 3, 8, 11, 12, 13, 14; 5, 9 kontrola ujemna; 4, 6 kon-
trola dodatnia
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Ryc. 1. Hodowla komórek tarczycy bydlê-
cej (kontrola)

Ryc. 2. Hodowla komórek tarczycy bydlê-
cej zaka¿ona wirusem pryszczycy (próbka
FMD328)


