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Nale¿¹cy do rodzaju Aphthovirus rodziny Picorna-
viridae wirus pryszczycy (foot-and-mouth disease wi-
rus, FMDV) egzystuje w siedmiu serotypach: O, A, C,
Asia 1, SAT 1-3. Infekcja wywo³ana przez jeden z wy-
mienionych serotypów nie pozostawia odporno�ci na
zaka¿enie innym serotypem (1, 3). Pryszczyca jest jed-
nym z najwiêkszych zagro¿eñ dla zdrowia zwierz¹t
w krajach europejskich. W okresie 1985-2006 r. wy-
st¹pi³a 37 razy w 14 krajach. Serotyp O by³ najczê�-
ciej wykrywany w ogniskach, nastêpnie A, C i Asia 1
(6, 9, 10). Testy diagnostyczne stosowane obecnie
umo¿liwiaj¹ izolacjê wirusa, wykrywanie antygenów
b¹d� wirusowego kwasu nukleinowego. Zaakceptowa-
n¹ przez OIE metod¹ identyfikacji kwasu nukleino-
wego FMDV jest reakcja polimeryzacji ³añcuchowej
z odwrotn¹ transkrypcj¹ (reverse-transcription polime-
rase chain reaction, RT-PCR) (3, 4).

Celem badañ by³o zastosowanie RT-PCR do wykry-
wania wirusa pryszczycy oraz ocena czu³o�ci metody.

Materia³ i metody
Próbki. Badany materia³ biologiczny pochodzi³ z ko-

lekcji w³asnej (próbki nr 1-6, zawiesina hodowli komórko-
wej) oraz z World Reference Laboratory w Pirbright (próbki
nr 7-10, nab³onek od zwierz¹t chorych).

Ekstrakcja wirusowego RNA. Ca³kowite RNA izolo-
wano stosuj¹c zestaw RNeasy Mini Kit, firmy Qiagen.

RT-PCR. Reakcje polimeryzacji ³añcuchowej z odwrot-
n¹ transkrypcj¹ przeprowadzono przy u¿yciu zestawu One-
-Step RT-PCR firmy Qiagen. Starterami by³a para oligo-
nukleotydów o sekwencji P1-5�CCTACCTCCTTCAAC-

TACGG3�, P2-5�GAAGGGCCCAGGGTTGGACTC3�,
które amplifikowa³y fragment d³ugo�ci 216 pz (2). Ampli-
fikacja przebiega³a nastêpuj¹co: odwrotna transkrypcja �
30 min., 50°C, denaturacja wstêpna � 15 min, 94°C, ampli-
fikacja podczas 40 cykli: denaturacja � 1 min., 94°C, przy-
³¹czanie starterów � 1 min., 50°C, elongacja � 2 min., 72°C
i koñcowa synteza � 10 min. 72°C. Reakcje wykonywano
w termocyklerze Personal Mastercycler (Eppendorf).

Kontrolê dodatni¹ stanowi³ laboratoryjny szczep FMDV
serotyp O namno¿ony w hodowli komórek linii ci¹g³ej
BHK-21, kontrolê ujemn¹ � wirus choroby pêcherzykowej
�wiñ (SVDV) namno¿ony w hodowli komórek linii ci¹g³ej
IB-RS-2.

Analiza uzyskanych produktów PCR. Produkty ampli-
fikacji rozdzielano elektroforetycznie w 1,5% ¿elu agaro-
zowym w obecno�ci buforu TBE, przy sta³ym napiêciu pr¹-
du 70 V. Po elektroforezie ¿ele wybarwiano bromkiem ety-
dyny. Obecno�æ produktów PCR okre�lano na podstawie
porównania ich lokalizacji wzglêdem markera masowego
(100 bp, Promega). Wynik uznawano za dodatni, je¿eli w ¿e-
lu widoczny by³ pr¹¿ek DNA o oczekiwanej dla pary star-
terów wielko�ci. Dokumentacjê fotograficzn¹ sporz¹dzano
przy pomocy automatycznego systemu archiwizacji � Ima-
gistore 5000 z oprogramowaniem GelBase/GelBlot Proc.

Ocena czu³o�ci RT-PCR. Do okre�lenia czu³o�ci meto-
dy u¿yto szczepów referencyjnych FMDV serotyp O, A,
C, Asia 1 o mianach infekcyjnych, odpowiednio, 105,5, 105,4,
105,2, 105,0 TCID50/50 µl okre�lonych w hodowli pierwotnej
komórek tarczycy bydlêcej. Po przygotowaniu rozcieñczeñ
wirusów od 10�1 do 10�6 (10 000 � 0,1 TCID

50
) izolowano

RNA i amplifikowano metod¹ RT-PCR. Nastêpnie okre�-
lano najwy¿sze rozcieñczenie, przy którym wystêpowa³a
reakcja dodatnia.
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Summary
Foot-and-mouth disease virus (FMDV) from the family Picornaviridae, genus Aphthovirus, exists in the

form of seven different serotypes: O, A, C, Asia 1 and SAT 1-3. Infection with one serotype does not confer
immunity against another. Foot-and-mouth disease is one of the greatest threats to animal health in European
countries. The rapid and accurate detection of FMDV is of the utmost importance.

The RT-PCR assay was used to detect the presence of FMDV in samples. Positive results of the RT-PCR
assay were found in all samples and in the positive control, the negative control reacted negatively. No cyto-
pathic effects in primary bovine thyroid cells were observed in 2 samples that had been thawed several times.
The reference strains of FMDV was used to determine the sensitivity of the test. The sensitivity of RT-PCR for
detection of FMDV (serotype O, A) was 1 TCID50 and 10 TCID50 (serotype C, Asia 1) by gel electrophoresis.
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Test izolacja/ELISA. Badania wykonywano zgodnie
z OIE Manual of Diagnostic Test and Vaccines for Ter-
restrial Animals (3).

Wyniki i omówienie
Przebadano 10 próbek na obecno�æ wirusa prysz-

czycy metod¹ RT-PCR. Wyniki przedstawiono w tab. 1
i na ryc. 1. Materia³ genetyczny wirusa wykazano we
wszystkich badanych próbkach. Reakcja PCR z za-
stosowanymi starterami dawa³a produkty o d³ugo�ci
216 pz. U¿yte startery nie wykaza³y komplementarno�-

ci w stosunku do cDNA wirusa choroby pêcherzyko-
wej �wiñ (SVDV), równie¿ przedstawiciela rodziny
Picornaviridae. W próbce kontrolnej, któr¹ by³ SVDV
namno¿ony w hodowli komórek linii ci¹g³ej IB-RS-2
produktów amplifikacji nie wykazano.

Czu³o�æ metody oceniono w odniesieniu do refe-
rencyjnych szczepów FMDV serotyp O, A, C, Asia 1.
Obecno�æ amplifikowanych fragmentów stwierdzono
w rozcieñczeniach od 10�1 do 10�5 w przypadku sero-
typów O i A oraz w rozcieñczeniach od 10�1 do 10�4

Tab. 1. Wykrywanie wirusa pryszczycy w materiale biologicz-
nym

Obja�nienia: + wynik dodatni, � wynik ujemny

ikbórprN ikbórpeinezcanzO RCP-TR ASILE/ajcalozI

1 21/DMF + Apytores

2 53/DMF + Cpytores

3 66/DMF + �

4 47/DMF + Opytores

5 57/DMF + �

6 79/DMF + Opytores

7 1/70/DMF + 1aisApytores

8 2/70/DMF + Opytores

9 3/70/DMF + Apytores

01 80/DMF + Apytores

Ryc. 2. Czu³o�æ RT-PCR
�cie¿ki: M � marker; 1-6 rozcieñczenia serotypów FMDV (10 000
� 0,1 TCID

50
); 7 � kontrola mieszaniny reagentów

M 1 2 3 4 5 6 7

M 1 2 3 4 5 6 7

M 1 2 3 4 5 6 7

M 1 2 3 4 5 6 7

serotyp O

serotyp A

serotyp C

serotyp Asia 1

M 1 2 3 4 5 6 7 8

M 9 10 11 12 13 14

Ryc. 1. Elektroforetyczny rozdzia³ produktów amplifikacji
�cie¿ki: M � marker; 1-6, 9-12 odpowiadaj¹ kolejnym próbkom;
7, 13 � kontrola ujemna; 8, 14 � kontrola dodatnia
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dla C i Asia 1 (ryc. 2). U¿ycie opisanych powy¿ej star-
terów oraz metody detekcji amplikonów w ¿elu aga-
rozowym pozwoli³o uzyskaæ czu³o�æ rzêdu 1 TCID

50
dla serotypów O i A oraz 10 TCID

50
 dla C i Asia 1.

Opublikowane dane na ten temat s¹ zró¿nicowane ze
wzglêdu na stosowanie odmiennych procedur wyko-
nywania reakcji RT-PCR, ró¿nych starterów, jak rów-
nie¿ metod detekcji amplikonów (5). Meyer i wsp. (7)
uzyskali czu³o�æ testu na poziomie 103 TCID

50
 dla se-

rotypu C, stosuj¹c do detekcji produktów PCR roz-
dzia³ elektroforetyczny w ¿elu agarozowym. Wy¿sz¹
czu³o�æ, 10 TCID

50
 osi¹gniêto dziêki nested PCR, na-

tomiast najwy¿sz¹, rzêdu 0,1 TCID
50

, przy u¿yciu hyb-
rydyzacji do wykrywania produktów PCR. Amaral-
-Doel i wsp. (2) otrzymali czu³o�æ reakcji na pozio-
mie 10�2,3 TCID

50
 w odniesieniu do serotypu O. Inni

autorzy (8) wykazali, ¿e serotypy O, A, C wykrywane
w hodowli komórek w rozcieñczeniu 10�7,0 mo¿na by³o
wykryæ metod¹ RT-PCR w rozcieñczeniu 10�5,0 (sero-
typ O, A) i 10�1,0 (serotyp C).

W dalszych badaniach stosowano do wykrywania
wirusa pryszczycy test izolacji. Wyniki przedstawio-
no w tab. 1. W dwóch próbkach nr 3 i nr 5, zawieraj¹-
cych materia³ genetyczny FMDV, nie uda³o siê wyka-
zaæ obecno�ci infekcyjnych wirionów w hodowli pier-
wotnej komórek tarczycy bydlêcej. Nie stwierdzono
wystêpowania efektu cytopatycznego (CPE) w trzech
kolejnych pasa¿ach. Pozosta³e próbki reagowa³y do-
datnio. Specyficzno�æ CPE potwierdzono testem
ELISA z równoczesnym okre�leniem serotypu. W ba-
danych próbkach wykazano obecno�æ serotypu O
(próbki nr 4, 6, 8), A (próbki nr 1, 9, 10), C (próbka
nr 2), Asia 1 (próbka nr 7). Mo¿na wiêc stwierdziæ, ¿e
zastosowana metoda RT-PCR jest przydatna do wy-
krywania wirusa pryszczycy niezale¿nie od serotypu.
Porównuj¹c ³añcuchow¹ reakcjê polimerazow¹ i test
izolacja/ELISA trzeba zwróciæ uwagê, ¿e wynik ujem-

ny w tym te�cie uzyskano dla próbek pochodz¹cych
z kolekcji w³asnej, przechowywanych przez kilka lat
w zamro¿eniu. Nale¿y wiêc s¹dziæ, ¿e wy¿sza skutecz-
no�æ RT-PCR ni¿ testu izolacja/ELISA wynika³a z mo¿-
liwo�ci amplifikacji fragmentu RNA nieaktywnych
biologicznie wirionów.
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