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SEKCJA ROZNE

KONTROLA JAKOSCI IMMUNOLOGICZNYCH WETERYNARYJNYCH
PRODUKTOW LECZNICZYCH W POLSCE

Katarzyna Pasik, Ewa Borzym

Zaktad Farmacji Weterynaryjnej

Wstep

Immunologiczne weterynaryjne produkty lecznicze (IWPL), w Europie,
znajdujg sie pod Scistg kontrolg Panstwowych Laboratoriow Kontroli
Produktow Leczniczych (ang. Official Medicines Control Laboratories, OMCL)
zrzeszonych w tzw. sie¢ GEON (ang. General European OMCL Network)
i koordynowanych przez Europejski Dyrektoriat ds. Jakosci Lekéw i Ochrony
Zdrowia (EDQM) podlegty Radzie Europy, z siedzibg w Strasburgu. EDQM dziata
we wspotpracy m.in. z Europejskg Agencjg Lekdw (ang. European Medicinea
Agency, EMA), a takze Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health
Organization, WHO). Wszystkie te instytucje majg jeden wspdlny cel - ochrone
zdrowia publicznego w Europie i na catym $wiecie. Najistotniejszym efektem
harmonizacji prawa farmaceutycznego w Europie byto wprowadzenie
procedury wzajemnego uznawania wynikéw analiz OMCL (MRP - mutual
recognition procedure), honorowanych na terenie catej Unii Europejskie;j.
Organem odpowiedzialnym za krajowe dopuszczenie szczepionek do obrotu
jest Urzad Rejestracji Produktow Leczniczych, Wyrobéw Medycznych
i Produktow Biobdjczych (URPLWMIPB).

Zadaniem sieci GEON jest weryfikacja jakosci produktu leczniczego
poprzez przeprowadzanie kontrolnych badan jakosciowych. Kazdy OMCL jest
instytucjg publiczng, wykonujgcg badania laboratoryjne prowadzone

w interesie urzedowego nadzoru rynku produktéw leczniczych w odniesieniu
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do bezpieczenstwa ludzii/lub zwierzat przed i/lub po wprowadzeniu do obrotu
odpowiednich lekow (Tab. 1). Wszystkie laboratoria OMCL muszg by¢ wolne
od konfliktu intereséw i powinny prowadzi¢ badania kontrolne niezaleznie od
0s0b zaangazowanych w proces opracowywania danego produktu. W ramach
GEON-u wytonita sie rowniez sie¢ weterynaryjna - Veterinary Batch Release
Network (VBRN), ktéra sktada sie z laboratoriéw OMCL przeprowadzajgcych
kontrole immunologicznych weterynaryjnych produktéw leczniczych.

Panstwowy Instytut Weterynaryjny - Panistwowy Instytut Badawczy
w Putawach prowadzi kontrole szczepionek weterynaryjnych w Polsce od
ponad 70 lat, natomiast poczawszy od stycznia 2017 r. przeprowadza te
kontrole jako petnoprawny cztonek sieci GEON, jedyny weterynaryjny OMCL

W naszym kraju.

Tabela 1. Gtowne zadania laboratoriow OMCL w sieci GEON.
Lp. Lista zadan laboratoriéw OMCL

Kontrola jakosci produktéw leczniczych przed i po wprowadzeniu do

! obrotu

2 Ochrona zdrowia publicznego i zdrowia zwierzat

3 Ekspertyza w ocenie jakosciowej czesci dokumentacji rejestracyjne;
dotyczacej dopuszczenia produktéw leczniczych do obrotu

4 Analiza lekéw stosowanych nielegalnie oraz lekéw zafatszowanych

g Wsparcie w zakresie nadzoru nad bezpieczenstwem farmakoterapii
(ang. Pharmacovigilance)

6 Wsparcie kontroli GMP (ang. Good Manufacturing Practice, dobra
praktyka produkcyjna)

7 Udziat w opracowaniu Farmakopei Europejskiej oraz opracowanie
materiatéw odniesienia

g Udziat w Programie Normalizacji Biologicznej (ang. Biological

Standardisation Programme)

9 Badania realizowane w ramach wspotpracy laboratoriow OMCL
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Kontrola seryjna wstepna IWPL w Polsce

Kontrola seryjna wstepna (KSW) IWPL oznacza kontrole kazdej serii
wytworzonego produktu leczniczego weterynaryjnego immunologicznego
przed wprowadzeniem go do obrotu, zgodnie z art. 2 pkt. 9 Prawa
Farmaceutycznego. Na tej podstawie PIWet-PIB wydaje krajowe orzeczenia
KSW. Ponadto dzieki otrzymaniu atestacji EDQM, Instytut wydaje takze
certyfikaty europejskie: OBPR - urzedowego uznania przegladu protokotu serii
oraz OCABR - urzedowej kontroli zwolnienia serii.

Certyfikaty OBPR s3 wydawane zgodnie 1z artykutem 128
Rozporzadzenia 2019/6 PE i Rady (UE), ust 1. Zezwala on panstwu
cztonkowskiemu na zwrocenie sie do posiadacza pozwolenia na dopuszczenie
do obrotu o dokumentacje kontroli IWPL potwierdzajacg, ze testy kontrolne
zostaty przeprowadzone zgodnie z metodami okreslonymi w pozwoleniu na
dopuszczenie do obrotu (Ryc. 1). Na podstawie przeglagdu tej dokumentacji,
laboratorium OMCL wydaje certyfikat OBPR (artykut 128, ust. 1).

Laboratoryjnym badaniom kontrolnym w ramach KSW poddawane sg
natomiast wytgcznie wybrane produkty, znajdujgce sie na tzw. ,krotkiej liscie
IWPL, dla ktérych uzgodniono liste parametrow podlegajgcych ocenie oraz
wykaz powigzanych wytycznych dla OMCL” (ang. Short list of IVMPs for which
a restricted test list for OMCLs has been agreed and list of associated
guidelines for OMCLs) (EU Administrative Procedure for Application of Official
Control Authority Batch Release of Immunological Veterinary Medicinal
Products According to Article 128) (Tab. 2). Aby taki immunologiczny
weterynaryjny produkt leczniczy mogt zosta¢ wprowadzony do obrotu, musi
otrzymac certyfikat OCABR. OCABR-y sg wydawane na podstawie artykutu 128
Rozporzadzenia 2019/6 PE i Rady (UE), ust. 3 (artykut 128, ust. 3). Zgodnie
z procedurg MRP, OCABR podobnie jak OBPR wydany przez dowolny OMCL

@ PIWet 7



musi by¢ wzajemnie uznawany przez wszystkie OMCL-e z innych panistw
cztonkowskich. W Europie istnieje osiem OMCL-i, ktére mogg wydawac
certyfikaty OCABR dla IWPL, w tym jeden polski OMCL - PIWet-PIB.

W poprzednim roku kalendarzowym - 2023, OMCL PIWet-PIB wydat
tgcznie 1913 certyfikatéw (Ryc. 1), z czego orzeczenia krajowe stanowig
wytgcznie 31%. Wiekszos¢ kontrolowanych serii IWPL uzyskato europejskie

certyfikaty OBPR i OCABR.

Tabela 2. Wykaz EDQM, zawierajqcy liste szczepionek weterynaryjnych dla
ktorych uzgodniono ograniczongq liste parametréw podlegajqgcych ocenie przez
laboratoria OMCL, celem wydania certyfikatu kontroli jakosci serii - OCABR.

I Lista IWPL dla ktérych I‘ Kontrolowane parametry jakosci IWPL I‘

wydawane s3 certyfikaty
I OCABR I inaktywowanych zywych |‘
] wyglad,
IWPL przeciwko chorobie rozpu§zczalnosc miano
Auieszky'ego wyglad, moc wirusa, test na
: yee obecnos¢ obcego
pestiwirusa

wyglad, tozsamosé, mikroorganizmy obce,
IWPL przeciwko brucelozie okreslenie fazy dysocjacji, liczba zywych bakterii,
rozpuszczalnosé

wyglad, tozsamosé,

IWPL przeciwko grypie koni wyglad, moc iano Wirlsa
wyglad,
IWPL przeciwko zakaznemu rozpuszczalnosg,
zapaleniu nosa i tchawicy wyglad, moc miano wirusa, test na
bydta obecnos¢ obcego
pestiwirusa
wyglad,

IWPL przeciwko chorobie rozpuszczalnosg,

Newcastle wyglad, moc tozsamos$é, miano
wirusa
IWPL przeciwko wsciekliznie wyglad, moc wyglad, miano wirusa
wyglad,
IWPL przeciwko rézycy éwir rozpuszczalnoéc’, I.i.czba ihaktywowgne IWPL.
zywych bakterii, nie podlegaja kontroli

czystosc, tozsamose
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Lista IWPL dla ktérych
wydawane sg certyfikaty
OCABR

Kontrolowane parametry jakosSci IWPL

inaktywowanych

reparaty Bruceliny

wyglad, efekt uwrazliwienia, moc

Tuberkulina PPD, ptasia

wyglad, efekt uwrazliwienia, moc

Tuberkulina PPD, bydleca

wyglad, efekt uwrazliwienia, moc

2500
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1000
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Rycina 1. Liczba certyfikatow i orzeczert KSW IWPL wydanych przez polski OMCL
w latach 2010-2024.

Kontrola jakosci IWPL w Polsce - badania monitoringowe

PIWet-PIB jest jednym z niewielu laboratoriow OMCL w Europie, ktéry
sprawuje dodatkowo kontrole nad IWPL znajdujgcymi sie na rynku (ang. Post
Marketing Surveillance studies - PMS). Zgodnie z art. 118 Prawa
farmaceutycznego z 06.09.2001 i art. 1 Prawa farmaceutycznego z 19.12.2014
r. nadzor nad jakoscig IWPL na rynku polskim jest obowigzkiem Gtéwnego
Lekarza Weterynarii (GLW), ktéry petni protektorat nad realizacjg monitoringu

rynku szczepionek. Probki do badan sg pobierane z hurtowni weterynaryjnych
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na terenie catej Polski przez Wojewddzkich Inspektoréow Weterynarii (WIW) ds.
nadzoru farmaceutycznego. Badania prowadzone sg zgodnie z wytycznymi
aktualnego wydania Farmakopei Europejskiej, na podstawie specyfikacji
z dossier producenta. Jezeli wyniki badan nie sg zgodne ze specyfikacjg
producenta, GLW decyduje sie wycofa¢ dany IWPL z obrotu w Polsce.

Najwiekszy udziat kontrolowanych szczepionek stanowig co roku IWPL
dla drobiu (ok. 35%), co tez jest zapewne efektem wielkosci produkcji
drobiarskiej w Polsce - zgodnie z danymi Eurostatu, nasz kraj od lat jest liderem
w produkcji tego gatunku zwierzat w Europie (Ryc. 2). Ponadto, kontrola PMS
obejmuje takze IWPL dla zwierzgt domowych (psy, koty), zwierzat
gospodarskich (bydto, swinie) i innych. W przypadku niezgodnosci wynikdéw
oceny opakowania i ulotki informacyjnej z zatwierdzonym wzorem - GLW
przesyta taka informacje do podmiotu odpowiedzialnego (MAH) w celu
skorygowania btedow.

Od roku 2012 ograniczone zostaty badania laboratoryjne na
zwierzetach m.in. w kontekscie monitoringu rynku krajowego szczepionek.
Wigze sie to $cisle ze strategig 3Rs (replace, reduce, and refine), czyli ,,zastap,
zmniejsz i udoskonal” tak, aby maksymalnie ograniczy¢ liczbe badan
laboratoryjnych na zwierzetach. Myslg przewodnig 3Rs jest propagowanie
metod alternatywnych, np. ELISA, metod in-vitro czy z uzyciem przeciwciat
monoklonalnych, zastepujgcych modelowe badania na zwierzetach, takie jak

moc szczepionki czy skutecznosc inaktywaciji.
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Rycina 2. Procentowy udziat IWPL dla roznych gatunkdw zwierzqt, badanych w
ramach monitoringu PMS w latach 2010-2021.

Ponadto, OMCL PIWet-PIB bierze udziat w programie monitoringowych
badan jakosci IWPL autoryzowanych w procedurze centralnej CAP-testing
(ang. Centrally Authorized Product Testing). Jest to projekt koordynowany
przez EDQM, ktory organizuje przesytanie probek z réoznych panstw UE do kilku
laboratoriéw OMCL jednoczes$nie. Efektem negatywnej oceny jakosci

szczepionek jest wycofanie danej serii z obrotu europejskiego.

Pismiennictwo

1. Artykut 118 ustawy Prawo Farmaceutyczne z dnia 06.09.2001, Dz.U. 2001,
126, poz. 1381 z pdin. zm.

2. Artykut 128 rozporzadzenia 2019/6 Parlamentu Europejskiego i Rady (UE)
ust.1i3

3. Artykut 2 pkt. 9, art. 65 ust. 4 pkt. 2, st. 5,7 i 9 ustawy z dnia 6 wrzesnia

2001 r. Prawo Farmaceutyczne
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ZAWARTOSC PROMIENIOTWORCZEGO 1ZOTOPU STRONTU 90 W
PASZACH

Pawet Czerski, Magdalena Gembal, Matgorzata Warenik-Bany

Zaktad Radiobiologii

Wstep

Pasze dla zwierzg s3 jednym z najwazniejszych ogniw fanicucha
zywieniowego. Od ich jakosci zalezy jakos¢ produktéw spozywczych
pozyskiwanych od zwierzat (mleko, jaja, mieso). Jakos¢ pasz ma réwniez
znaczenie w przypadku skarmiania zwierzat domowych (papugi, koty, psy,
kroéliki itp.) poniewaz wptywa na ich kondycje fizyczng i odpornos¢ na choroby.
W wyniku dziatania ludzi czesto dochodzi do zanieczyszczenia pasz na etapie
produkcji lub przechowywania. Jednym z powazniejszych zanieczyszczen pasz
sg pierwiastki promieniotworcze uwalniane do Srodowiska w wyniku testéw
broni jadrowej oraz awarii w elektrowniach nuklearnych (Czarnobyl 1986,
Fukushima 2011). Najczesciej do $Srodowiska uwalniane sg promieniotwdrcze
izotopy cezu (*34Cs, 3/Cs), jodu (*31) oraz strontu (°°Sr). W nastepstwie zdarzen
radiacyjnych °9Sr moze skazac rézne elementy $rodowiska, a w konsekwencji
by¢ wtaczanym do tancucha zywieniowego. Stront jest chemicznie podobny do
wapnia i dlatego ma wysoki wspdtczynnik przenikania do uktadu kostnego ludzi
i zwierzat. Wytwarzane przez ten radionuklid promieniowanie jonizujgce
prowadzi do rozwoju biataczki i nowotwordw kosci oraz przylegtych tkanek
miekkich. Sztucznie wytwarzany 2°Sr jest czystym B-emiterem (o okresie
pottrwania 28,8 lat) i fakt ten naktada ograniczenia na procedure jego
oznaczania, polegajagcg na chemicznym oddzieleniu strontu od innych
pierwiastkéw poprzez wymiane jonowa, ekstrakcje lub strgcanie, w niektdrych

przypadkach potgczenie tych technik i pdZniejsze wykrywanie na dostepnych
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instrumentach (licznik proporcjonalny gazowy lub cieczowy licznik

scyntylacyjny).

Materiat i metody

Do badan wykorzystano tgcznie 20 probek pasz. W celu przebadania
mozliwie szerokiego zakresu stosowanych produktéw paszowych dostepnych
na rynku, 10 probek stanowity pasze z przeznaczeniem dla zwierzat
domowych, a pozostate 10 probek stanowity pasze z przeznaczeniem dla
zwierzat hodowlanych.
W badaniach zastosowano posrednig metode oznaczania °°Sr opartg na
pomiarze aktywnosci izotopu °Y (produkt rozpadu promieniotwérczego 2°Sr).
Wstepnym etapem badan byty analizy spektrometryczne promieniowania
gamma w celu stwierdzenia badz wykluczenia obecnosci interferentow, ktore
emitujg promieniowanie gamma. Nastepnie prébki spopielano w piecu,
a otrzymany popidt roztwarzano przy uzyciu stezonego kwasu azotowego.
Kolejnymi etapami byty mineralizacja i ekstrakcja. W przypadku stwierdzenia
obecnosci interferentéw prowadzono dodatkowe oczyszczanie
z wykorzystaniem odpowiedniego jonitu Dowex (zywica anionowymienna). Po
oczyszczeniu, itr strgcono w postaci szczawiandw. W ostatnim etapie osad
szczawianu itru mieszano z ciektym scyntylatorem i wykonywano pomiary
aktywnosci %Y przy uzyciu ultraniskottowego licznika ciektfoscyntylacyjnego

Quantulus 1220™. Schemat postepowania przedstawiono na rycinie 1.
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Wstepna analiza spektrometryczna
(stwierdzenia obecnosci interferentéw, ktére emituja promieniowanie )

v

Homogenizacja, Suszenie (100°C, 24 h)
roslinnos¢, pasza, dodatek paszowy - 50 g

v
| Spopielanie: 200°C (12 h), 400°C (12 h), 650°C (56 h) |

\d
| Mineralizacja: HNO, (65%, 60 ml, 150°C, 4 h) |

v

Filtracja
pasza roslinna

v
| Dodanie nos$nika itrowego (100 mg) |
v
| Ekstrakcja: TBP/HNO, (3 x 10 ml) |
v usuniecie fazy wodnej
| Stracanie Y(OH), (30 ml EtOH + 30 ml NH,,) |

v

|
v

| Rozpuszczanie: HNO, (6M) I+| Usuwanie aktynowcow I

| Stracanie szczawianu itru (2% szczawian amonu, pH 1,5-2,5) |+| Usuwanie otowiu |

v — suszenie do statej masy v

s " | : ; :
| Wazenie szczawianu I <« | Ponowne stracanie szczawianu itru I

| Pierwszy pomiar LSC (szczawian, woda — 2 ml, koktajl scyntylacyjny — 6 ml) |
v po 21 dniach
| Drugi pomiar LSC (odjecie tta) I

Rycina 1. Schemat radiochemicznej metody oznaczania “°Sr.

Podczas analiz 20 probek pasz, w przypadku kilku z nich natrafiono na
trudnosci analityczne, wynikajgce z obecnosci radionuklidow pierwotnych
obecnych w prébce powodujgcych jej zanieczyszczenie. W celu sprawdzenia
skutecznosci metody, po wstepnej analizie spektrometrycznej i stwierdzeniu
w danej prébce interferentéw, wykonywano analize w dwdch powtdérzeniach.
W pierwszym powtdrzeniu wykonywano analize bez zastosowania
dodatkowego oczyszczania, a w drugim powtdrzeniu z zastosowaniem etapu

oczyszczania do usuwania interferentéw (aktynowce, otéw).
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Wyniki

W tabelach 1 i 2 przedstawiono wyniki badan dla wszystkich prébek.

W 19 probkach stezenie byto ponizej MDA (minimalna mierzalna aktywnosé),

ktéra dla stosowanej metody wynosi 0,06 Bg/kg. Uzyskane widma

przebadanych prébek pokrywaty sie z poziomem tta detektora (Ryc. 2), co

oznacza wynik ujemny.

Tabela 1. Wyniki oznaczeri °°Sr w paszach dla zwierzgt domowych.

Nr  [Pasze dla zwierzat domowych Stezenie °°Sr [Bq/kg]
1 Pasza D1 - "ciastka dla psa" <0,06
2 Pasza D2 - "karma dla chomika" <0,06
3 Pasza D3 - "karma dla papuzki" <0,06
4 Pasza D4 - "smakers dla gryzoni" <0,06
5 Pasza D5 - "suplement Omega Complex” <0,06
Pasza D6 - "pokarm owocowy dla chomika i
6 <0,06
krolika”
7 Pasza D7 - "pokarm dla szynszyli" <0,06
8 Pasza D8 - "pokarm dla krolika" <0,06
9 Pasza D9 - "mix egzotyczny dla gryzoni i krélika” <0,06
10 Pasza D10 - "karma dla kota" <0,06

Tabela 2. Wyniki oznaczeri °°Sr w paszach dla zwierzqt gospodarskich.

Nr | Pasze dla zwierzat gospodarskich Stezenie *°Sr [Ba/kg]
1 Pasza P1 - "stéd jeczmien” <0,06
2 Pasza P2 - "stéd pszeniczny" <0,06
3 Pasza P3 - "susz z jabtek" <0,06
16
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4 Pasza P4 - "otreby pszenne" <0,06
5 Pasza P5 - "serwatka w proszku" <0,06
6 Pasza P6 - "kukurydza pasza" <0,06
Pasza P7 - "MPP dla kur niosek" (1 powtdrzenie) 3,43 +0,45
! Pasza P7 - "MPP dla kur niosek" (2 powtdérzenie) <0,06
8 Pasza P8 - "makuch Iniany" <0,06
9 Pasza P9 - "otreby jeczmienne" <0,06
10 Pasza P10 - "zyto" <0,06

8E3EB885538888¢8°¢

il T

u e I

ML “ i mmw Mm 1
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Rycina 2. Przykfadowe widma przebadanych préobek pasz.

W jednej prébce (Pasza P7) uzyskane stezenie wynosito 3,43 + 0,45
Bg/kg. Jednakze w prébce tej stwierdzono obecnos¢ interferentéw (Ryc. 3),
ktore miaty duzy wptyw na wynik badania. W stosowanej metodzie do wykrycia
i identyfikacji  zanieczyszczen  wykorzystuje sie  wstepng analize
spektrometryczng pozwalajagcg na stwierdzenie obecnosci interferentéw
emitujgcych promieniowanie y, majgcych wptyw na prawidtowe oznaczenie

0Sr (Ryc. 4).
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Rycina 3. Widmo zanieczyszczonej probki (kolor czerwony), oraz widma
przedstawiajgce poziom wszystkich pozostatych probek bez zanieczyszczenia
(kolor niebieski).
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Rycina 4. Fragment raportu =z identyfikacji zanieczyszczern z analizy
spektrometrycznej wykonanej procedurg POR/PB-04.

W  celu potwierdzenia skutecznosci metody przebadano
zanieczyszczong probke paszy w dwoch powtdrzeniach. W pierwszym
powtdrzeniu wykonano analize bez zastosowania dodatkowego oczyszczania,
a w drugim powtdrzeniu z zastosowaniem etapu oczyszczania. W stosowane;j
metodzie badawczej w celu usuniecia interferentdow, ktérymi sg: 214Bi, 212Pb,

2l4pp - 226Rg3 235 zastosowano specjalny jonit Dowex 1x8. Dodatkowym
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etapem oczyszczania byto usuniecie ofowiu obecnego w probce. Na podstawie
uzyskanych widm z pierwszego i drugiego powtdrzenia (Ryc. 5) wyraznie widac
skutecznos¢ metody, ktéra pozwala na usuniecie mogacych pojawié sie

w prébce interferentéw, ktére zaburzajg wynik badania.
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Rycina 5. Widmo zanieczyszczonej probki bez usuniecia interferentéw (kolor

czerwony), oraz widmo zanieczyszczonej probki po usuniecie interferentow
(kolor zielony).

Dyskusja

Po przebadaniu probek pasz w tak szerokim zakresie ich zastosowania,
mozna uznac¢ ze produkty te sg bezpieczne dla zwierzat. W przebadanych
probkach pasz, skazenia °°Sr nie wystapity, co czyni je rowniez bezpiecznymi
dla cztowieka ze wzgledu wtgczania produktéw odzwierzecych do tancucha
zywieniowego. W wyniku mozliwosci  wystepowania zanieczyszczen
w prébkach pasz, matryca ta niekiedy stanowi powazne wyzwanie w analityce
oznaczania stezenia 2°Sr. Odpowiednie metody oczyszczania probek,
pozwalajg jednak skutecznie eliminowaé¢ problem interferentéw, ktéry

przektada sie na uzyskaniu fatszywie dodatniego wyniku pomiaru stezenia °°Sr.
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Whioski

v' Od katastrofy w Czarnobylu uptyneto 38 lat, lecz w niektérych rejonach
kraju wcigz mozna obserwowac skutki skazenia srodowiska izotopami
promieniotwdrczymi, w tym strontem-90.

v' Pomimo to na podstawie uzyskanych wynikdow mozna stwierdzi¢, ze
pasze z przeznaczeniem dla skarmiania zwierzat s3 bezpieczne
w aspekcie ochrony radiologicznej (skazenie 2°Sr).

v' Metoda badawcza, wzbogacona o dodatkowy etap doczyszczania
probek z niepozadanych interferentéw, opracowana i stosowana
w Zaktadzie Radiobiologii PIWet-PIB jest skutecznym narzedziem do

wiarygodnego oznaczania strontu-90 w matrycach paszowych.
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JAK SEKWENCJONOWANIE GENOMOWE (WGS)
MIKROORGANIZMOW MOZE WPtYNAC NA POPRAWE
BEZPIECZENSTWA ZYWNOSCI | PASZ?

Ewelina Kaminska, Ewelina lwan, Matgorzata Olejnik

Zaktad Analiz Omicznych

Wstep

W ostatnich dwudziestu latach rozwdj i otworzenie globalnych rynkow
oraz inwestycje infrastrukturalne wptynety na intensyfikacje i wzrost znaczenia
polskiej produkcji rolnej. Polska stata sie m.in. liderem chowu drobiu na skale
europejska - 21% produkcji unijnej w 2023 roku. Jest waznym eksporterem
miesa i produktéw pochodzenia zwierzecego - pozycja 7. eksportera w branzy
na $wiecie, z udziatem na poziomie 5,6% w roku 2023. Rosngca swiadomos¢
konsumentéw oraz duza konkurencja wymuszajg ciggte podnoszenie
standardow zywnosci produkowanej w naszym kraju. Warto réwniez
podkresli¢, ze zdrowie i dobrostan zwierzat oraz bezpieczefistwo zywnosci
i pasz to kluczowe obszary bezposrednio wptywajgce na sektor zdrowia
publicznego. Nalezy tu zwrécic uwage na patogeny odzwierzece,
w szczegdlnosci na te przenoszone drogg pokarmowg. W tym obszarze istnieje
wiele wyzwan miedzy innymi w kontekscie dochodzen epidemiologicznych
dotyczgcych ognisk chordb, m.in. wskazanie Zzrédta choroby, wyizolowanie
i/lub zidentyfikowanie czynnika etiologicznego (np. bakterii, wirusa), czy
decyzja o wycofaniu partii produktu bedgcego potwierdzonym Zrédtem
zakazenia.
Rozwoj nowoczesnych technologii, m.in. sekwencjonowania
wysokoprzepustowego (HTS - High Throughput Sequencing), ma ogromny

wptyw na poprawe bezpieczenstwa produkcji zywnosci. Zastosowanie HTS,
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w tym sekwencjonowania petnych genoméw (WGS - Whole Genome
Sequencing) przyczynia sie do wzrostu bezpieczenstwa zywnosci, a tym samym
do ochrony zdrowia publicznego i redukcji kosztow ekonomicznych zwigzanych
z szybka identyfikacjg i eliminacjg pierwotnych ognisk zakazen. Coraz wiecej
krajow wspdlnoty, w tym Polska, wprowadza technologie HTS w obszarze
kontroli bezpieczeristwa mikrobiologicznego taricucha produkcji zywnosci oraz

w dochodzeniach epidemiologicznych.

Sekwencjonowanie petnych genoméw (WGS) a metody tradycyjne

Istota sekwencjonowania wysokoprzepustowego polega na odczycie
informacji zapisanej w materiale genetycznym na masowg skale
i przekonwertowaniu jej na zapis cyfrowy, ktéry nastepnie jest archiwizowany.
Sekwencjonowanie petnych genomdéw WGS organizméw, polega na
wielokrotnym odczycie i zapisie petnej sekwencji kodujacej informacje
genetyczng danego organizmu, np. DNA izolatu bakteryjnego. Tradycyjne
metody molekularne, tj. reakcja tancuchowa polimerazy - PCR (Polymerase
Chain Reaction), elektroforeza pulsacyjna - PFGE (Pulsed-Field Gel
Electrophoresis), czy fenotypowe np. oznaczanie minimalnego stezenia
hamujagcego - MIC (Minimal Inhibitory  Concentration) metodg
mikrorozcienczen, nadal odgrywajg istotng role w  diagnostyce
mikrobiologicznej i typowaniu bakterii. Jednak niezaprzeczalnie WGS jest coraz
czesciej stosowany i wypiera stopniowo tradycyjne metody molekularne dzieki
temu, ze daje mozliwos¢ wykonywania wielokrotnych, wtérnych analiz
w roznych kierunkach na bazie raz uzyskanej sekwencji, bez dodatkowych

kosztédw i z wiekszg niz do tej pory sitg dyskryminacyjng. Dla poréwnania,
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pojedyncza reakcja PCR generuje tylko jeden wynik opisujacy probke badang

(np. genom bakterii), pod katem obecnosci lub braku danej cechy genetyczne;.

Przebieg badania oraz wady i zalety HTS

Mimo dostepnosci szeregu réznych platform do sekwencjonowania
HTS, m.in. lllumina, lon Torrent, PacBio, Oxford Nanopore Technology,
réznigcych sie metodg detekcji, czy dtugoscig odczytywanych sekwencji,
przebieg samego badania wyglagda podobnie. Sktada sie on z czesci
wykonywanej w laboratorium i bioinformatycznej analizy danych. Na czes¢
laboratoryjng sktadajg sie trzy gtéwne etapy: ekstrakcja materiatu
genetycznego, przygotowanie bibliotek, czyli odpowiednie opracowanie
i wyznakowanie materiatu oraz witasciwe sekwencjonowanie (Ryc. 1). Jakos¢
wykonania kazdego z etapdw badania bezposrednio przektada sie na jakos¢

finalnej sekwencji, dlatego po kazdym z nich wykonywana jest kontrola jakosci.
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Rycina 1. Schemat badania HTS.

W konsekwencji coraz powszechniejszego stosowania technologii WGS
w 2022 roku wydana zostata norma ,,ISO 23418:2022 Microbiology of the food
chain - Whole genome sequencing for typing and genomic characterization of
bacteria - General requirements and guidance”. Dokument opisuje ogdlne
wytyczne dotyczace sekwencjonowania genomowego bakterii izolowanych
z zywnosci, pasz dla zwierzat, pierwotnego taricucha produkcji oraz sSrodowiska
produkcji. Norma stanowi wazny element w aktualnie zachodzgcym procesie
standaryzacji procedur WGS w laboratoriach genomicznych w Europie i na
Swiecie.

Sam proces przygotowania bibliotek i sekwencjonowania moze trwac
do kilku dni, w zaleznosci od wybranej platformy i podejscia, co sprawia ze czas
wykonania petnego badania moze trwa¢ do 2-3 tygodni. Jednak wraz
z postepem technologii, automatyzacja i udoskonalaniem protokotow
badawczych ulega on systematycznemu skrdceniu. O ile czas tego typu analizy

jest wzglednie dtugi, szczegdlnie w poréwnaniu do tradycyjnych metod biologii
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molekularnej, to ilos¢ uzyskanych informacji jest nieporéwnywalnie wieksza.
Warto jednoczesnie podkresli¢, ze wykonanie badania metodg HTS wymaga
wspotdziatania ekspertéw z wielu dziedzin (m.in. analitycy i bioinformatycy),
dysponujgcych specjalistyczng wiedzg i doswiadczeniem. Szczegdlnie duzym
wyzwaniem jest proces analizy bioinformatycznej ze wzgledu na ztozonosc¢
procesu analizy danych, mnogos$¢ narzedzi i brak szczegétowych wytycznych
opracowanych przez jednostki nadzorujgce. Nalezy tu zaznaczy¢ role
Europejskich Laboratoriéw Referencyjnch (m.in. ds. antybiotykoopornosci oraz
takich patogendow jak Salmonella, Campylobacter, czy Listeria), ktére
odpowiadajg za organizacje badan biegtosci (PT - Proficiency Test). Udziat w PT
pracownikéw odpowiedzialnych za wykonywanie badan WGS w PIWet-PIB
pozwala na utrzymanie i rozszerzanie kompetencji w zakresie tej metody.
Zaawansowanie  technologiczne  HTS  wymaga pracy na
specjalistycznym sprzecie - sekwenatorach, ktorych jednorazowy koszt zakupu
moze wynosi¢ od jednego do kilkunastu milionéw ztotych, w zaleznosci od
przepustowosci. Ponadto konieczna jest dedykowana infrastruktura
laboratoryjna i informatyczna, oraz dedykowane odczynniki spetniajgce
okreslone parametry jakosciowe. Wszystko to sprawia, ze koszty badania WGS
mogg by¢ znaczgce i kilkukrotnie przekraczac koszt standardowej analizy PCR.
Warto jednoczesnie zaznaczy¢, ze koszty sekwencjonowania systematycznie
spadajg, co sprawia, ze badania WGS stajg sie konkurencyjng alternatywa dla
metod molekularnych, szczegdlnie w przypadku wielokierunkowych analiz

izolatow bakteryjnych.

Gtéwne kierunki badawcze
Na podstawie cyfrowego zapisu genomu mikroorganizmu mozliwe jest

zidentyfikowanie wszystkich znanych determinant genetycznych m.in.
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opornosci czy wirulencji. Pozwala to na predykcje cech fenotypowych
mikroorganizmu, np. okreslenie potencjatu patogennego, czy profilu
opornosci, czyli srodkéw przeciwdrobnoustrojowych czy dezynfektantdéw, na
ktére dany patogen moze by¢ oporny. Rowniez w Panstwowym Instytucie
Weterynaryjnym  (PIWet-PIB), tradycyjne metody diagnostyczne s3g

wspomagane lub zastepowane przez WGS.

A

Analizy poréwnawcze w oparciu 0: |

* pojedyncze réznice w obrebie
catego genomu

* wszystkie geny

*  kilka tysiecy genow rdzeniowych

* kilka genow metabolizmu
podstawowego J

Sita dyskryminacyjna metody

Ul

.

Rycina 2. Metody porédwnawcze oparte o WGS.

Metody poréwnawcze oparte o WGS pozwalajg na typowanie
i okreslenie stopnia pokrewiefstwa genetycznego analizowanych szczepdéw
bakterii (w obrebie jednego gatunku). Nalezy tu wyodrebnié: okreslanie typu
sekwencyjnego (ST - Sequence Type) z wykorzystaniem metody MLST
(Multilocus Sequence Typing), analize gendow rdzenia (cgMLST - core genome
MLST) oraz metody oparte o peten genom: wgMLST (whole genome MLST),
czy analizy polimorfizmu pojedynczych nukleotyddw (SNP - Single Nucleotide

Polymorphism). Ze wzgledu na duzo wiekszg site dyskryminacyjng metody te
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staty sie doskonatg alternatywg dla tradycyjnych technik np. PFGE
stosowanych w dochodzeniach epidemiologicznych. Nie zmienia to jednak
faktu, ze metody hodowli i analizy fenotypowe pozostajg podstawag dla
kompleksowej charakterystyki izolatu, a metoda WGS stanowi ich idealne

uzupetnienie.

WGS w PIWet-PIB

Utrzymanie wysokiej jakosci badan w zakresie ochrony zdrowia
i dobrostanu zwierzat hodowlanych oraz bezpieczenstwa zywnosci jest misjg
PIWet-PIB w Putawach. Za realizacje tej misji i wspotprace z Inspektoratami
Weterynarii odpowiedzialne sg zaktady naukowe i laboratoria referencyjne

dysponujgce dedykowanymi metodami, w tym sekwencjonowania WGS

¢=

* |dentyfikacja i zgloszenie A K I_R @

(Ryc. 3).

7

problemu
* Zlecenie o * Sekwencjonowanie
sekwencjonowania * Procesowanie probki » Analiza bioinformatyczna

) ) . i hodowla mikrobiologiczna

* Podejmowanie decyzji na ' « Wsparcie przy interpretacji
podstawie opinii KLR * Interpretacja wyniku- wyr?ikc‘)w previnerprEee

| przygotowanie opinii

fwiw | \ ) N

Rycina 3. Schemat wykonania dochodzenia epidemiologicznego w oparciu o
WGS z uwzglednieniem zaangazowanych podmiotdw.
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W PIWet-PIB wykonywane sg badania polegajgce m.in. na sekwencjonowaniu
petnego genomu mikroorganizmow bakteryjnych - Salmonella spp., Listeria
monocytogenes, Campylobacter jejuni/coli, Escherichia coli, Clostridium
botulinum, Staphylococcus aureus, Enterococcus spp. oraz wirusow: grypy
ptakow, wscieklizny, SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2) izolowany od norek, czy enzootycznej biataczki bydta.
Sekwencjonowanie WGS ma szerokie zastosowanie w PIWet-PIB w wielu
obszarach, ale w szczegdlnosci nalezy wymienic:

e Bezpieczenstwo zywnosci, m.in. przypadki wykrycia patogendw takich
jak  Salmonella, Listeria, w dochodzeniach epidemiologicznych
w ramach Systemu Wczesnego Ostrzegania o Niebezpiecznej Zywnoéci
i Paszach - RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed), a takze
w dochodzeniach na poziomie krajowym. W tym celu wykonywane sg
analizy porownawcze, tj. SNP oraz cgMLST, celem potwierdzenia
mozliwego zwigzku danego patogenu z ogniskiem choroby u ludzi,
zwierzat czy kontaminacjg zywnosci.

e Zwalczanie choréb zwierzat - poprzez poprawe dotychczasowych
metod diagnostyki. WGS ma zastosowanie w obszarze programow
zwalczania Salmonella - rowniez jako element w dochodzeniach nad
ogniskami epidemiologicznymi/epizootycznymi, czy wirusa wscieklizny,
grypy ptakow (AIV - Avian Influenza Virus), oraz ognisk SARS-CoV-2 na
fermach norek.

e Higiena pasz zwigzana z wykrywaniem i identyfikowaniem
zanieczyszczen mikrobiologicznych oraz powigzanych z nimi ognisk
epidemiologicznych/ epizootycznych.

e Monitoring opornosci na srodki przeciwdrobnoustrojowe wsrod

wystepujgcych u zwierzat i w zywnosci pochodzenia zwierzecego
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bakterii zoonotycznych i komensalnych zgodnie z decyzjg wykonawcza
Komisji (UE) 2020/1729.

e Charakterystyka genomowa patogenu - jako metoda wspomagajgca w
celu okreslenia genetycznego profilu  opornosci,  wirulencji,
a w przypadku szczepdw problematycznych i o nietypowych
wiasciwosciach biochemicznych: okreslenie rodzaju/gatunku, serotypu
i innych cech pomagajacych w identyfikacji mikroorganizmu.

e Badania naukowe - prowadzonych jest wiele projektéw naukowych
z wykorzystaniem petnego wachlarza metod HTS, ktére majg na celu
poprawe zdrowia i dobrostanu zwierzgt hodowlanych, a takze jakosci
pasz i dodatkdw paszowych. Wdrazanie wynikow takich badan pozwala
na poprawe jakoscii bezpieczenstwa hodowli, produkcji i przetworstwa

rolnego.

Dokumenty rekomendujgce wykorzystanie WGS w taricuchu produkcji zywnosci

Wykorzystanie  WGS w tancuchu produkcji zywnosci deklaruje
i rekomenduje szereg instytucji polskich i zagranicznych zajmujacych sie
zdrowiem ludzi i zwierzat, a takze nadzorem epidemiologicznym - Europejski
Urzad ds. Bezpieczeristwa Zywnosci - EFSA (European Food Safety Authority),
Europejskie Centrum ds. Zapobiegania i Kontroli Choréb - ECDC (European
Centre for Disease Prevention and Control), Komisja Europejska, Gtéwny
Lekarz Weterynarii. W ciggu dwéch lat od opracowania i wprowadzenia
metody wysokoprzepustowego sekwencjonowania (2014), komisja UE
wprowadzita pierwsze rozporzgdzenia majgce na celu dopuszczenie i regulacje
stosowania WGS w bezpieczenstwie zywnosci i pasz (2016). Obecnie widac
przejscie z mozliwosci stosowania sekwencjonowania jako metody

alternatywnej i/lub wspomagajacej dla tradycyjnych metod (np. od 2021 roku
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mozliwe jest oznaczanie opornosci na srodki przeciwdrobnoustrojowe dla
izolatow Salmonella opornych na cefotaksym lub ceftazydym lub meropenem
metodg WGS zamiast metody mikrorozcieficzen), do obligatoryjnego
stosowania sekwencjonowania (np. w dochodzeniach epidemiologicznych).
W 2021 roku zostaty opracowane i rekomendowane przez Gtéwnego Lekarza
Weterynarii krajowe wytyczne do stosowania WGS w przypadkach dochodzen
epidemiologicznych i charakterystyki genomowej patogendw.

Ponizej dokonano przegladu i zestawienia najistotniejszych dokumentéw
krajowych i zagranicznych rekomendujgcych wykorzystanie metodyki HTS,

a w szczegodlnosci WGS w obszarze produkcji zywnosci i pasz - Tabela 1.

Tabela 1. Wybrane wytyczne regulujgce stosowanie HTS w Polsce i Unii

Europejskiej (UE).

Rok Tytut Rodzaj Skrécony opis
Strategia wykorzystania WGS w celu wsparcia dochodzen
- epidemiologicznych i nadzoru nad zdrowiem publicznym
,Expert opinion on . . o .
. w UE. W rezultacie w ciggu pieciu lat ECDC miato
whole genome Unia . L . .
2016 ) . . przyczynic sie do ustanowienia norm i systemow
sequencing for public Europejska O . e
. ” umozliwiajacych stosowanie WGS w catej UE jako
health surveillance . .
metody z wyboru do typowania drobnoustrojow
patogennych, zastepujgc inne metody.
,ECDC strategic
framework for the W dokumencie przedstawiono proponowanag liste
integration of molecular priorytetowych patogendéw/chordb i nakreslono
»019 and genomic typing into Unia techniczne mozliwosci wdrozenia (2019-2021) danych o
European surveillance Europejska | typowaniu molekularnym/genomicznym do nadzoru na
and multi-country poziomie UE i miedzynarodowych dochodzen
outbreak investigations epidemiologicznych.
2019-2021”
,Decyzja wykonawcza Komisja promuje stosowanie, na poziomie UE,
Komisji (UE) 2019/300 z najnowoczesniejszych narzedzi do $ledzenia, typowania
5019 dnia 19 lutego 2019 . Unia molekularnego (w tym WGS) oraz udostepnianie w bazie
ustanawiajgca plan Europejska danych EFSA-ECDC wynikéw dotyczgcych typowania
ogolny zarzadzania molekularnego patogendw wykrytych u ludzi i zwierzat
kryzysami w obszarze oraz w zywnosci, paszach i srodowisku ich produkgji.
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bezpieczenstwa
zywnosci i pasz”

,Decyzja wykonawcza

Dokument dopuszcza stosowanie WGS, jako metody
alternatywnej dla technik fenotypowych, w
monitorowaniu opornosci na srodki

2020 Kormsy (U.E) 2020/1729 Umg przeciwdrobnoustrojowe u bakterii zoonotycznych i
z dnia 17 listopada 2020 | Europejska L .
o komensalnych. Jednoczesnie naktada obowigzek
' wprowadzenia warunkéw technicznych w celu
zapewnienia poréwnywalnosci danych.
»Wytyczne Gtownego Dokument opracowany we wspotpracy z Panstwowym
Lekarza Weterynarii Instytutem Weterynaryjnym. Wytyczne przestawiajg
dotyczace wykorzystania schemat badania HTS, wskazujg na miejsce jego
2021 sekwencjonowania Polska wykonywania (PIWet-PIB) oraz pozostate informacje na
wysokoprzepustowego temat roli poszczegdlnych podmiotdw uczestniczgcych w
(HTS) przez Inspekcje badaniu HTS, priorytetowe obszary zastosowania HTS
Weterynaryjng” oraz sposob ich zlecania.
_EFSA and ECDC One Unia Oficjalny system d.o mledz.yobszaro.wego gIZ|e|en|a sie
2022 , . danymi przez instytucje zdrowia publicznego,
Health WGS system Europejska . , . L ..
bezpieczenstwa zywnosci i weterynarii.
Dokument okreslajgcy warunki wspotpracy i
,EFSA and ECDC ) udostepniania danych i interakcji EFSA-ECDC. Dane
. Unia . . S
2022 collaboration Furopeiska dotyczg izolatow, pochodzgcych od ludzi i zwierzat, z
agreement” Pel Zywnosci oraz paszy i powigzanego Srodowiska, i sg
gromadzone dla celéw zdrowia publicznego.
,Guidelines for reporting
Whole Genome o
. : Wytyczne opisujg system ,, EFSA One Health WGS
2022 sequencing-based Unia system”, w tym jego architekture, uzytkownikéw i zakres
typing data through the | Europejska Y » WM Jeg & Uzy

EFSA One Health WGS
System”

ich dostepdw do danych, a takze ich wtasnosc.

Podsumowanie

Dla utrzymania silnej pozycji na $wiatowym rynku produkcji zywnosci

i pasz niezbedne s3 inwestycje w rozwdj i wdrazanie nowych technologii

zapewniajgcych szybki dostep do kompleksowych zasobdw informacji. Dotyczy

to zaréwno systemow szybkiego reagowania i dzielenia sie krytycznymi

danymi, jak i nowych technologii kontroli produkcji w rolnictwie, jakg bez

watpienia jest WGS. Ta kompleksowa i uniwersalna metoda moze byc
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wykorzystywana do charakterystyki genomu mikroorganizmow w badaniach
urzedowych oraz naukowych. Pozwala na ocene efektywnosci stosowania
krajowych i miedzynarodowych programéw zwalczania patogendw czy
opornosci. Sekwencjonowanie jest coraz powszechniej uznawanym
i wykorzystywanym narzedziem w kontek$cie nadzoru epidemiologicznego
i holistycznego podejscia ,,One Health”. Wspomniane wyzej zastosowania
metody, czynig HTS waznym elementem w nadzorze nad bezpieczeristwem
zywnosci i pasz, a dalsze rozpowszechnianie tej technologii w instytucjach

nadzoru zdrowia ludzi i zwierzat wydaje sie nieuniknione.
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SEKCJA BYDtO

STRATEGIA ZWALCZANIA PRYSZCZYCY W EUROPIE

Wiestaw Niedbalski, Andrzej Fitzner, Andrzej Kesy
Zaktad Pryszczycy

Krotka charakterystyka

Pryszczyca (tac. Aphtae epizooticae, ang. Foot and Mouth Disease -
FMD) to choroba zakaZna, wybitnie zarazliwa, zwierzat parzystokopytnych
domowych i dzikich. Czynnikiem etiologicznym jest wirus pryszczycy (FMDV),
rodzina Picornaviridae, rodzaj Aphthovirus. FMDV charakteryzuje duza
zmiennos¢ genetyczna i antygenowa; znanych jest 7 serotypdw oznaczonych
A, O, C, Asia 1 oraz SAT 1, SAT 2, SAT 3, a w obrebie kazdego z serotypdw
wystepuje wiele podtypow i wariantdw antygenowych. Duza réznorodnosc
genetyczna wirusa pryszczycy jest spowodowana wysokim stopniem mutacji
zachodzgcych podczas replikacji jego materiatu genetycznego, co w znacznym
stopniu utrudnia diagnostyke pryszczycy oraz jej skuteczng profilaktyke. Na
zakazenie wrazliwe sg: bydto, Swinie, owce, kozy, bawoty, renifery, wielbtady,
dziki oraz przezuwacze wolno zyjgce - ogdtem ponad 70 gatunkow zwierzat.
Objawy kliniczne pryszczycy oraz ich nasilenie mogg rézni¢ sie w zaleznosci od
gatunku zwierzecia. W przypadku bydta typowe zmiany kliniczne obserwuje sie
zarébwno w jamie gebowej, jak i na racicach, podczas gdy u $win widoczne s3
przede wszystkim na racicach. U owiec, objawy pryszczycy nie wystepujg lub
sg stabo wyrazone; okoto 25% zakazonych owiec nie wykazuje zadnych
objawoéw choroby, a u kolejnych 25% wystepuja jedynie niewielkie, pojedyncze

zmiany na racicach.
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Akty prawne

Pryszczyca znajduje sie, wedtug polskiego prawa weterynaryjnego, na
liscie choréb podlegajgcych obowigzkowi rejestracji i zwalczania z urzedu.
Podstawowym aktem normatywnym regulujgcym zwalczanie chordb
zakaznych zwierzat w krajach cztonkowskich Unii Europejskiej (UE) jest
Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady 2016/492 z dnia 9 marca
2016 r. w sprawie przenosnych choréb zwierzat oraz zmieniajace i uchylajace
niektére akty prawne w dziedzinie zdrowia zwierzat (Animal Health Law -
Prawo o zdrowiu zwierzagt). Rozporzgdzenie to weszto w zycie w dniu 21
kwietnia 2021 r. i obecnie obowigzuje na terenie krajow-cztonkow UE.
Jednoczesdnie moc stracito 38 aktéw prawnych, w tym dyrektywy oraz niektére
decyzje i rozporzadzenia regulujgce zwalczanie chordb zakaznych zwierzat
w UE. Zasadniczym krajowym aktem prawnym dotyczagcym zwalczania
pryszczycy jest rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju WSsi z dnia
10 lutego 2006 r. w sprawie szczegdétowego sposobu i trybu zwalczania
pryszczycy (Dz. U.2006, Nr 28, poz. 205), zastepujgce rozporzgdzenie z dnia
2 sierpnia 2004 r. (Dz.U. Nr 180, poz. 1864). Ponadto, sposob i tryb
postepowania przy pryszczycy zawierajg inne przepisy normatywne krajowe,
takie jak: ustawa z dnia 11 marca 2004 r. o ochronie zdrowia zwierzat oraz
zwalczaniu chordb zakaznych zwierzat (Dz.U. Nr 69, poz. 625.) oraz
rozporzgdzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi, z dnia 17 grudnia 2004 r.
w sprawie okreslenia jednostek chorobowych, sposobu prowadzenia kontroli

oraz zakresu badan kontrolnych zakazen zwierzat (Dz.U. Nr 282, poz. 2813).
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Epidemiologia

Pryszczyca od lat stanowi powazne zagrozenie dla hodowli zwierzat
w wielu regionach $wiata. Straty ekonomiczne spowodowane chorobg sg
bezposrednio zwigzane ze zmniejszeniem efektywnosci hodowli oraz
posrednio, z utratg rynkoéw zbytu, z powodu embarga na handel zwierzetami
| i produktami zwierzecego pochodzenia. Wedtug danych Swiatowej
Organizacji Zdrowia Zwierzat (World Organization for Animal Health - WOAH)
choroba wystepuje obecnie na terytorium ponad 100 panstw kontynentu

azjatyckiego i afrykanskiego (Ryc. 1).

WOAH Members' official FMD status map
Last update June 2024
. T

3 ® WOAH
I Members and zones recognised as free from FMD without vaccination I Suspension of FMD free status

Members and zones recognised as free from FMD with vaccination Countries and zones without an
official status for FMD

Rycina 1. Sytuacja epizootyczna pryszczycy na swiecie, stan na czerwiec 2024
r. (Legenda: kraje cztonkowskie i strefy wolne od pryszczycy bez szczepien
(zielony), kraje cztonkowskie i strefy wolne od choroby ze szczepieniami
(jasnozielony), obszary, na ktdrych zawieszono status ,wolny od pryszczycy”
(bordowy), kraje i strefy bez oficjalnego statusu w zakresie pryszczycy (szary).

Sytuacja epidemiologiczna w Europie
W Europie, ostatnig duzg epidemie pryszczycy potwierdzono w lutym
2001 r. w Wielkiej Brytanii, gdzie ogdtem wykryto 1199 ognisk choroby

w réznych regionach kraju. Nastepnie choroba pojawita sie w sgsiednich
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krajach i jej ogniska wykryto w Irlandii Ptn., Republice Irlandii, Francji i Holandii.
Kolejna, mniejsza epidemia pryszczycy w Europie, miata miejsce réwniez
w Wielkiej Brytanii w 2007 r., a ostatnie przypadki tej choroby na naszym
kontynencie stwierdzono na przetomie 2010 i 2011 r. w Butgarii, w obwodzie
Burgas, nad Morzem Czarnym. W Polsce, w latach 1950-1971 wykryto ogdtem
128 570 przypadkdw choroby, przy czym najwieksze jej nasilenie notowano
w latach 1952-1955 i 1960-1964, a rekordowg liczbe - ponad 93 000
stwierdzono w 1952 roku. Dane szacunkowe wskazujg, ze w tym okresie
chorowato ponad 700 000 zwierzat, gtownie bydto i $winie. Ostatni przypadek
choroby w Polsce stwierdzono w 1971 roku i od tego czasu Polska posiada

status kraju wolnego od pryszczycy.

Objawy kliniczne

Czas inkubacji pryszczycy rézni sie w zaleznosci od wielkosci dawki
infekcyjnej, sposobu transmisji oraz gatunku zakazonego zwierzecia, i wynosi
od 1 do 14 dni, najczesciej 2 do 8 dni. Typowymi objawami klinicznymi
pryszczycy sg: obfite Slinienie, podwyzszona temperatura o 1,5 do 2,5°C,
pecherze na bfonie sluzowe] jezyka i jamy gebowej, w szparach
miedzyracicznych oraz na koronkach racic, a takze na strzykach i wymieniu

(Ryc. 2, 3).

@ PIwst 37



Rycina 3. Zmiany na racicach u swin.

Niektére zwierzeta nie wykazujg zadnych objawdw klinicznych zakazenia
i choroba wystepuje u nich w formie bezobjawowej, u innych dochodzi do
zakazenia przetrwatego (persystentnego) i osobniki te mogg staé sie
nosicielami wirusa. Zdolnos¢ wirusa do zakazenia miedzygatunkowego
zwieksza prawdopodobienstwo jego rozprzestrzeniania sie, w szczegdlnosci

w populacjach o duzym zageszczeniu.
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Drogi zakazenia

Do zakazenia bydta i owiec dochodzi najczesciej przez uktad oddechowy
(droga kropelkowa), natomiast swinie zakazajg sie gtéwnie drogg pokarmowag
lub przez uszkodzong skore. Wirus moze szerzy¢ sie zaréwno drogg aerogenng
w formie aerozolu, jak i wraz z odchodami oraz ptynami ustrojowymi. Choroba
moze rozprzestrzeniac sie réwniez za posrednictwem zakazonej karmy, wody,
srodkéw transportu oraz produktéw pochodzacych od zakazonych zwierzat.
W zwtokach zakazonych zwierzat wirus pryszczycy moze przetrwac¢ w formie

zakaznej w tkance mieéniowej przez 11 dni, a w watrobie nawet do 4 miesiecy.

Prébki do badan

Powszechnie stosowany w diagnostyce laboratoryjnej materiat
biologiczny to: nabtonek z niepeknietych lub swiezo peknietych pecherzy,
ptynna zawartos¢ pecherzy, krew petna w okresie wiremii pobrana na
antykoagulant (np. EDTA), $luz gardtowo-przetykowy, a takze krew/surowica
do badan serologicznych na obecnos$¢ specyficznych przeciwciat przeciwko
wirusowi pryszczycy. Odpowiednia temperatura transportu do laboratorium
oraz jakos¢ tych probek ma decydujgcy wptyw na wiarygodng diagnostyke

laboratoryjna.

Diagnostyka

Znanych jest wiele zakaznych choréb pecherzowych nieodrdznialnych
klinicznie od pryszczycy, np. choroba pecherzykowa $win, wysypka
pecherzykowa, pecherzykowe zapalenie jamy ustnej, ksiegosusz, pomor
matych przezuwaczy, wirus Seneca A. W przebiegu tych chordb wystepujg
identyczne lub podobne objawy kliniczne oraz zmiany sekcyjne. Dlatego

niezbedna jest szybka i precyzyjna diagnostyka réznicowa, zaréwno sekcyjna,
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jak i laboratoryjna. Badanie kliniczne odgrywa wazng role, jest elementem
wstepnej diagnozy, jednak ostateczne rozpoznanie odbywa sie wytgcznie na
podstawie badan laboratoryjnych.

Metody diagnostyczne stosowane w Zaktadzie Pryszczycy PIWet-PIB sg zgodne
z podrecznikiem WOAH ,Testy diagnostyczne i szczepionki dla zwierzat
lgdowych”. Do wykrywania wirusa/antygenu/materiatu genetycznego wirusa
stosuje sie rutynowo: metode izolacji wirusa w hodowli wrazliwych komarek,
test ELISA oraz techniki detekcji wirusowego RNA: konwencjonalny RT-PCR
oraz metode ilosciowg w czasie rzeczywistym, real-time RT-PCR. W ostatnich
latach, do diagnostyki pryszczycy wykorzystuje sie coraz powszechniej
nowoczesne techniki, ktére mogg by¢ stosowane bezposrednio w terenie, bez
koniecznosci transportu prébek do laboratorium. Obecnie dostepny w handlu
jest szybki i prosty do wykonania test paskowy, do wykrywania antygenu
wirusa pryszczycy w materiale biologicznym ,Lateral flow devices FMDV
antygen detection (LFD)”, wprowadzony na rynek na poczgtku XX| wieku przez

szwedzkg firme Svanova.

- Szybki, gotowy do stosowanie, tani i prosty OQ
- Technologia Clearview ® (jednosciezkowa) @& &
S & S
ﬁ;’ «’\@ oc’\\‘\ 8\04/ \0'2)
SRS «© &
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4ﬁ> probka kliniczna V€ S P Sty
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zawierajgca FMDV

membrana kierunek membrana

uwalniajgca przeptywu 4\) absorbcyjna
kompleks koniungat . ¢
-antygen FMDV lateksowe kuleczki ze ztotem koloidalnym

pokryte przeciwciatami swoistymi
przeciwko FMDV

Rycina 4. Test LFD do wykrywania antygenu wirusa pryszczycy.
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Wykonanie badania zajmuje jedynie 10-30 min. i moze by¢ przeprowadzone
przez osobe nieposiadajgcyg doswiadczenia w zakresie rutynowej diagnostyki
laboratoryjnej. Czutos$¢ testu jest porownywalna do standardowej metody
ELISA, stosowanej w laboratoriach badawczych. Do diagnostyki w ognisku
choroby powszechnie wykorzystuje sie takze przenosne, automatyczne
platformy (Enigma-FL, Bio-Seeqg-Vet) przy uzyciu ktorych, mozliwe jest
wykonanie petnej procedury wykrywania materiatu genetycznego wirusa
(ekstrakcja RNA, amplifikacja metodg PCR oraz analiza) i uzyskanie wyniku
w ciggu 1 godziny. Ponadto, wstepng diagnostyke w terenie mozna
przeprowadzi¢ przy uzyciu termografii w podczerwieni (IFT), na podstawie

oceny cieptoty ciata badanych zwierzat.

Profilaktyka

Ztozonos¢ pryszczycy, przede wszystkim mnogosé i zmiennosé wirusa
oraz wielo$¢ jego gospodarzy stanowig powazng bariere utrudniajgca
zwalczanie choroby. Profilaktyka pryszczycy opiera sie przede wszystkim na
stosowaniu szczepionek, gtownie inaktywowanych, ktére wytwarza sie
z wirusa namnozonego w zawiesinie hodowli wrazliwych komarek, chemicznie
inaktywowanego, oczyszczonego i zwigzanego z okreslonym adiuwantem.
Systematycznie badana jest skutecznos$¢ wytworzonej szczepionki w celu
wyselekcjonowania wariantu antygenowego wirusa najbardziej zblizonego
genetycznie do izolowanego z ognisk choroby. Szczepionki majg ograniczony
okres trwatosci (1-2 lata) i muszg by¢ systematycznie zastepowane nowymi,
sprawdzonymi preparatami. Przetrzymywanie szczepionki w formie
skoncentrowanego antygenu znacznie wydtuza jej trwatos$¢ lecz jednoczesnie
opo6znia mozliwos¢ zastosowania gotowej szczepionki w terenie, z powodu

koniecznosci przeznaczenia kilku dni na jej wyprodukowanie z takiego
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antygenu. Szczepionka powinna by¢ stosowana z zachowaniem odpowiedniej
procedury szczepien, z uwzglednieniem najkorzystniejszej drogi podania
zwierzeciu oraz jej dawki, co ma istotny wptyw na skutecznos¢. WOAH zaleca
stosowanie szczepionki interwencyjnej, w krajach wolnych od pryszczycy,
w dawce 6 PDsg (50% protective dose). Lekarz wykonujacy szczepienie
powinien posiada¢ odpowiednig wiedze i doswiadczenie w tym zakresie.
Podczas szczepienia, moze on nieSwiadomie, w sposdb bierny (np. na ubraniu,
obuwiu, itp.) przenies¢ wirusa od zwierzat chorych z jednego stada na osobniki
z innych stad. W ostatnich latach opracowano wiele technologii produkcji
nowych szczepionek przeciwko pryszczycy, ktorych parametry uodparniajgce
sg rowne lub wyzsze niz klasycznej szczepionki inaktywowanej. Nalezg do nich
szczepionki podjednostkowe wyprodukowane w oparciu o biatka strukturalne
tworzgce czasteczki wirusopodobne (virus like particles - VLPs), szczepionki
DNA oraz szczepionki rekombinowane i peptydowe. Nalezy dazy¢ do tego, aby
technologie produkcji szczepionki przeciwko pryszczycy byty bardziej wydajne
i efektywne ekonomicznie. Dotychczas udato sie to osiggnac z zastosowaniem
nowoczesnych metod podczas produkcji szczepionki VLPs w bakteryjnych
systemach ekspresyjnych E. coli, z uzyciem rekombinanta bakulowirusowego
w komérkach owadzich oraz metodg ekspresji biatek wirusowych w systemach

pozakomorkowych (cell-free system).

Réznicowanie zwierzat zakazonych od szczepionych (DIVA)

Jedng z zasadniczych wad szczepionek inaktywowanych przeciwko
pryszczycy jest brak mozliwosci serologicznego rdznicowania zwierzat
zakazonych od szczepionych (Differentiating Infected from Vaccinated Animals
- DIVA). Problem ten moze zosta¢ rozwigzany po zastosowaniu technologii

produkcji szczepionki z oczyszczonego antygenu wirusa pryszczycy, niemal
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catkowicie pozbawionego biatek niestrukturalnych, co stwarza mozliwosc

takiego rdznicowania (Ryc. 5).

Szczepienie e Szczepienie 1 zakaZenie @
Th TR
- = ._ - -,
- -
Oczyszezony antygen FLMDV: Replikaga FMDWV:
biatka strukturalne (SPs) biatka strukturalne (SPs)

biatka niestrukturalne (NSPs)
A AL

przeciwciata dla SPs przeciwciata dla SPs1 NSPs

Rycina 5. Rdznicowanie zwierzqt szczepionych, od szczepionych a nastepnie
zakazonych wirusem pryszczycy (DIVA).

Po podaniu takich szczepionek, pozbawionych biatek niestrukturalnych
(non-structural proteins - NSPs), w organizmie zwierzecia powstajg wytacznie
przeciwciata przeciwko biatkom strukturalnym (structural proteins - SPs)
wirusa pryszczycy, co mozna wykaza¢ w badaniu serologicznym z uzyciem
metod diagnostycznych do wykrywania przeciwciat NSPs, np. testem 3ABC-
ELISA. Strategie DIVA przez wiele lat stosowano z powodzeniem na
kontynencie potudniowoamerykanskim do monitorowania  wynikow
zwalczania pryszczycy w krajach, w ktorych choroba wystgpita, a takze w celu
udokumentowania statusu - ,kraj wolny od pryszczycy ze szczepieniami”, co
umozliwiato uzyskanie zezwolenia na eksport wotowiny. W krajach tych

intensywny wypas bydfa prowadzi sie na wielkich, otwartych przestrzeniach,
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na ktérych rozpoznanie kliniczne choroby nie zawsze jest mozliwe, dlatego
konieczna jest szybka i precyzyjna serologiczna diagnostyka laboratoryjna.
Strategie DIVA wykorzystywano takze podczas zwalczania choroby wsréd swin
szczepionych przeciwko pryszczycy na Dalekim Wschodzie. Ponadto, testy
DIVA stosowano w ograniczonym zakresie w 1966 r. w Macedonii i Albanii po
szczepieniach interwencyjnych podczas zwalczania pryszczycy. W krajach
posiadajgcych status ,,wolny od pryszczycy bez szczepien”, takich jak panstwa
cztonkowskie UE oraz w Stanach Zjednoczonych Ameryki Pétnocnej (USA),
testy immunoenzymatyczne do wykrywania przeciwciat przeciwko NSPs
wykorzystuje sie jako narzedzie kontroli pryszczycy, miedzy innymi podczas
wdrazania polityki: ,szczepienie w celu przezycia” (ang. vaccinate-to-live).
Zgodnie z tg koncepcjg, kontrola pryszczycy w krajach dotychczas wolnych od
pryszczycy moze by¢ realizowana poprzez zastosowanie szczepien
interwencyjnych wokdt zakazonych stad, a nastepnie badan laboratoryjnych
przeglagdowych w celu wykrycia i wyeliminowania osobnikdéw zakazonych, bez
koniecznosci wybijania zwierzat szczepionych. Ponadto, strategia DIVA moze
by¢ wykorzystywana do badania zwierzat, ktére sg obiektem wymiany
handlowej, poniewaz znaczny odsetek (do 50%) osobnikéw zakazonych moze
stac sie nosicielami wirusa, co oznacza, ze w ich organizmie wirus pryszczycy
moze by¢ obecny dtuzej niz 28 dni od zakazenia. Nosiciele nie wykazujg
zadnych objawow klinicznych pryszczycy i mogg pozosta¢ w tym stanie przez
dtugi okres, np. w przypadku bydta przez 2-3 lata, a u bawotu afrykanskiego
nawet 5 lat. Osobniki te stanowig potencjalne Zrédto zakazenia wirusem
pryszczycy, co udowodniono w warunkach terenowych u bawotu
afrykanskiego.

WOAH réznicuje kraje badz regiony na wolne od pryszczycy bez

szczepien, wolne od pryszczycy ze szczepieniami, z zawieszeniem statusu z/bez
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szczepieh oraz o statusie niezdefiniowanym (Ryc. 1). Jednakze, tylko kraje
wolne od pryszczycy bez szczepien nie podlegajg zadnym restrykcjom w handlu
zwierzetami oraz produktami zwierzecego pochodzenia. W przypadku
krajéw/regiondw posiadajgcych status wolny od pryszczycy ze szczepieniami,
z powodu nie wdrozonej tam strategii DIVA i kwestionowania statusu
zdrowotnego zwierzgt szczepionych, restrykcje handlowe sg w dalszym ciggu
utrzymywane. W krajach dotychczas wolnych od pryszczycy, po potwierdzeniu
ogniska choroby, ustanowiono trzy podstawowe kierunki dziatania, ktorych
celem jest zapobiezenie dalszemu szerzeniu sie wirusa: 1) odizolowanie
zwierzat zakazonych i podejrzanych o zakazenie oraz szczepienie
interwencyjne bez ich wybijania, 2) odizolowanie, szczepienie i wybijanie lub
3) odizolowanie i wybijanie zwierzat. Stosujac polityke odosobnienia zwierzat
i szczepienia pobiera sie probki materiatu biologicznego z ognisk choroby,
analizuje w celu okreslenia serotypu i podtypu wirusa, a nastepnie poréownuje
z antygenami uzywanymi do produkcji szczepionki. Celem tych badan jest
wyselekcjonowanie szczepionki zawierajagcej antygen 0 najwyzszym
pokrewienstwie antygenowym ze szczepem wystepujgcym w ognisku choroby.
Z powodu obaw przed restrykcjami handlowymi, polityka szczepien
interwencyjnych bez wybijania zwierzat w regionach uprzednio wolnych od
pryszczycy byta rzadko wykorzystywana i w wiekszosci krajéw wybierano
metode odizolowania i wybijania zwierzat lub odizolowania, szczepienia
i wybijania zaszczepionych zwierzat. W przypadku krajow dotychczas wolnych
od choroby, polityka masowego wybijania zwierzat jest ekonomicznie
korzystniejsza niz szczepienie i eliminacja szczepionych zwierzagt, poniewaz
zgodnie z przepisami WOAH, szybciej odzyskuje sie status kraju/regionu
wolnego od pryszczycy. Jesli choroba pojawi sie niespodziewanie w regionach

historycznie od niej wolnych, to natychmiast wdraza sie polityke masowego
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wybijania, co w efekcie prowadzi do nieuzasadnionej eliminacji osobnikow
zdrowych. Podczas zwalczania epizootii pryszczycy w Wielkiej Brytanii w 2001
r., wybito ogétem ponad 4 mIn zwierzat na ponad 10 000 farm, z czego w okoto
8 000 przebywaty zwierzeta, ktore tylko potencjalnie mogty by¢ zakazone.
Utylizacja zwtok ubitych i padtych zwierzat poprzez ich zakopanie lub spalenie
takze stanowi skomplikowane przedsiewziecie logistyczne. Wymagany jest
dostep do przystosowanych do tego celu zaktadéw utylizacyjnych i posiadanie
odpowiedniego wyposazenia, a takze wiedzy i doswiadczenia personelu, ktéry
bedzie zaangazowany w proces utylizacji. W przypadku braku odpowiednich
warunkoéw do bezpiecznej utylizacji duzej ilosci zwtok zwierzat, czesciej stosuje
sie polityke odizolowania zakazonych zwierzat, ich szczepienie, a nastepnie
wybijanie. Taki sposdb postepowania wdrozono podczas zwalczania epizootii
pryszczycy w Holandii w 2001 r. Masowe wybijanie zwierzat bezposrednio
uderza w hodowcow z powodu strat finansowych, ktére mogg by¢ ztagodzone
dopiero po uzyskaniu rekompensat za poniesione szkody. Niekiedy moze to
przybrac¢ nieoczekiwane skutki, np. podczas epizootii pryszczycy na Tajwanie
w 1997 r., rzad zaoferowat hodowcom wyzsze stawki rekompensat niz ceny
rynkowe zwierzat, co zachecato hodowcéw do celowego zakazania swoich

zwierzat dla zwiekszenia zysku.

Aspekt ekonomiczny

Wystgpienie pryszczycy przyczynia sie do ogromnych strat finansowych
w gospodarce kraju, w ktorym stwierdzono ogniska choroby. Sg to straty
bezposrednie, zwigzane ze zwalczaniem choroby, takie jak: wybijanie zwierzat
chorych i podejrzanych o zakazenie wirusem, czyszczenie i dezynfekcja,
szczepienia interwencyjne, odszkodowania dla hodowcow, okresowe

ograniczenia produkcji w sektorze przetwdrstwa zywnosci, w skrajnych
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przypadkach zaprzestanie dziatalnosci zaktaddéw przetworczych. Koszty
posrednie, bardziej dotkliwe dla gospodarki kraju zapowietrzonego, wynikajg
z utraty zagranicznych rynkéw zbytu na zwierzeta i produkty zwierzecego
pochodzenia oraz ograniczen w wymianie handlowej. Zadaniem stuzby
weterynaryjnej kraju lub regionu posiadajgcego status ,wolny od pryszczycy”,
jest ochrona wtasnego terytorium przed chorobg, a w przypadku jej wykrycia,
niezwtoczne zastosowanie odpowiednich $rodkow zwalczania, w celu
ograniczenia szerzenia sie, az do catkowitej jej likwidacji.

W niektérych regionach $wiata ogniska pryszczycy mogg przybieraé rozmiary
enzootii. Polityka wybijania i utylizacji zwtok w regionach enzootycznych jest
ekonomicznie nieuzasadniona. Kwarantanna zwierzat na tych obszarach jest
réowniez trudna do realizacji, poniewaz wiekszos¢ krajow, w ktérych choroba
wystepuje na catym obszarze, nie ma wystarczajgcej infrastruktury
umozliwiajgcej skuteczne jej przeprowadzenie. Jesli nawet kwarantanna jest
mozliwa, ale bez jej zakonczenia szczegdtowymi badaniami przeglagdowymi, to
zwierzeta zakazone, ktére nie zostang rozpoznane i w pore wyeliminowane,
mogg ponownie znalezé sie w populacji zwierzat wrazliwych i wywotaé
zakazenie. Trzeba zaznaczy¢, Zze wiekszo$¢ regiondw enzootycznego
wystepowania pryszczycy, to obszary typowo wiejskie, co sprzyja kontaktom
zwierzgt domowych i dzikich i w konsekwencji do transmisji choroby. Takie
interakcje mogg skutkowac dtugotrwatym utrzymywaniem sie oraz szerzeniem
wirusa w Srodowisku. Wykazano, ze w przypadku wystgpienia na danym
obszarze wiecej niz 4 ognisk pryszczycy w okresie 10 lat, jej zapobieganie
metodg szczepien jest bardziej uzasadnione ekonomicznie niz wybijanie
i skuteczniejsze niz kwarantanna. Uwaza sie, ze szczepienie jest obecnie
najkorzystniejszg metodg zwalczania pryszczycy na terenach enzootycznych.

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze pomimo powszechnej dostepnosci szczepionek
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przeciwko pryszczycy na rynku, ich wysoka cena ogranicza lub wrecz
uniemozliwia ich stosowanie w wielu regionach wystepowania choroby.
Podjeto dziatania majace na celu ograniczenie kosztéw produkcji tradycyjnej
szczepionki poprzez wprowadzenie rygorystycznych warunkow aseptycznych
zapobiegajgcych kontaminacji podczas procesu namnazania wirusa, a takze
zminimalizowania kosztow badania, dystrybucji i przechowywania gotowej
szczepionki. Kraje/regiony dazgce do uzyskania statusu ,wolny od pryszczycy”
podejmujg dziatania w celu zmniejszenia strat w hodowli, kosztéw szczepien
oraz restrykcji handlowych. Kraje te ograniczajg import zwierzat i produktéw
zwierzecego pochodzenia oraz prowadzg szczegétowag kontrole ich
przemieszczania z krajow graniczacych, w ktorych sytuacja epizootyczna jest
niekorzystna, w celu zapobieZzenia ponownego wprowadzenia wirusa na
wtasne terytorium. Tylko niektére panstwa posiadajg wystarczajgce srodki
finansowe umozliwiajgce wdrozenie tych dziatan, lecz wiekszos¢ krajow,
w ktérych pryszczyca wystepuje endemicznie nie dysponuje odpowiednimi
funduszami i potrzebuje zewnetrznej pomocy umozliwiajgcej realizacje
programu zwalczania. Przeznaczenie na ten cel srodkéw uzyskanych z Banku
Swiatowego jest coraz trudniejsze ze wzgledu na inne potrzeby i preferencje
ekonomiczne krajéw rozwijajacych sie. Jesli nawet uda sie uzyskaé wstepng
pomoc i rozpocznie sie odpowiednie dziatania zapobiegawcze, to bez dalszego
wsparcia powodzenie programu moze byc¢ zagrozone. Jednakze niektére
panstwa graniczgce z krajami europejskimi wolnymi od pryszczycy, takie jak
Turcja, Gruzja i Armenia, otrzymaty pomoc na kontynuacje szczepien
i pomimo, ze choroba jeszcze wystepuje na ich terytorium, to systematyczna

immunoprofilaktyka przyczynita sie do znacznego ograniczenia tam ognisk

pryszczycy.
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Postepowanie na poziomie stada

Strategia zwalczania pryszczycy na obszarze UE polega na stosowaniu
metody radykalnej, tj. wybijaniu wszystkich zwierzat wrazliwych na zakazenie
w ognisku choroby oraz wokdt ogniska (ang. stamping out), a nastepnie
utylizacji ich zwtok i bezpiecznej likwidacji wszelkich produktow pochodzacych
od takich zwierzat. Ponadto, obowigzujg odpowiednie rezimy administracyjno-
sanitarne: kwarantanna, kontrola i ograniczenia przemieszczania zwierzat,
dezynfekcja oraz szczegdtowe badania przeglagdowe. Dopuszcza sie rowniez
szczepienia interwencyjne (ang. emergency vaccination) - pierScieniowe)
i wyttumiajgce - wokdt gospodarstw zapowietrzonych, w celu zahamowania
szerzenia sie choroby poprzez utworzenie strefy buforowej uniemozliwiajgcej
dalsze rozprzestrzenianie sie wirusa w S$rodowisku. Od momentu
potwierdzenia pryszczycy wtasciwy organ wyznacza wokot ogniska choroby
okreg zapowietrzony o minimalnym promieniu trzech kilometréw oraz okreg
zagrozony o promieniu dziesieciu kilometrow. W okregu zapowietrzonym
prowadzi sie rejestracje wszystkich gospodarstw i spis zwierzat w nich
przebywajgcych oraz regularng kontrole weterynaryjng tych gospodarstw.
Ponadto, zabroniony jest transport zwierzat podatnych oraz organizowanie
targéw i wystaw zwierzat, a takze wykonywanie zabiegdw sztucznego
unasieniania. W okregu zagrozonym stosuje sie srodki przewidziane dla okregu
zapowietrzonego, tzn. spis gospodarstw i zwierzat, zakaz transportu zwierzat
podatnych i ograniczenia w obrocie miesa i produktéw zwierzecego
pochodzenia (Dz. U. UE L 306/1 z 22.11.2003).

Trzeba jednak zaznaczy¢, ze zwalczanie pryszczycy metodg radykalng
(ang. stamping out), ze wzgledu na standardy dobrostanu zwierzat, jest
powszechnie krytykowane i kwestionowane zarowno przez Srodowiska

naukowe, jak i organizacje ekologiczne. Szczegdlnie duze protesty towarzyszyty
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zwalczaniu epizootii pryszczycy w Wielkiej Brytanii w 2001 r., podczas ktérej
poddano eutanazji prawie 4 min zwierzat - bydfo, swinie, owce i kozy. Dziatania
te spotkaty sie z ostrg krytyka farmerow i znacznej czesci lekarzy weterynarii,
a przede wszystkim spoteczenstwa brytyjskiego, z powodu olbrzymich strat
ekonomicznych, poniesionych gtéwnie w rolnictwie i turystyce. Réwniez
z przyczyn psychologicznych oraz etycznych, poniewaz niszczono ogromne
ilosci miesa, ktérym mozna by wyzywié¢ miliony gtodujgcych ludzi na swiecie.
Kwestionowano takze metody utylizacji duzej ilosci zwtok ubitych zwierzat, ze
wzgledu na zanieczyszczenie powietrza przez dioksyny uwalniane podczas
spalania na wolnym powietrzu, oraz kontaminacje gleby i wod gruntowych,

w wyniku zakopywania zwtok zwierzat w miejscu ich uboju.

Perspektywy i ograniczenia

W dobie narastajgcej globalizacji wymiany handlowej, zwalczanie
pryszczycy napotyka na coraz wieksze utrudnienia. Zaréwno legalny, jak
i nielegalny handel zwierzetami i produktami zwierzecego pochodzenia byt
w przesztosci niejednokrotnie zrédtem wybuchu choroby. Zbyt liberalna
polityka w handlu zwierzetami byta przyczyng pojawienia sie ognisk pryszczycy
w Albanii w 1996 r. oraz rok pdZniej na Tajwanie, gdzie Zzrodtem wirusa byta
nielegalnie sprowadzona zywnos¢ oraz zakazone $winie. Bez dostatecznej
wiedzy o istniejgcych zagrozeniach oraz odpowiedniej edukacji, opracowanie
efektywnych programow zwalczania i zapobiegania pryszczycy jest niezwykle
trudne. Szczegdlnie wazne jest zapewnienie statego dostepu do informacji
dotyczgcych choroby oraz przekonanie spoteczenstwa do podejmowania
odpowiednich dziatan zapobiegawczych. Zbagatelizowanie problemu oraz
brak decyzji o podjeciu badan przegladowych opdznia rozpoczecie wtasciwych

dziatan zapobiegajgcych szerzeniu sie choroby i pogarsza sytuacje
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epizootyczng. Jako przyktad mozna przytoczy¢ epizootie pryszczycy w Wielkiej
Brytanii w 2001 r., kiedy to od zaobserwowania pierwszych objawdéw choroby
do jej oficjalnego zgtoszenia minety prawie 3 tygodnie i w tym czasie zakazone
zwierzeta trafity do Francji, Holandii oraz Irlandii. Epizootia ta, tylko Wielka
Brytanie kosztowata okoto 9 mld USD i mozna przypuszczac, ze wczesniejsze
zainwestowanie stosunkowo niewielkich $rodkéw na szkolenia oraz
popularyzacje wiedzy o chorobie mogtoby znacznie ztagodzi¢ zaréowno jej
zakres, jak i koszty. Dla zapewnienia szybkiego i skutecznego zwalczenia
pryszczycy bardzo wazna jest jasno sprecyzowana i sprawnie funkcjonujgca
wspotpraca miedzynarodowa. Ryzyko transmisji pryszczycy przez granice moze
by¢ mniejsze po natozeniu restrykcji handlowych na kraje, ktére potwierdzity
wystgpienie choroby na ich terytorium. Zdarza sie jednak, ze kraje
zapowietrzone, w celu unikniecia takich restrykcji, celowo opdzniajg zgtoszenie
choroby, aby bez przeszkéd kontynuowaé wymiane handlowg. Pomimo
napotkanych trudnosci, wspdtpraca miedzynarodowa przyczynita sie do
znaczgcego ograniczenia liczby ognisk pryszczycy w Ameryce Potudniowej oraz
w niektérych krajach azjatyckich. Wspdtpraca pomiedzy panstwami, a takze na
szczeblu lokalnym poszczegélnych panstw stworzyta podstawy do
opracowania i wdrozenia efektywnego, opartego na szczepieniach programu
zwalczania pryszczycy. Nalezy jednak uwzglednic¢ fakt, ze program zwalczania
pryszczycy obarczony jest wieloma ograniczeniami, ktéorych pokonanie
decyduje o koncowym sukcesie. Niezwykle wazna jest odpowiednia
organizacja edukacji oraz logistyki oraz szybkie i precyzyjne rozpoznanie wirusa
z wykorzystaniem urzadzen mobilnych umozliwiajgcych szybkg diagnoze
w ognisku bez koniecznosci transportu prébek do laboratorium. Powazng

bariere stanowi rowniez wysoka cena szczepionki wyprodukowanej w oparciu
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0 oczyszczony antygen wirusa pryszczycy, ktory umozliwia rdznicowanie

zwierzat zakazonych od szczepionych (DIVA).

Podsumowanie

Konkludujac, nalezy podkresli¢, ze obserwowana w ostatnich latach
globalizacja i intensyfikacja miedzynarodowego handlu zwierzetami, a takze
rozwdj wymiany towarowej i komunikacji osobowej sprzyjajg wzrostowi
zagrozenia pryszczycg. Choroba moze pojawi¢ sie nagle i niespodziewanie,
a jej zrodtem moze by¢ na przyktad wirus obecny w miesie lub produktach
miesnych pochodzgcych od zwierzat zakazonych wirusem pryszczycy.
Przyktadem moze by¢ ostatnia duza epizootia choroby w Europie w 2001 r,,
kiedy to wirus obecny w zakazonym miesie sprowadzonym nielegalnie z Chin
do restauracji w hrabstwie Nortumbria w pdétnocno-wschodniej czesci Anglii,

byt Zrédtem wybuchu choroby.
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SEKCJA DROB
WIRUS ZACHODNIEGO NILU - AKTUALNA SYTUACIJA

Jowita Samanta Niczyporuk, Wojciech Kozdrun, Agnieszka Stolarek,
Karolina Piekarska

Zaktad Chorob Drobiu

Ogodlna charakterystyka choroby i czynnika etiologicznego

Wirus Zachodniego Nilu (ang. West Nile Virus, WNV) jest patogenem
neurotropowym zaliczanym do arbowiruséw i nalezgcym do rodzaju
Orthoflavivirus nilense. Wywotuje on chorobe okreslang jako gorgczka
Zachodniego Nilu (ang. West Nile Fever WNF). Gtdwng role w przenoszeniu
wirusa na ludzi odgrywajg komary (z rodzaju Culex: Culex pipiens pipiens oraz
Culex pipiens molestus) ze wzgledu na ich masowe wystepowanie w otoczeniu
cztowieka (wczesne lato — pdzna jesien).

Wirus krgzy w zamknietym cyklu: ptak-komar-ptak, ktoéry tworzy
najwazniejsze ogniwo, a ssaki, w tym cztowiek, sg zywicielami raczej
przypadkowymi u ktérych to zwykle nie rozwija sie wystarczajgco wysoki
poziom wiremii, aby zakazi¢ komara i kontynuowac cykl przenoszenia wirusa
(tzw. Slepe ogniwo) (ryc. 1). Najbardziej narazone na zakazenie sg ptaki
krukowate oraz konie i ludzie. Staty monitoring ptakéw i koni jest elementem
kluczowym w ocenie ryzyka wystgpienia zakazenia tym wirusem u ludzi.

U komardow mozliwa jest transmisja pionowa, miedzy samicami
a potomstwem co jest kluczowe podczas okresu zimowania. W cyklu miejskim

zakazone komary zerujace na zakazonych ptakach przenosza wirusa na ludzi.
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Ryc. 1. Cykl zyciowy wirusa Zachodniego Nilu.

Nazwa choroby pochodzi od nazwy dystryktu Zachodniego Nilu
w Ugandzie, gdzie po raz pierwszy w 1937 r. opisano u starszej gorgczkujgcej
kobiety chorobe wywotang przez nieznany wczesniej patogen.

Od tamtej pory wirus stale rozszerzat zasieg swojego wystepowania.
Obecnie notowany jest juz na wszystkich kontynentach z wyjatkiem
Antarktydy.

Poczatkowo oznaczono dwie odrebne linie genetyczne wirusa
Zachodniego Nilu. Linia 1 jest pierwszym sklasyfikowanym rodowodem wirusa
Zachodniego Nilu o zasiegu kosmopolitycznym. Epidemie przez nig
wywotywane notowane byty: w Afryce, Azji, Europie, Ameryki Pdtnocnej,
Ameryki Potudniowej oraz Australii i Oceanii. Linia 2 poczagtkowo wystepowata

tylko w krajach Afryki Srodkowej, a w pdzniejszym czasie pojawita sie na
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terenie Europy co $Swiadczyto o rozprzestrzenianiu sie wirusa, bedacego
przyczyna licznych zakazen u ludzi i zwierzat.

Po raz pierwszy, na kontynencie amerykanskim, wirus Zachodniego Nilu
pojawit sie w Nowym Yorku w 1999 r. i byt przyczyng wybuchu epidemii
dziesigtkujacej populacje ptakéw krukowatych. Nastepnie rozprzestrzenit sie
na terytorium catych Stanéw Zjednoczonych. Izolowano go takze w Kanadzie,
Meksyku, Karaibach i w Ameryce Srodkowej. Makak berberyjski (Macaca
sylvanus) byt pierwszym naczelnym innym niz cztowiek u ktorego
potwierdzono zakazenie wirusem WNV.

Badania doswiadczalne wskazujg na wysoka $miertelnosc i zakaznos¢
szczepdw amerykanskich i izraelskich w populacjach ptakéw krukowatych,
ktére czesto traktowane sg jako wskaznik obecnosci wirusa na danym obszarze

geograficznym.

Epidemiologia

Naturalnym wektorem wirusa sg komary, a jego rezerwuarem ptaki
réznych gatunkéw. Wirusa wyizolowano dotychczas od ponad 300 gatunkow
ptakéw. Wodno-btotne ptaki egzotyczne bedgce naturalnym rezerwuarem
wirusa Zachodniego Nilu w krajach strefy miedzyzwrotnikowej to: Marabut
afrykanski (Leptoptilos crumeniferus) oraz flaming rézowy (Phoenicopterus
roseus). Potencjalnym gtéwnym rezerwuarem i zywicielem wirusa w Polsce jest
Bocian biaty (Ciconia ciconia). Do gatunkdw szczegdlnie narazonych
i wrazliwych na zakazenie, dla ktérych jest ono $miertelne, nalezg: wrona siwa
(Corvus corone), wrona amerykanska (Corvus brachyrhynchos), sojka btekitna
(Cyanocitta cristata) i cietrzew wiekszy (Centrocercus urophasianus). Badania
wykazaty, ze rudzik amerykanski (Turdus migratorius) i wrobel domowy (Passer

domowy) to jedne z najwazniejszych gatunkéw bedgcych rezerwuarem wirusa
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w Ameryce Pétnocnej i w Europie. Ogromng role w epidemiologii zakazen
a takze w szerokim rozprzestrzenieniu geograficznym wirusa Zachodniego Nilu
przypisuje sie ptakom wedrownym. Coroczne migracje ptakdéw i ich
przemieszczanie sie z legowiska na zimowiska, ktore najczesciej potozone sg na
mniejszych szerokosciach geograficznych sprzyjajg przenoszeniu wirusa.
Podczas wedrowek ptaki pokonujg tereny niebezpieczne dla ich zdrowia i zycia
do ktérych zaliczamy morza, oceany, pustynie, potpustynie centralnej Azji,
pustynie potwyspu Arabskiego, czy najwyzsze goéry Swiata, Himalaje itp.
Ponadto, niezmiernie istotnym pod wzgledem epidemiologii wirusa jest fakt, iz
na terytorium naszego kraju zlokalizowane sg wazne punkty przystankowe
ptakdw migrujgcych — zurawia (Grus grus), tabedzia krzykliwego (Cygnus
cygnus), mewy biatej (Pagophila eburnea), bielaczka (Mergellus albellus), gesi
zbozowej (Anser fabalis) oraz gesi biatoczelnej (Anser albifrons) obejmujace
ponad 1% populacji wedrownej. Ujscie Warty jest terenem przyrodniczym
0 znaczeniu ogodlnoeuropejskim. Podczas wedrowek ptakéow w regionie tym
zatrzymuje sie do kilkuset tysiecy ptakdéw (jest to jedno z najwazniejszych
noclegowisk zurawi i gesi w Europie).

Wykazano takze, ze wirus adaptuje sie nie tylko do ptakdow ale takze do
wielu zywicieli, a zakazenie potwierdzono u co najmniej 30 gatunkdow ssakow.
U ludzi i koni wystepujg objawy kliniczne, a u tych ostatnich moze dochodzi¢
do padnie¢. Koty i psy rzadko chorujg z objawami klinicznymi zakazenia,
pomimo, ze badania eksperymentalne dowodzg, ze w ich tkankach dochodzi
do replikacji wirusa. Obecno$¢ materiatu genetycznego wirusa Zachodniego
Nilu w postaci RNA potwierdzono takze u owiec w Kalifornii. Zakazeniu moga
ulec takze gady i ptazy w tym niektore gatunki krokodyli, aligatoréw, wezy,

jaszczurek i zab.
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Aspekt zoonotyczny

Rozpoznanie gorgczki Zachodniego Nilu u cztowieka prowadzone jest
na podstawie szczegdtowych kryteriéw przyjetych Decyzjg Komisji WE
Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 28 kwietnia 2008 r. (2008/426/WE)
(przypadek potwierdzony choroby lub przypadek prawdopodobny). Jako
kryterium kliniczne przypadku potwierdzonego przyjeto wystepowanie
gorgczki lub co najmniej wystgpienie jednego z dwdch objawdw: 1) zapalenie
mozgu lub 2) zapalenie opon mdzgowo-rdzeniowych. Kryteria laboratoryjne
potwierdzenia przypadku sg nastepujgce (co najmniej jeden z czterech):
1) izolacja WNV z krwi lub ptynu mdzgowo-rdzeniowego, 2) wykrycie kwasu
nukleinowego WNV we krwi lub ptynie mézgowo-rdzeniowym, 3) znamienny
wzrost miana swoistych przeciwciat (IgM) anty-WNV w ptynie mdzgowo-
rdzeniowym, wysokie miano przeciwciat IgM anty-WNV oraz wykrycie
przeciwciat 1gG anty-WNV lub 4) potwierdzenie obecnosci przeciwciat testem
neutralizacji.

Za przypadek potwierdzony uznaje sie kazdg osobe spetniajgcg kryteria
umozliwiajgce potwierdzenie laboratoryjnie przypadku oraz sklasyfikowanie
do celéw sprawozdawczych.

Kryterium laboratoryjnym umozliwiajgcym stwierdzenie przypadku
prawdopodobnego jest wzrost miana swoistych przeciwciat anty-WNV
w surowicy. Ponadto, w interpretacji wynikdw badan serologicznych
(obecnos¢ przeciwciat) nalezy wzig¢ pod uwage odbyte szczepienia przeciw
innym flawiwirusom.

W rozporzadzeniu znajdujg sie takze kryteria epidemiologiczne
przypadku prawdopodobnego obejmujgce co najmniej jedno z nastepujgcych
dwodch powigzan epidemiologicznych: przeniesienie wirusa ze zwierzecia na

cztowieka (zamieszkiwanie, pobyt lub narazenie na ukaszenia komara na
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obszarze endemicznego wystepowania WNV u koni i ptakow), przeniesienie
z cztowieka na cztowieka (zakazenie wertykalne, transfuzja krwi, przeszczep
organow).

Przypadek mozemy uznaé¢ za prawdopodobny, kiedy dana osoba
spetnia kryteria kliniczne oraz co najmniej jedno z dwodch kryteriow:
1) powigzanie epidemiologiczne lub 2) dodatni wynik testu laboratoryjnego
umozliwiajgcy stwierdzenie przypadku prawdopodobnego.

W 80% przypadkow zakazenie u ludzi WNV przebiega bezobjawowo.
U okoto 20% zakazonych wystepuje gorgczka, stany podgorgczkowe, béle
gtowy, bdle miesni, bdle stawodw, powiekszenie weztdow chtonnych, dreszcze,
ostabienie ogdlne, wzmozona potliwos¢, nudnoscii/lub wymioty, brak apetytu
lub plamisto-grudkowa wysypka, kaszel, bél gardta, zapalenie spojéwek.
U mniej niz 1% oséb wystepuje zapalenie mdzgu lub zapalenie opon mézgowo-
rdzeniowych (ang. West Nile Neuroinvasive Disease - WNND), ktdéremu
zazwyczaj towarzyszy sztywnos¢ karku, ostabienie sity miesniowej
(asymetryczne), dezorientacja, bdle i zawroty gtowy, gorgczka i drgawki,
niedowtady, zmiany osobowosci, zaburzenia koncentracji, koordynacji lub
pamieci, ataksja, objawy ogniskowego uszkodzenia osrodkowego ukfadu
nerwowego, a powrdt do zdrowia okazuje sie niemozliwy. Ryzyko smierci
u 0sbéb u ktorych zajety jest uktad nerwowy wynosi okoto 10%. Brak objawow
specyficznych powoduje, ze diagnostyka kliniczna tej jednostki chorobowej
jest utrudniona.

Kolejng z mozliwych drog szerzenia sie zakazenia wirusem jest
transfuzja krwi i jej sktadnikow, a takze transplantacja narzadow. Takie drogi
zakazenia odnotowano w Stanach Zjednoczonych. Dlatego tez, obecnie

w bankach dawcow wykonywane sg testy na identyfikacje oséb potencjalnie
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zakazonych WNV. Opisano takze transmisje wirusa z matki na ptéd podczas
cigzy, porodu lub w okresie karmienia piersig.

Do rozwoju ciezkiej choroby predysponowane sg osoby powyzej
60 roku zycia, obcigzone dodatkowymi chorobami wspotistniejgcymi. Diagnoza
opiera sie zazwyczaj na objawach klinicznych i badaniach laboratoryjnych.

Najlepszym sposobem na unikniecie zakazenia WNV jest unikanie
ukaszen komardw. Populacje komaréow mozna zmniejszaé eliminujgc Zrodta
wilgoci (jak stojace katuze wody, woda w takich miejscach jak m,in. stare
opony, wiadra, rynny i baseny), a stosowane s$rodki odstraszajgce komary

powinny znaczgco obnizy¢ ryzyko kontaktu.

Rozpoznanie

Objawy gorgczki Zachodniego Nilu sg niespecyficzne. Dlatego tez,
kluczowym jest przeprowadzenie badan laboratoryjnych w celu potwierdzenia
lub wykluczenia zakazenia wirusem. W przypadku wielu gatunkéw ptakéow
infekcja przebiega bezobjawowo, a zwierzeta te mogg byc¢ rezerwuarem wirusa

w tancuchu zakazen.

Diagnostyka

Przyzyciowo, do badan serologicznych testami ELISA, ktére wykrywajg
specyficzne przeciwciata przeciwko biatku otoczki pr-E WNV, pobierana jest
krew. Stwierdzenie specyficznych przeciwciat nie wystarczy jednak do
potwierdzenia zakazenia wirusem. Dlatego tez, réwnolegle stosowane sg
techniki biologii molekularnej, takie jak RT-PCR (ang. reverse transcription -
polymerase chain reaction) lub RT-PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time
guantitative polymerase chain reaction), umozliwiajace wykrycie materiatu

genetycznego (RNA) wirusa Zachodniego Nilu w probkach modzgowia.
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Nieopublikowane badania wtasne wykazaty obecno$¢ materiatu genetycznego
wirusa w wymazach z kloaki i tchawicy od chorych ptakéw. To jeden
z elementéw jaki nalezy rozwazy¢ biorgc pod uwage mozliwosci badania
probek pobieranych przyzyciowo od chorych zwierzgt. Potwierdzenie
obecnosci materiatu genetycznego wirusa Zachodniego Nilu w badanej probce

jest podstawag do zgtoszenia przypadku wystgpienia gorgczki Zachodniego Nilu.

Leczenie

Leczenia przyczynowego brak, a mozliwe jest jedynie leczenie
objawowe. Srodki przeciwzapalne, przeciwgoraczkowe, przeciwbdlowe, ptyny
infuzyjne, a dodatkowo antybiotykoterapia, przy wtornych zakazeniach
bakteryjnych, minimalizujg ryzyko wystgpienia powiktan. Dotychczas nie
opracowano szczepionki przeciwko WNV dla ludzi, Szczepionki dostepne s3
tylko dla koni. Ich skuteczno$¢ jest wysoka jednak istnieje koniecznosc

doszczepiania zwierzat po roku od podania pierwszej dawki.

Opis aktualnej sytuacji epidemiologicznej

W ostatniej dekadzie wirus Zachodniego Nilu na state zadomowit sie
w krajach Europy srodkowej poszerzajac zasieg swojego wystepowania o nowe
regiony geograficzne. Niemal wszystkie kraje Europy srodkowej (Francja,
Hiszpania, Wtochy, Grecja, Cypr, Chorwacja, Niemcy, Austria, Czechy, Wegry,
Stowacja) borykaty sie z zakazeniami tym patogenem ludzi oraz ptakéw
w okresach wzmozonej aktywnosci komarow.

Informacje o pierwszych przypadkach wzmozonych padnie¢ wron
siwych na terenie miasta stotecznego Warszawy pojawiaty sie w mediach
w potowie lipca 2024 r. W dniu 24 lipca 2024 r. probki pobrane od wron siwych

trafity do Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego - Pafistwowego Instytutu
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Badawczego w Putawach w celu wykluczenia grypy ptakdéw (ang. Avian
Influenza, Al) oraz rzekomego pomoru drobiu (ang. Newcastle Disease, ND).
Badania daty wyniki ujemne. W dniu 26 lipca 2024 r. na podstawie objawow
neurologicznych jakie obserwowano u wron siwych i danych otrzymanych
z wywiadu do PIWet-PIB przestano probki w celu diagnostyki wirusologicznej
zakazenia wirusem Zachodniego Nilu. W pieciu sposréd siedmiu probek
potwierdzono obecnos$¢ materiatu genetycznego wirusa Zachodniego Nilu.
tacznie w okresie dwdch miesiecy przebadano probki od 156 ptakdw. Materiat
genetyczny wirusa Zachodniego Nilu wyizolowano od 53 ptakow. Zakazone
ptaki pochodzity z pieciu dzielnic Warszawy: Ochoty, Mokotéw, Bielan, Pragi
Ptn. oraz Pragi Ptd., ale takze z powiatu otwockiego (ryc. 2). Przebieg zakazenia
byt podobny we wszystkich przypadkach: szybko nasilajgce sie zaburzenia
neurologiczne z rozwinietym zespofem drgawkowym, wylewy krwawe
i padniecia ptakow. Proby leczenia chorych ptakéw byty bezskuteczne.

Zidentyfikowany szczep wirusa poddano sekwencjonowaniu catego
genomu (ang. Whole Genome Sequencing, WGS). We wszystkich prébkach
dodatnich stwierdzono ten sam szczep wirusa, ktéry krazyt w populacji wron
siwych w Warszawie i okolicach Warszawy, powodujgc masowe padniecia
ptakéw. Dotychczas nie zidentyfikowano Zrddfa zakazenia u wron, jednak
najbardziej prawdopodobnym jest przeniesienie wirusa przez komara od ptaka
migrujgcego. W kraju od 2007 r. prowadzony jest monitoring zakazern WNV.
Pierwsze zakazenie odnotowano w pazdzierniku 2022 r. (przypadek ten
opisano w pracy Niczyporuk i wsp. , Tropical Medicine and Infectious Disease
w 2023, 8, 417). W badaniach wtasnych wykazano, ze sekwencja nowego
szczepu z 2024 r. (WNV-2024) jest podobna do sekwencji szczepu z 2022 r.
(WNV-2022).
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Rycina 2. Lokalizacje padtych ptakdw zakazonych wirusem Zachodniego Nilu
oznaczono czerwonym kotkiem.

W Europie na dzien 4 wrzesnia 2024 roku odnotowano 715
przypadkéw zakazenia wirusem WNV: Albania (74), Austria (18), Butgaria (2),
Chorwacja (3), Francja (15), Niemcy (2), Grecja (138), Wegry (43), Wtochy
(287), Kosowo (2), Ptn. Macedonia (1), Rumunia (42), Serbia (27), Hiszpania
(54) i Turcja (7). Odnotowano takze 51 przypadkdéw smiertelnych: Grecja (17),
Whtochy (10), Albania (13), Hiszpania (4), Rumunia (3), Butgaria (2), Francja (1)
i Serbia (1). Wszystkie regiony w ktorych odnotowano gorgczke Zachodniego
Nilu w tym roku, byty regionami w ktérych zakazenie odnotowano takze w roku
ubiegtym lub sasiednie regiony zgtosity przypadki zakazenia wirusem.
W zwigzku z wysokimi dobowymi temperaturami (wyzszymi niz dotychczas),

sprzyjajgcymi transmisji WNV w Europie, kolejne przypadki gorgczki

@ PIwst 62



Zachodniego Nilu u ludzi w nastepnych latach sg3 bardzo prawdopodobne.
Dotychczas najwiecej zakazen notowano pomiedzy lipcem a wrzesniem, kiedy
to aktywnos¢ komarow jest najwieksza. Zgodnie z dyrektywami Komisji
Europejskiej (2004/33/WE i 2014/110/UE) dotyczgcymi bezpieczeristwa krwi,
placowki  Regionalnych  Centréw  Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa
funkcjonujgce w UE powinny stosowac¢ tymczasowe kryteria odroczenia
oddawania krwi na 28 dni od opuszczenia obszaru ryzyka.

W Europie do 15 wrzesnia 2024 r. odnotowano 114 przypadkow
zakazenia wirusem Zachodniego Nilu u koni: Niemcy (31), Hiszpania (20),
Austria (18), Wegry (18), Wtochy (13), Francja (12), Grecja (1) i Portugalia (1)
oraz 198 przypadkow zakazenia u ptakdw: Wtochy (147), Niemcy (29), Austria
(14), Hiszpania (4), Butgaria (2), Francja (1) i Polska (11).

Ogniska zakazen wirusem WNV u koniowatych i ptakéw nalezy zgtaszac
do Europejskiego systemu, Animal Disease Information System (ADIS). Na
poziomie UE obowigzkowe jest zgtaszanie zapalenia mozgu i rdzenia koni
spowodowanego zakazeniem WNV i zakazenia wirusem Zachodniego Nilu
wséréd ptakow zgodnie z rozporzadzeniem wykonawczym Komisji (UE)
2018/1882. Dane z dziatan w zakresie biernego i aktywnego nadzoru
gromadzone sg przez Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA). Ze
wzgledu na opdznienia w diagnozowaniu i zgtaszaniu przypadkéw zakazenia
WNYV, ale takze fakt, ze wiekszo$¢ zakazert WNV przebiega bezobjawowo lub
skgpo objawowo, liczby przypadkow podane w raporcie moga by¢ nizsze od

rzeczywistej liczby zachorowan.

Podsumowanie
Poniewaz wektorem wirusa WNV sg komary, a ich wystepowanie zalezy

Scisle od warunkéow atmosferycznych (klimatycznych), co jest zwigzane z ich
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cyklem rozwojowym, w warunkach ocieplania klimatu i nienaturalnie wysokich
dobowych temperatur, oczekuje sie zwiekszonego wystepowania tych
zachorowan (wptyw na czestos¢, zasieg, sezonowosc¢ i rozprzestrzenianie sie
wirusa Zachodniego Nilu). Wyzsze dobowe temperatury mogg wptywac na
proces replikacji wirusa, mogg by¢ przyczyng ewolucji wirusa oraz mie¢ wptyw
na skutecznos¢ jego przenoszenia. Natomiast wyzsze temperatury notowane
w okresie zimowym i wiosennym mogg przyczynic sie do zwiekszenia populacji
komarow w sezonie letnim, zwiekszajgc ryzyko kontaktu i zakazenia wirusem.
W zwigzku ze zmianami klimatycznymi oraz z wystgpieniem zakazenia wirusem
Zachodniego Nilu u ptakdw w Polsce istnieje realne zagrozenie pojawienia sie
ognisk tej choroby u ludzi, koni i ptakdw, a takze powstania trwatego ogniska
tego wirusa w naszym ekosystemie. W zwigzku z obecng sytuacja

epidemiologiczng uzasadnione jest kontynuowanie badan monitoringowych

w kierunku zakazen wirusem Zachodniego Nilu.
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