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Zastosowanie Real Time PCR
do wykrywania zakazen pestiwirusowych*!
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Applying Real Time PCR for detecting pestiviruses

Summary

Pestiviruses cause serious diseases in domestic and wild ruminants and swine. The aim of the study was to
apply Real Time PCR with SYBR Green I intercalating dye for detecting pestiviruses. The study was per-
formed with RNA extracted from BYDV-1 cell culture and CSFV, DNA templates with known copy numbers
synthesized from CSFV, BYDV-1 and BDV and on ¢DNA samples representing different pestivirus species
and strains. Two PCR Kkits were used in the study: AmpliTaq Gold (Applied Biosystems) with added fluores-
cent dyes, and QuantiTect SYBR Green PCR Kkits (Qiagen). PCR primers were selected from 5’UTR. All
pestivirus species, or species-related samples were detected using the applied method and the results were
observed as amplification curves. The specificity of amplification was confirmed by estimating the melting
temperature of the PCR products. It was demonstrated that the melting temperature of amplicons obtained in
reaction with QuantiTect kit was 86-87°C while those obtained with AmpliTaq Gold was 90-92°C. A higher
assay sensitivity of 40 copies of CSFYV, 400 copies of BVDV and 40 000 copies of BDV templates was obtained
using the QuantiTect SYBR Green PCR Kkit. It should be stressed that the above method does not facilitate
pestivirus species identification and may only be a preliminary method for detecting pestivirus infections in

swine and must be supplemented with CSFV specific assay.
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Pestiwirusy naleza do rodzaju Pestivirus rodziny
Flaviviridae (9). Sklasyfikowano w nim nast¢pujace
gatunki: wirus klasycznego pomoru $§win (classical
swine fever virus — CSFV), wirus wirusowej biegunki
bydta, typ 1 (bovine viral diarrhoea virus - BVDV-1),
wirus wirusowej biegunki i choroby bton sluzowych
bydta, typ 2 (BVDV-2) oraz wirus choroby granicznej
owiec (Border disease virus — BDV) (4). Oprocz wy-
mienionych do rodzaju tego nalezy kilka rzadko
wystepujacych pestiwirusoOw izolowanych od zyrafy,
renifera, ktore tymczasowo zostaly sklasyfikowane
jako odrebne gatunki (4). Wymienione wirusy wywo-
tuja grozne, wazne ekonomicznie choroby swin (14),
bydta, owiec, kéz (17), dzikow (2) oraz dzikich prze-
zuwaczy (8). Najwazniejsze z nich to: pomor klasycz-
ny $win (CSF) oraz wirusowa biegunka (BVD) i cho-
roba bton §luzowych (MD) bydta. Polska jest uznana
za kraj wolny od CSF od 1994 r. Niemniej choroba ta
wystepuje we wszystkich krajach 0sc1ennych 1 stale
stanowi zagrozenie dla hodowli §win w naszym kraju
).

Badania przesiewowe (monitoring) wykonywane sa
metodami serologicznymi, natomiast w przypadku po-

* Badania wykonane w ramach projektu badawczego KBN 6 PO6K 029 21.

dejrzenia CSF wymagane jest przeprowadzenie roz-
poznania wirusologicznego w celu wykrycia wirusa
lub/i jego materialu genetycznego (1).

Zakazenia BVDV 1 BDV moga wystgpowac zaréw-
no u bydta, owiec, kéz, jak i §win, powodujac niekie-
dy u tych ostatnich objawy podobne do pomoru kla-
sycznego wywotanego przez CSFV o malej zjadliwos-
ci (26). Podczas gdy stada swin zakazone CSFV sa
wybijane, a na obszarach zapowietrzonych i zagrozo-
nych wprowadza si¢ zakaz przemieszczania $win, wy-
krycie zakazen trzody chlewnej pozostatymi pestiwi-
rusami nie niesie za soba zadnych konsekwencji. Mimo
ze przypadki zakazeh BVDV u §win naleza do rzad-
kosci (24) z eplzootycznego punktu widzenia wazne
jest roznicowanie pestiwirusow przy uzyciu metod
wirusologicznych i molekularnych. Ostatnio coraz
powszechniej w diagnostyce zakazen pestiwirusowych
stosuje si¢ enzymatyczng amplifikacj¢ DNA in vitro
(polymerase chain reaction — PCR) oraz jej modyfika-
cje (7,13, 21).

Celem badan byto okreslenie mozliwo$ci zastoso-
wania nowej techniki — Real Time PCR do wykrywa-
nia pestiwirusOw. W badaniach wykorzystano witasci-
wosci fluorescencyjne barwnika interkalujacego SYBR
Green I™ (Molecular Probes) (16).
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Material i metody

Szczepy pestiwirusé6w. W badaniach wykorzystano
szczepy pestiwirusow CSFV-Alfort 187, BVDV-1-1138
namnazane i mianowane w hodowli komdrkowej nerki
$wini (CSFV) lub nerki bydta (BVDV) wedhug standardo-
wych procedur (12).

Ekstrakcja RNA i odwrotna transkrypcja. Catkowite
RNA ekstrahowano z 250 pl hodowli komoérkowych wiru-
sow zestawem Total RNA Prep Plus (A&A Biotechnolo-
gy) zgodnie z instrukcja producenta. Uzyskany roztwor elu-
owanego RNA poddawano reakcji odwrotnej transkrypcji
(RT) lub przechowywano w —80°C do dalszych badan.
Reakcje RT przeprowadzano w objetosci 20 pul w obecnos-
ci buforu do odwrotnej transkrypcji (50 mM Tris-HCI pH
8,3; 75 mM KCl; 3 mM MgCl,) (Invitrogen), 500 uM kaz-
dego z ANTP (Fermentas), 10 jednostek Rnasinu (Promega),
100 jednostek odwrotnej transkryptazy M-MLV i 100 ng
heksamerow (Pharmacia Biotech).

Real Time PCR. W badaniach wykorzystano dwa star-
tery PCR opracowane na podstawie konserwatywnej nie-
kodujacej sekwencji z konica 5’ genomu pestiwirusow
(5’UTR): #6 (5’-CTA GCC ATG CCC IYA GTA GGA-3’)
i #7 (5’-CTC CAT GTG CCA TGT ACA GCA-3’) (25)
pozwalajace na amplifikacje fragmentu 286, 287 lub 290
par zasad odpowiednio CSFV, BDV i BVDV-1. Fragment
ten ma duze znaczenie w epizootiologii molekularnej za-
kazen pestiwirusowych i wielokrotnie byl wykorzystywa-
ny w analizie porownawczej sekwencji nukleotydowych
tego gatunku (18, 22).

Reakcje Real Time PCR prowadzono w probowkach
optycznych MicroAmp Optical Tube (Applied Biosystems)
zamykanych przy uzyciu wieczek optycznych Optical Caps
(Applied Biosystems). W badaniach wykorzystano polime-
raz¢ AmpliTaq Gold (Applied Biosystems) z buforem Gold
Buffer (150 mM Tris-HCI pH 8,0; 500 mM KCI) oraz ze-
staw QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Qiagen). Zestaw
ten stanowi mieszanina polimerazy HotStarTaq, buforu
QuantiTect SYBR Green PCR, dNTP, 5 mM MgCl, oraz
barwnikow SYBR Green I (barwnik interkalujacy) i ROX
(barwnik referencyjny) gotowa do uzycia po dwukrotnym
rozcienczeniu w wodzie. Reakcje prowadzono w objgtosci
50 ul po dodaniu 2 pul cDNA w obecnosci 20 pmoli kazde-
go startera (#6 1 #7) 1 3,5 mM MgCl,. Mieszanina reakcyj-
na z enzymem AmpliTaq Gold zawierata bufor dla polime-
razy, 400 uM kazdy z ANTP, 1 jednostke polimerazy Am-
pliTaq Gold, 4 pl barwnika SYBR Green I rozcienczonego
w stosunku 1 : 100 000 w buforze TE oraz 0,5 ul Fluores-
cein Calibration Dye (Bio-Rad) rozcienczonego w buforze
do PCR w stosunku 1 : 1000 stuzacego jako barwnik refe-
rencyjny i 2 mM roztwoér szczawianu czterometyloaminy
(TMAO) stuzacy jako adjuwant PCR (11). Amplifikacje
prowadzono przy uzyciu termocyklera i modutu optyczne-
go iCycler pod kontrola oprogramowania w wersji 3.0A
(Bio-Rad) w 45 cyklach: 95°C — 15 sek., 59°C (reakcja
z zestawem AmpliTaq Gold) lub 57°C (reakcja z zestawem
Qiagen) — 15 sek., 72°C — 30 sek. Cykle PCR poprzedzano
wstepna denaturacja cDNA w 95°C przez 5 min. (zestaw
AmpliTaq Gold) lub 15 min. (zestaw Qiagen). Etap wstgp-
ny umozliwiat aktywacjg polimerazy AmpliTaq Gold i po-
limerazy HotStarTaq. Po przeprowadzeniu PCR probowki
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reakcyjne inkubowano w 72°C przez 10 min. Bezposred-
nio po tym okres$lano temperature topnienia produktu am-
plifikacji DNA. W tym celu probdéwki inkubowano w 95°C
przez 1 min., nastepnie w 25°C przez 1 min., po czym pod-
grzewano do 95°C w 140 krokach trwajacych po 5 sek.,
podwyzszajac temperaturg 0,5°C w kazdym. Modut optycz-
ny zaprogramowano do pomiaru emisji fluorescencji mie-
szanin reakcyjnych w kazdym cyklu PCR na etapie wydtu-
Zania starterow oraz w czasie kazdego ze 140 krokéw ozna-
czania temperatury topnienia produktu.

Wynik PCR okreslano poprzez warto$¢ Ct (threshold
cycle), to jest numer kolejny cyklu PCR, w ktérym poziom
fluorescencji emitowanej z probowki przekroczyt wartos¢
tla. Niska warto$¢ Ct oznacza wysoka poczatkowa liczbe
kopii matrycy w badanej probce, a wysoka wartos¢ Ct
oznacza niska liczbg kopii matrycy. Swoisto$¢ amplifika-
cji okreslano na podstawie swoistej dla danego fragmentu
DNA temperatury topnienia.

W celu poréwnania skutecznos$ci fluorescencyjnego
wykrywania amplikonéw w Real Time PCR, produkty
reakcji analizowano rowniez metoda tradycyjna przez roz-
dziat elektroforetyczny w 2% zelu agarozowym z dodat-
kiem bromku etydyny o koncentracji 1 pg/ml. Elektrofore-
z¢ prowadzono przez 30 min. w buforze TBE (90 mM Tris,
90 mM kwas borny, 2 mM EDTA), przy stalym natezeniu
pradu elektrycznego, réwnym 150 mA.

Ocena swoistosci i czulo$ci Real Time PCR. Do oce-
ny czuto$ci analitycznej metody, tj. wyrazonej w liczbie
kopii DNA, wykorzystano kontrolne matryce DNA CSFV,
BVDV-11iBDV otrzymane z Danish Institute for Food and
Veterinary Research w Kopenhadze. Wymienione fragmen-
ty DNA uzyskano przez amplifikacj¢ cDNA wymienionych
pestiwiruséw przy uzyciu starterow flankujacych pozycje
starterow diagnostycznych. Nastgpnie produkty PCR
oczyszczano w zelu agarozowym, spektrofotometrycznie
mierzono zawarto$¢ DNA 1 obliczano liczbg kopii DNA
produktu PCR. Nastgpnie wykonywano szereg rozcienczen
matryc w buforze TE zawierajacym 10 ng/pl DNA plemni-
kow tososia. Jeden mikrolitr matrycy zawierajacej od 0,4
do 4 x 107 kopii matrycy wprowadzano do mieszaniny re-
akcyjnej PCR.

Czuto$¢ PCR w wykrywaniu CSFV okre$lano dodatko-
wo, wykonujac amplifikacje cDNA otrzymanego z rozcien-
czen hodowli komoérkowej szczepu Alfort-187 o okreslo-
nym mianie wykonanym w homogenizacie nerki $wini
wolnej od zakazen pestiwirusami.

Metodg poddano ocenie, analizujac zakodowane probki
cDNA z Laboratorium Referencyjnego CSF Unii Europej-
skiej w Hanowerze otrzymane w ramach corocznych ba-
dan poréwnawczych europejskich laboratoriow diagnosty-
ki CSF.

Wyniki i omowienie
Mozliwo$¢ zastosowania szybkich, czutych i swo-
istych metod rozpoznawania zakazen wirusowych
zwierzat jest podstawowym warunkiem ich zwalcza-
nia. Metody te powinny réwniez umozliwia¢ jedno-
czesne badanie wielu probek. Jest to szczegolnie waz-

ne w przypadku epizootii chordb zwalczanych z urzg-
du lub w trakcie programow uwalniania ferm od zaka-
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zen enzootycznych. Na przyktad, w trakcie epizootii
CSF w Wielkiej Brytanii migdzy sierpniem i grudniem
2000 roku laboratorium wirusologiczne Veterinary
Laboratories Agency-Weybridge wykonato 2400 tes-
tow peroksydazowych (PLA) 14000 reakcji PCR. Osta-
tecznie spos$rod 317 podejrzanych wystapienie CSF
potwierdzono jedynie w 16 przypadkach.

Tradycyjne metody wirusologiczne, cho¢ wystarcza-
jaco czule 1 swoiste, sa pracochtonne. Natomiast
powaznym czynnikiem ograniczajacym szerokie za-
stosowanie PCR w diagnostyce wirusologicznej jest
prawdopodobienstwo uzyskania wynikow fatszywie
dodatnich. Zrodtem tego rodzaju problemow jest wie-
loetapowos¢ metody i mozliwo$¢ zanieczyszczenia
srodowiska laboratorium. Modyfikacje polegajace na
prowadzeniu reakcji w zamknigtej probéwce (21) ogra-
niczaja niebezpieczenstwo kontaminacji probowek re-
akcyjnych w znacznym stopniu, lecz go nie eliminuja
catkowicie. Jednak elementem, ktory w najwigkszym
stopniu ogranicza mozliwosci wykorzystania PCR na
duza skalg jest elektroforeza produktow reakcji ze
wzgledu na pracochtonnos$¢.

Eliminacjg etapu elektroforezy umozliwia Real Time
PCR (15). Jest to reakcja, w przebiegu ktorej produk-
ty wykrywane sa fluorescencyjnie w kazdym cyklu,
bez koniecznos$ci otwierania probowki i prowadzenia
elektroforezy po jej zakonczeniu. Przyrost fluorescencji
w kolejnych cyklach jest wprost proporcjonalny do
liczby amplikonow. Wynik reakcji jest wyrazany war-
toscig Ct. Roznica 1 Ct odpowiada dwukrotnej r6zni-
cy w poczatkowej liczbie kopii matrycy DNA przy
zatozeniu 100% wydajnosci PCR. Zastosowanie barw-
nikow interkalujacych sprawia, ze rGwniez nieswoiste
produkty amplifikacji (np. dimery starterow PCR) sa
zrodtem fluorescencji. Dlatego po zakonczeniu PCR
oznacza si¢ temperaturg topnienia (dysocjacji) produk-
tu, ktora zalezna jest od dlugosci podwdjnego tancu-
cha DNA. Swoiste produkty PCR ulegaja rozpadowi
do pojedynczych nici w $cisle okreslonej temperatu-
rze, czego wynikiem jest gwattowny spadek fluores-
cencji (19). Celem przeprowadzonch badan byto wy-
korzystanie zjawiska fluorescencji do wykrywania pro-
duktow amplifikacji fragmentu genomu pestiwirusow.
W metodzie tej zastosowano barwnik SYBR Green |
posiadajacy zdolno$¢ emisji §wiatta o dtugosci fali
530 nm w obecnosci dwuniciowego DNA pod wpty-
wem wzbudzenia §wiattem o dlugosci 490 nm (16).

W celu zwigkszenia wydajnosci amplifikacji w ba-
daniach wykorzystano adjuwant reakcji PCR, TMAO
(11). Wczesniejsze wyniki badan wlasnych wykazaty,
ze produkt reakcji PCR przeprowadzonej z dodatkiem
2 mM TMAO zawieral silniejszy prazek swoistego
DNA oraz charakteryzowat si¢ wyzsza czystoscia, co
ma szczegblne znaczenie w przypadku pozniejszego
oznaczania sekwencji nukleotydéw produktu.

Reakcja polimeryzacji tancuchowej ze starterami
z regionu 5’UTR pozwolita na wykrycie wszystkich
badanych gatunkow pestiwirusow na podstawie ob-
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Ryec. 1. Krzywa amplifikacji cDNA CSFV-Alfort (linia nie-
bieska i fioletowa) oraz cDNA prébki kontrolnej ujemnej (li-
nia zielona) (a) oraz krzywa topnienia (denaturacji) produk-
téw PCR (b). Linia w kolorze pomaranczowym oznacza lini¢

bazowa (a) lub temperature topnienia swoistego produktu
PCR

- d(RFU) { dT

serwacji krzywej amplifikacji (ryc. 1a). Swoistos¢
amplifikacji potwierdzono, okreslajac temperaturg top-
nienia produktu PCR (ryc. 1b). Wykazano, ze tempe-
ratura topnienia produktow syntetyzowanych w reak-
cji z zestawem QuantiTect wynosita 86-87°C, a pro-
duktoéw reakcji z AmpliTaq Gold 90-92°C. Zaobser-
wowang réznice mozna przypisa¢ duzej zawartosci
detergentow w buforze QuantiTect majacych na celu
podniesienie swoistosci amplifikacji. Najprawdopo-
dobniej z tej samej przyczyny zaobserwowano rozni-
c¢ w optymalnej temperaturze hybrydyzacji starterow
w zalezno$ci od uzytego zestawu (59°C dla AmpliTaq
Gold 157°C dla QuantiTect). Analiza elektroforetycz-
na wykazata, ze produkty PCR mialy wielko$¢ okoto
290 par zasad (nie pokazano).

Badajac czutos¢ PCR wykorzystano roztwory am-
plikonéw o znanej liczbie kopii DNA o sekwencjach
odpowiadajacych CSFV, BVDV-1 1 BDV. Metoda ta
pozwala na oznaczenie czuto$ci wytacznie PCR przy
eliminacji wptywu pozostatych etapow testu, takich
jak ekstrakcja RNA oraz reakcja odwrotnej transkryp-
cji. Szczegdlowe wyniki zawarto w tabeli 1. Wykaza-
no, ze limit czuto$ci PCR wynosit od 40 do 4 min ko-
pii DNA w zalezno$ci od matrycy i polimerazy DNA
(tab. 1). Wyzsza czutos¢ uzyskano w amplifikacji przy
uzyciu zestawu QuantiTect. Wynosita ona od 40 kopii
dla CSFV, 400 kopii dla BVDV oraz 40 000 kopii dla
BDV. Analogiczne wyniki uzyskiwano we wszystkich
pigciu powtorzeniach. Wyzsze rozcienczenia matryc
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Tab. 1. Czulo$¢ Real Time PCR z barwnikiem interkaluja-
cym SYBR Green I. Czulo$¢ PCR okreslono przez oznacze-
nie najmniejszej liczby kopii DNA wykrywanej w reakcji PCR.
Reakcje z wykorzystaniem zestawu QuantiTect wykonano
w 5 powtorzeniach. Wartos$ci podane przed nawiasem ozna-
czaja uzyskanie 5 wynikéw dodatnich. Warto$ci w nawiasie
okreslaja minimalna liczbe wykrywanych kopii DNA oraz
w ilu powtérzeniach amplifikacja dala wynik dodatni

Zestaw do PCR Matryca DNA (Iic%?l:(iiili’g?l A)
CSFV 40 (4: 4/5)
QantiTect (Qiagen) BVDV 400 (4: 3/5)
BDV 40 000 (4000: 1/5)
CSFV 4000
a\I:g::Z:qB?oosI:stems) L 40000
BDV 4000 000

dawaly mniej powtarzalne rezultaty oceny czulo$ci.
I tak, 4 kopie matrycy CSFV wykryto w czterech spo-
srod pieciu powtdrzen PCR z zestawem QuantiTect,
4 kopie matrycy BVDV w trzech z pigciu, a 4000 ko-
pii matrycy BDV w jednym z pigciu. Najwyzsza czu-
tos¢ opracowanej metody PCR w wykrywaniu CSFV
nalezy przypisa¢ najwyzszej komplementarnosci star-
terow wykorzystanych w badaniach do genomu tego
gatunku pestiwirusa.

Wartosci Ct uzyskiwane w reakcji amplifikacji da-
nych koncentracji poszczegdlnych matryc nie réznity
si¢ istotnie w zalezno$ci od uzytego zestawu do PCR.
Na przyktad, wartosci Ct dla 400 000 kopii matrycy
CSFV wynosity odpowiednio 19,97119,21, odpowied-
nio przy wykorzystaniu zestawu AmpliTaq Gold
1 QuantiTect. Obserwowane roznice w czutosci PCR
przy zastosowaniu dwoch wymienionych zestawow
dotyczyly najwyzszych rozcienczen matryc DNA. Po-
niewaz Taq polimeraza wchodzaca w sktad obu zesta-
wow nalezy do tego samego typu umozliwiajacego
prowadzenie reakcji typu ,,hot start”, a wigc aktywo-
wanych po kilkuminutowej inkubacji w 95°C, przy-
czyny roznic w czutosci PCR nalezy upatrywac w skta-
dzie buforu QuantiTect Bufor ten umozliwia amplifi-
kacje 0 wyzszej swoisto$ci niz ma to miejsce w przy-
padku reakcji w srodowisku, jakie zapewnia uzycie
buforu Gold. W przypadku zastosowania tego ostat-
niego buforu w cyklach PCR powyzej 28. obserwo-
wano akumulacj¢ produktéw nieswoistej amplifikacji
DNA, co uniemozliwialo wykrycie produktow swo-
istych.

Analiza czutosci Real Time PCR z zestawem Quanti-
Tect przy uzyciu rozcienczen matryc DNA pozwolita
na wykazanie, ze opracowana metoda moze stuzy¢ do
bardzo precyzyjnych oznaczen ilosciowych liczby ko-
pii pestiwiruséw w tkankach i ptynach ciata, np. przy
badaniu kinetyki zakazen, szczeg6lnie CSFV 1 BVDV.
Wspotczynnik korelacji okreslajacy zalezno$¢ migdzy
ilo$cia kopii DNA tych pestiwuruséw wyrazona w skali
logarytmicznej 1 warto$cia Ct wynosit powyzej 0,99
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Unknowns
Standards

Correlation Coefficient: 0,996 Slope: -3.726 Intercept: 38.492 ¥ =-3.726 X + 38.442
PCR Efficiency: 85.5 %

Log Starting Quantity, copy number

Ryec. 2. Krzywa standardowa amplifikacji 4-40 mln kopii
matrycy CSFV-Alfort-187. Reakcje PCR wykonano w pi¢ciu
powtdrzeniach dla kazdej liczby kopii. Na osi Y zaznaczono
cykl, w ktérym krzywa amplifikacji przekroczyla obliczona
warto$¢ tla (Threshold Cycle — Ct). Na osi X zaznaczono po-
czatkowa liczbe kopii DNA wyrazona w skali logarytmicz-
nej. Wspélezynnik korelacji wyniost 0,996, wydajnos¢ PCR
wyniosta 85,5%

(ryc. 2). Nieco nizszy wspotczynnik korelacji wyno-
szacy 0,97 uzyskano dla krzywej standardowej ampli-
fikacji matrycy BDV.

Izolacja wirusa w hodowli komorkowe;j jest zazwy-
czaj rdwnie czula, lecz na wynik moze wptywac obec-
no$¢ przeciwcial neutralizujacych. W celu okre$lenia
miana wirusa w tkankach czy ptynach ciala wymaga
ona wykonywania wielu rozcienczen badanego mate-
riatu. Real Time PCR umozliwia oznaczenie liczby
kopii wirusa w badanym materiale po zbadaniu poje-
dynczej probk1 bez konieczno$ci wykonywania szere-
gu rozcienczen.

Czulo$¢ tej metody z zestawem QuantiTect ocenia-
no réwniez przez oznaczenie przyblizonej minimal-
nej liczby TCID_, szczepu CSFV Alfort-187 wykry-
walnej w Real Time PCR. Wartos¢ ta wyniosta okoto
5 TCID,,. Uzyskane wyniki sa zblizone do opisanych
przez Uttenthal 1 wsp. (25), ktorzy okreslili limit czu-
tosci reakcji z identycznymi starterami w odniesieniu
do CSF na 1 kopig. Czutos¢ testu jest rowniez poréw-
nywalna z wcze$niej opisang przy zastosowaniu elek-
troforetycznej detekcji produktu (5, 21).

Badanie cDNA otrzymanego z Laboratorium refe-
rencyjnego CSF w Hanowerze wykonano wylacznie
przy uzyciu zestawu QuantiTect. Swoistos¢ 1 czutos¢
Real Time PCR do wykrywania BVDV, BDV i CSFV
oceniono na 100% (tab. 2). Wszystkie probki nie za-
wierajace cDNA pestiwirusow daty wynik ujemny.
W przypadku cDNA CSFV szczep 634 wykazano Scis-
ta korelacj¢ migdzy rozcienczeniem cDNA 1 warto$-
cig Ct. Wysoka wartos¢ Ct amplifikacji probki cDNA
BDV szczep Moredun rozcienczonej 1 : 100 moze by¢
wyjasniona niska zawaro$cia wirusa w materiale, z kto-
rego uzyskane zostato cDNA, jednak bardziej praw-
dopodobne jest, ze wynika ona z niskiej czuto$ci opra-
cowanej metody w wykrywaniu BDV ocenionej w pre-
zentowanych badaniach na 40 000 kopii.

Nalezy podkresli¢, ze opisana metoda nie pozwala
na identyfikacje gatunku pestiwirusa, a jedynie na wy-
kazanie obecno$ci wirusa nalezacego do tego rodzaju.
Determinuje to ograniczone zastosowanie tej techniki
w diagnostyce zakazen swin. Dlatego tez opracowana
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Tab. 2. Wyniki badania prébek cDNA otrzymanych z Labo-
ratorium Referencyjnego UE do diagnostyki CSF

cDNA C, Charakterystyka prébki
1 15,6 CSF 634, 2.3 Uelzen 1: 2
2 - ujemna
3 26,9 CSF 634, 2.3 Uelzen 1 : 1000
4 24,1 BDV Moredun 1 : 100
5 21,8 CSF 634, 2.3 Uelzen 1 : 10 000
6 15,1 CSF 277,2.11:2
7 = ujemna
8 17,3 BVDV NADL 1 :100
9 241 CSF 634, 2.3 Uelzen 1 : 1000
10 - ujemne
11 27,8 CSF 634, 2.3 Uelzen 1 : 10 000
12 = ujemna
13 15,3 CSF 634, 2.3 Uelzen 1: 2
14 - ujemna
15 = ujemne
16 28,3 CSF 634, 2.3 Uelzen 1 : 10 000
17 18,7 BVDV 7443 1 :100
18 = ujemna
19 15,2 CSF 277,2.11:2
20 30,8 CSF 634, 2.3 Uelzen 1 : 100 000

metoda moze by¢ wykorzystywana wytacznie do roz-
poznania wstgpnego. W przypadku uzyskania wyniku
dodatniego niezbedne jest przeprowadzenie dodatko-
wego testu swoistego dla CSFV, np. jednoprobowko-
wego RT-nested PCR (21). Opisang wyzej metodg
mozna natomiast poleci¢ do detekcji BVDV u bydta.
Wiele krajow europejskich wprowadzito programy
uwalniania stad od BVDV (20). Program zwalczania
obejmuje identyfikacje¢ stad ,,dodatnich” i eliminacje
zwierzat trwale zakazonych BVDV — siewcow wiru-
sa. W tym celu czgsto wykorzystywana jest technika
PCR (10).

W celu pelnego wykorzystania zalet metody Real
Time PCR w diagnostyce zakazen pestiwirusowych
konieczne jest podjgcie badan nad zastosowaniem
metod wykorzystujacych znakowane fluorescencyjnie
sondy DNA. Techniki te umozliwiaja jednoczesne
wykrywanie wigcej niz jednego drobnoustroju w prob-
ce (6, 23).

Nalezy podkresli¢, ze przedstawione dane stanowia
pierwszy w Polsce przyklad zastosowania Real Time
PCR w diagnostyce weterynaryjne;j.
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