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Pestiwirusy nale¿¹ do rodzaju Pestivirus rodziny
Flaviviridae (9). Sklasyfikowano w nim nastêpuj¹ce
gatunki: wirus klasycznego pomoru �wiñ (classical
swine fever virus � CSFV), wirus wirusowej biegunki
byd³a, typ 1 (bovine viral diarrhoea virus � BVDV-1),
wirus wirusowej biegunki i choroby b³on �luzowych
byd³a, typ 2 (BVDV-2) oraz wirus choroby granicznej
owiec (Border disease virus � BDV) (4). Oprócz wy-
mienionych do rodzaju tego nale¿y kilka rzadko
wystêpuj¹cych pestiwirusów izolowanych od ¿yrafy,
renifera, które tymczasowo zosta³y sklasyfikowane
jako odrêbne gatunki (4). Wymienione wirusy wywo-
³uj¹ gro�ne, wa¿ne ekonomicznie choroby �wiñ (14),
byd³a, owiec, kóz (17), dzików (2) oraz dzikich prze-
¿uwaczy (8). Najwa¿niejsze z nich to: pomór klasycz-
ny �wiñ (CSF) oraz wirusowa biegunka (BVD) i cho-
roba b³on �luzowych (MD) byd³a. Polska jest uznana
za kraj wolny od CSF od 1994 r. Niemniej choroba ta
wystêpuje we wszystkich krajach o�ciennych i stale
stanowi zagro¿enie dla hodowli �wiñ w naszym kraju
(3).

Badania przesiewowe (monitoring) wykonywane s¹
metodami serologicznymi, natomiast w przypadku po-

dejrzenia CSF wymagane jest przeprowadzenie roz-
poznania wirusologicznego w celu wykrycia wirusa
lub/i jego materia³u genetycznego (1).

Zaka¿enia BVDV i BDV mog¹ wystêpowaæ zarów-
no u byd³a, owiec, kóz, jak i �wiñ, powoduj¹c niekie-
dy u tych ostatnich objawy podobne do pomoru kla-
sycznego wywo³anego przez CSFV o ma³ej zjadliwo�-
ci (26). Podczas gdy stada �wiñ zaka¿one CSFV s¹
wybijane, a na obszarach zapowietrzonych i zagro¿o-
nych wprowadza siê zakaz przemieszczania �wiñ, wy-
krycie zaka¿eñ trzody chlewnej pozosta³ymi pestiwi-
rusami nie niesie za sob¹ ¿adnych konsekwencji. Mimo
¿e przypadki zaka¿eñ BVDV u �wiñ nale¿¹ do rzad-
ko�ci (24), z epizootycznego punktu widzenia wa¿ne
jest ró¿nicowanie pestiwirusów przy u¿yciu metod
wirusologicznych i molekularnych. Ostatnio coraz
powszechniej w diagnostyce zaka¿eñ pestiwirusowych
stosuje siê enzymatyczn¹ amplifikacjê DNA in vitro
(polymerase chain reaction � PCR) oraz jej modyfika-
cje (7, 13, 21).

Celem badañ by³o okre�lenie mo¿liwo�ci zastoso-
wania nowej techniki � Real Time PCR do wykrywa-
nia pestiwirusów. W badaniach wykorzystano w³a�ci-
wo�ci fluorescencyjne barwnika interkaluj¹cego SYBR
Green I� (Molecular Probes) (16).
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Materia³ i metody
Szczepy pestiwirusów. W badaniach wykorzystano

szczepy pestiwirusów CSFV-Alfort 187, BVDV-1-1138
namna¿ane i mianowane w hodowli komórkowej nerki
�wini (CSFV) lub nerki byd³a (BVDV) wed³ug standardo-
wych procedur (12).

Ekstrakcja RNA i odwrotna transkrypcja. Ca³kowite
RNA ekstrahowano z 250 µl hodowli komórkowych wiru-
sów zestawem Total RNA Prep Plus (A&A Biotechnolo-
gy) zgodnie z instrukcj¹ producenta. Uzyskany roztwór elu-
owanego RNA poddawano reakcji odwrotnej transkrypcji
(RT) lub przechowywano w �80°C do dalszych badañ.
Reakcjê RT przeprowadzano w objêto�ci 20 µl w obecno�-
ci buforu do odwrotnej transkrypcji (50 mM Tris-HCl pH
8,3; 75 mM KCl; 3 mM MgCl

2
) (Invitrogen), 500 µM ka¿-

dego z dNTP (Fermentas), 10 jednostek Rnasinu (Promega),
100 jednostek odwrotnej transkryptazy M-MLV i 100 ng
heksamerów (Pharmacia Biotech).

Real Time PCR. W badaniach wykorzystano dwa star-
tery PCR opracowane na podstawie konserwatywnej nie-
koduj¹cej sekwencji z koñca 5� genomu pestiwirusów
(5�UTR): #6 (5�-CTA GCC ATG CCC IYA GTA GGA-3�)
i #7 (5�-CTC CAT GTG CCA TGT ACA GCA-3�) (25)
pozwalaj¹ce na amplifikacjê fragmentu 286, 287 lub 290
par zasad odpowiednio CSFV, BDV i BVDV-1. Fragment
ten ma du¿e znaczenie w epizootiologii molekularnej za-
ka¿eñ pestiwirusowych i wielokrotnie by³ wykorzystywa-
ny w analizie porównawczej sekwencji nukleotydowych
tego gatunku (18, 22).

Reakcjê Real Time PCR prowadzono w probówkach
optycznych MicroAmp Optical Tube (Applied Biosystems)
zamykanych przy u¿yciu wieczek optycznych Optical Caps
(Applied Biosystems). W badaniach wykorzystano polime-
razê AmpliTaq Gold (Applied Biosystems) z buforem Gold
Buffer (150 mM Tris-HCl pH 8,0; 500 mM KCl) oraz ze-
staw QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Qiagen). Zestaw
ten stanowi mieszanina polimerazy HotStarTaq, buforu
QuantiTect SYBR Green PCR, dNTP, 5 mM MgCl

2
 oraz

barwników SYBR Green I (barwnik interkaluj¹cy) i ROX
(barwnik referencyjny) gotowa do u¿ycia po dwukrotnym
rozcieñczeniu w wodzie. Reakcje prowadzono w objêto�ci
50 µl po dodaniu 2 µl cDNA w obecno�ci 20 pmoli ka¿de-
go startera (#6 i #7) i 3,5 mM MgCl

2
. Mieszanina reakcyj-

na z enzymem AmpliTaq Gold zawiera³a bufor dla polime-
razy, 400 µM ka¿dy z dNTP, 1 jednostkê polimerazy Am-
pliTaq Gold, 4 µl barwnika SYBR Green I rozcieñczonego
w stosunku 1 : 100 000 w buforze TE oraz 0,5 µl Fluores-
cein Calibration Dye (Bio-Rad) rozcieñczonego w buforze
do PCR w stosunku 1 : 1000 s³u¿¹cego jako barwnik refe-
rencyjny i 2 mM roztwór szczawianu czterometyloaminy
(TMAO) s³u¿¹cy jako adjuwant PCR (11). Amplifikacjê
prowadzono przy u¿yciu termocyklera i modu³u optyczne-
go iCycler pod kontrol¹ 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
wstêpn¹ denaturacj¹ cDNA w 95°C przez 5 min. (zestaw
AmpliTaq Gold) lub 15 min. (zestaw Qiagen). Etap wstêp-
ny umo¿liwia³ aktywacjê polimerazy AmpliTaq Gold i po-
limerazy HotStarTaq. Po przeprowadzeniu PCR probówki

reakcyjne inkubowano w 72°C przez 10 min. Bezpo�red-
nio po tym okre�lano temperaturê topnienia produktu am-
plifikacji DNA. W tym celu probówki inkubowano w 95°C
przez 1 min., nastêpnie w 25°C przez 1 min., po czym pod-
grzewano do 95°C w 140 krokach trwaj¹cych po 5 sek.,
podwy¿szaj¹c temperaturê 0,5°C w ka¿dym. Modu³ optycz-
ny zaprogramowano do pomiaru emisji fluorescencji mie-
szanin reakcyjnych w ka¿dym cyklu PCR na etapie wyd³u-
¿ania starterów oraz w czasie ka¿dego ze 140 kroków ozna-
czania temperatury topnienia produktu.

Wynik PCR okre�lano poprzez warto�æ Ct (threshold
cycle), to jest numer kolejny cyklu PCR, w którym poziom
fluorescencji emitowanej z probówki przekroczy³ warto�æ
t³a. Niska warto�æ Ct oznacza wysok¹ pocz¹tkow¹ liczbê
kopii matrycy w badanej próbce, a wysoka warto�æ Ct
oznacza nisk¹ liczbê kopii matrycy. Swoisto�æ amplifika-
cji okre�lano na podstawie swoistej dla danego fragmentu
DNA temperatury topnienia.

W celu porównania skuteczno�ci fluorescencyjnego
wykrywania amplikonów w Real Time PCR, produkty
reakcji analizowano równie¿ metod¹ tradycyjn¹ przez roz-
dzia³ elektroforetyczny w 2% ¿elu agarozowym z dodat-
kiem bromku etydyny o koncentracji 1 µg/ml. Elektrofore-
zê prowadzono przez 30 min. w buforze TBE (90 mM Tris,
90 mM kwas borny, 2 mM EDTA), przy sta³ym natê¿eniu
pr¹du elektrycznego, równym 150 mA.

Ocena swoisto�ci i czu³o�ci Real Time PCR. Do oce-
ny czu³o�ci analitycznej metody, tj. wyra¿onej w liczbie
kopii DNA, wykorzystano kontrolne matryce DNA CSFV,
BVDV-1 i BDV otrzymane z Danish Institute for Food and
Veterinary Research w Kopenhadze. Wymienione fragmen-
ty DNA uzyskano przez amplifikacjê cDNA wymienionych
pestiwirusów przy u¿yciu starterów flankuj¹cych pozycje
starterów diagnostycznych. Nastêpnie produkty PCR
oczyszczano w ¿elu agarozowym, spektrofotometrycznie
mierzono zawarto�æ DNA i obliczano liczbê kopii DNA
produktu PCR. Nastêpnie wykonywano szereg rozcieñczeñ
matryc w buforze TE zawieraj¹cym 10 ng/µl DNA plemni-
ków ³ososia. Jeden mikrolitr matrycy zawieraj¹cej od 0,4
do 4 × 107 kopii matrycy wprowadzano do mieszaniny re-
akcyjnej PCR.

Czu³o�æ PCR w wykrywaniu CSFV okre�lano dodatko-
wo, wykonuj¹c amplifikacjê cDNA otrzymanego z rozcieñ-
czeñ hodowli komórkowej szczepu Alfort-187 o okre�lo-
nym mianie wykonanym w homogenizacie nerki �wini
wolnej od zaka¿eñ pestiwirusami.

Metodê poddano ocenie, analizuj¹c zakodowane próbki
cDNA z Laboratorium Referencyjnego CSF Unii Europej-
skiej w Hanowerze otrzymane w ramach corocznych ba-
dañ porównawczych europejskich laboratoriów diagnosty-
ki CSF.

Wyniki i omówienie
Mo¿liwo�æ zastosowania szybkich, czu³ych i swo-

istych metod rozpoznawania zaka¿eñ wirusowych
zwierz¹t jest podstawowym warunkiem ich zwalcza-
nia. Metody te powinny równie¿ umo¿liwiaæ jedno-
czesne badanie wielu próbek. Jest to szczególnie wa¿-
ne w przypadku epizootii chorób zwalczanych z urzê-
du lub w trakcie programów uwalniania ferm od zaka-
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¿eñ enzootycznych. Na przyk³ad, w trakcie epizootii
CSF w Wielkiej Brytanii miêdzy sierpniem i grudniem
2000 roku laboratorium wirusologiczne Veterinary
Laboratories Agency-Weybridge wykona³o 2400 tes-
tów peroksydazowych (PLA) i 4000 reakcji PCR. Osta-
tecznie spo�ród 317 podejrzanych wyst¹pienie CSF
potwierdzono jedynie w 16 przypadkach.

Tradycyjne metody wirusologiczne, choæ wystarcza-
j¹co czu³e i swoiste, s¹ pracoch³onne. Natomiast
powa¿nym czynnikiem ograniczaj¹cym szerokie za-
stosowanie PCR w diagnostyce wirusologicznej jest
prawdopodobieñstwo uzyskania wyników fa³szywie
dodatnich. �ród³em tego rodzaju problemów jest wie-
loetapowo�æ metody i mo¿liwo�æ zanieczyszczenia
�rodowiska laboratorium. Modyfikacje polegaj¹ce na
prowadzeniu reakcji w zamkniêtej probówce (21) ogra-
niczaj¹ niebezpieczeñstwo kontaminacji probówek re-
akcyjnych w znacznym stopniu, lecz go nie eliminuj¹
ca³kowicie. Jednak elementem, który w najwiêkszym
stopniu ogranicza mo¿liwo�ci wykorzystania PCR na
du¿¹ skalê jest elektroforeza produktów reakcji ze
wzglêdu na pracoch³onno�æ.

Eliminacjê etapu elektroforezy umo¿liwia Real Time
PCR (15). Jest to reakcja, w przebiegu której produk-
ty wykrywane s¹ fluorescencyjnie w ka¿dym cyklu,
bez konieczno�ci otwierania probówki i prowadzenia
elektroforezy po jej zakoñczeniu. Przyrost fluorescencji
w kolejnych cyklach jest wprost proporcjonalny do
liczby amplikonów. Wynik reakcji jest wyra¿any war-
to�ci¹ Ct. Ró¿nica 1 Ct odpowiada dwukrotnej ró¿ni-
cy w pocz¹tkowej liczbie kopii matrycy DNA przy
za³o¿eniu 100% wydajno�ci PCR. Zastosowanie barw-
ników interkaluj¹cych sprawia, ¿e równie¿ nieswoiste
produkty amplifikacji (np. dimery starterów PCR) s¹
�ród³em fluorescencji. Dlatego po zakoñczeniu PCR
oznacza siê temperaturê topnienia (dysocjacji) produk-
tu, która zale¿na jest od d³ugo�ci podwójnego ³añcu-
cha DNA. Swoiste produkty PCR ulegaj¹ rozpadowi
do pojedynczych nici w �ci�le okre�lonej temperatu-
rze, czego wynikiem jest gwa³towny spadek fluores-
cencji (19). Celem przeprowadzonch badañ by³o wy-
korzystanie zjawiska fluorescencji do wykrywania pro-
duktów amplifikacji fragmentu genomu pestiwirusów.
W metodzie tej zastosowano barwnik SYBR Green I
posiadaj¹cy zdolno�æ emisji �wiat³a o d³ugo�ci fali
530 nm w obecno�ci dwuniciowego DNA pod wp³y-
wem wzbudzenia �wiat³em o d³ugo�ci 490 nm (16).

W celu zwiêkszenia wydajno�ci amplifikacji w ba-
daniach wykorzystano adjuwant reakcji PCR, TMAO
(11). Wcze�niejsze wyniki badañ w³asnych wykaza³y,
¿e produkt reakcji PCR przeprowadzonej z dodatkiem
2 mM TMAO zawiera³ silniejszy pr¹¿ek swoistego
DNA oraz charakteryzowa³ siê wy¿sz¹ czysto�ci¹, co
ma szczególne znaczenie w przypadku pó�niejszego
oznaczania sekwencji nukleotydów produktu.

Reakcja polimeryzacji ³añcuchowej ze starterami
z regionu 5�UTR pozwoli³a na wykrycie wszystkich
badanych gatunków pestiwirusów na podstawie ob-

serwacji krzywej amplifikacji (ryc. 1a). Swoisto�æ
amplifikacji potwierdzono, okre�laj¹c temperaturê top-
nienia produktu PCR (ryc. 1b). Wykazano, ¿e tempe-
ratura topnienia produktów syntetyzowanych w reak-
cji z zestawem QuantiTect wynosi³a 86-87°C, a pro-
duktów reakcji z AmpliTaq Gold 90-92°C. Zaobser-
wowan¹ ró¿nicê mo¿na przypisaæ du¿ej zawarto�ci
detergentów w buforze QuantiTect maj¹cych na celu
podniesienie swoisto�ci amplifikacji. Najprawdopo-
dobniej z tej samej przyczyny zaobserwowano ró¿ni-
cê w optymalnej temperaturze hybrydyzacji starterów
w zale¿no�ci od u¿ytego zestawu (59°C dla AmpliTaq
Gold i 57°C dla QuantiTect). Analiza elektroforetycz-
na wykaza³a, ¿e produkty PCR mia³y wielko�æ oko³o
290 par zasad (nie pokazano).

Badaj¹c czu³o�æ PCR wykorzystano roztwory am-
plikonów o znanej liczbie kopii DNA o sekwencjach
odpowiadaj¹cych CSFV, BVDV-1 i BDV. Metoda ta
pozwala na oznaczenie czu³o�ci wy³¹cznie PCR przy
eliminacji wp³ywu pozosta³ych etapów testu, takich
jak ekstrakcja RNA oraz reakcja odwrotnej transkryp-
cji. Szczegó³owe wyniki zawarto w tabeli 1. Wykaza-
no, ¿e limit czu³o�ci PCR wynosi³ od 40 do 4 mln ko-
pii DNA w zale¿no�ci od matrycy i polimerazy DNA
(tab. 1). Wy¿sz¹ czu³o�æ uzyskano w amplifikacji przy
u¿yciu zestawu QuantiTect. Wynosi³a ona od 40 kopii
dla CSFV, 400 kopii dla BVDV oraz 40 000 kopii dla
BDV. Analogiczne wyniki uzyskiwano we wszystkich
piêciu powtórzeniach. Wy¿sze rozcieñczenia matryc

Ryc. 1. Krzywa amplifikacji cDNA CSFV-Alfort (linia nie-
bieska i fioletowa) oraz cDNA próbki kontrolnej ujemnej (li-
nia zielona) (a) oraz krzywa topnienia (denaturacji) produk-
tów PCR (b). Linia w kolorze pomarañczowym oznacza liniê
bazow¹ (a) lub temperaturê topnienia swoistego produktu
PCR

a)

b)
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dawa³y mniej powtarzalne rezultaty oceny czu³o�ci.
I tak, 4 kopie matrycy CSFV wykryto w czterech spo-
�ród piêciu powtórzeñ PCR z zestawem QuantiTect,
4 kopie matrycy BVDV w trzech z piêciu, a 4000 ko-
pii matrycy BDV w jednym z piêciu. Najwy¿sz¹ czu-
³o�æ opracowanej metody PCR w wykrywaniu CSFV
nale¿y przypisaæ najwy¿szej komplementarno�ci star-
terów wykorzystanych w badaniach do genomu tego
gatunku pestiwirusa.

Warto�ci Ct uzyskiwane w reakcji amplifikacji da-
nych koncentracji poszczególnych matryc nie ró¿ni³y
siê istotnie w zale¿no�ci od u¿ytego zestawu do PCR.
Na przyk³ad, warto�ci Ct dla 400 000 kopii matrycy
CSFV wynosi³y odpowiednio 19,97 i 19,21, odpowied-
nio przy wykorzystaniu zestawu AmpliTaq Gold
i QuantiTect. Obserwowane ró¿nice w czu³o�ci PCR
przy zastosowaniu dwóch wymienionych zestawów
dotyczy³y najwy¿szych rozcieñczeñ matryc DNA. Po-
niewa¿ Taq polimeraza wchodz¹ca w sk³ad obu zesta-
wów nale¿y do tego samego typu umo¿liwiaj¹cego
prowadzenie reakcji typu �hot start�, a wiêc aktywo-
wanych po kilkuminutowej inkubacji w 95°C, przy-
czyny ró¿nic w czu³o�ci PCR nale¿y upatrywaæ w sk³a-
dzie buforu QuantiTect. Bufor ten umo¿liwia amplifi-
kacjê o wy¿szej swoisto�ci ni¿ ma to miejsce w przy-
padku reakcji w �rodowisku, jakie zapewnia u¿ycie
buforu Gold. W przypadku zastosowania tego ostat-
niego buforu w cyklach PCR powy¿ej 28. obserwo-
wano akumulacjê produktów nieswoistej amplifikacji
DNA, co uniemo¿liwia³o wykrycie produktów swo-
istych.

Analiza czu³o�ci Real Time PCR z zestawem Quanti-
Tect przy u¿yciu rozcieñczeñ matryc DNA pozwoli³a
na wykazanie, ¿e opracowana metoda mo¿e s³u¿yæ do
bardzo precyzyjnych oznaczeñ ilo�ciowych liczby ko-
pii pestiwirusów w tkankach i p³ynach cia³a, np. przy
badaniu kinetyki zaka¿eñ, szczególnie CSFV i BVDV.
Wspó³czynnik korelacji okre�laj¹cy zale¿no�æ miêdzy
ilo�ci¹ kopii DNA tych pestiwurusów wyra¿on¹ w skali
logarytmicznej i warto�ci¹ Ct wynosi³ powy¿ej 0,99

(ryc. 2). Nieco ni¿szy wspó³czynnik korelacji wyno-
sz¹cy 0,97 uzyskano dla krzywej standardowej ampli-
fikacji matrycy BDV.

Izolacja wirusa w hodowli komórkowej jest zazwy-
czaj równie czu³a, lecz na wynik mo¿e wp³ywaæ obec-
no�æ przeciwcia³ neutralizuj¹cych. W celu okre�lenia
miana wirusa w tkankach czy p³ynach cia³a wymaga
ona wykonywania wielu rozcieñczeñ badanego mate-
ria³u. Real Time PCR umo¿liwia oznaczenie liczby
kopii wirusa w badanym materiale po zbadaniu poje-
dynczej próbki bez konieczno�ci wykonywania szere-
gu rozcieñczeñ.

Czu³o�æ tej metody z zestawem QuantiTect ocenia-
no równie¿ przez oznaczenie przybli¿onej minimal-
nej liczby TCID

50
 szczepu CSFV Alfort-187 wykry-

walnej w Real Time PCR. Warto�æ ta wynios³a oko³o
5 TCID

50
. Uzyskane wyniki s¹ zbli¿one do opisanych

przez Uttenthal i wsp. (25), którzy okre�lili limit czu-
³o�ci reakcji z identycznymi starterami w odniesieniu
do CSF na 1 kopiê. Czu³o�æ testu jest równie¿ porów-
nywalna z wcze�niej opisan¹ przy zastosowaniu elek-
troforetycznej detekcji produktu (5, 21).

Badanie cDNA otrzymanego z Laboratorium refe-
rencyjnego CSF w Hanowerze wykonano wy³¹cznie
przy u¿yciu zestawu QuantiTect. Swoisto�æ i czu³o�æ
Real Time PCR do wykrywania BVDV, BDV i CSFV
oceniono na 100% (tab. 2). Wszystkie próbki nie za-
wieraj¹ce cDNA pestiwirusów da³y wynik ujemny.
W przypadku cDNA CSFV szczep 634 wykazano �cis-
³¹ korelacjê miêdzy rozcieñczeniem cDNA i warto�-
ci¹ Ct. Wysoka warto�æ Ct amplifikacji próbki cDNA
BDV szczep Moredun rozcieñczonej 1 : 100 mo¿e byæ
wyja�niona nisk¹ zawaro�ci¹ wirusa w materiale, z któ-
rego uzyskane zosta³o cDNA, jednak bardziej praw-
dopodobne jest, ¿e wynika ona z niskiej czu³o�ci opra-
cowanej metody w wykrywaniu BDV ocenionej w pre-
zentowanych badaniach na 40 000 kopii.

Nale¿y podkre�liæ, ¿e opisana metoda nie pozwala
na identyfikacjê gatunku pestiwirusa, a jedynie na wy-
kazanie obecno�ci wirusa nale¿¹cego do tego rodzaju.
Determinuje to ograniczone zastosowanie tej techniki
w diagnostyce zaka¿eñ �wiñ. Dlatego te¿ opracowana

RCPodwatseZ ANDacyrtaM RCPæ�o³uzC
)ANDiipokabzcil(

)negaiQ(tceTitnaQ

VFSC )5/4:4(04

VDVB )5/3:4(004

VDB )5/1:0004(00004

dloGqaTilpmA
)smetsysoiBdeilppA(

VFSC 0004

VDVB 00004

VDB 0000004

Tab. 1. Czu³o�æ Real Time PCR z barwnikiem interkaluj¹-
cym SYBR Green I. Czu³o�æ PCR okre�lono przez oznacze-
nie najmniejszej liczby kopii DNA wykrywanej w reakcji PCR.
Reakcje z wykorzystaniem zestawu QuantiTect wykonano
w 5 powtórzeniach. Warto�ci podane przed nawiasem ozna-
czaj¹ uzyskanie 5 wyników dodatnich. Warto�ci w nawiasie
okre�laj¹ minimaln¹ liczbê wykrywanych kopii DNA oraz
w ilu powtórzeniach amplifikacja da³a wynik dodatni

Ryc. 2. Krzywa standardowa amplifikacji 4-40 mln kopii
matrycy CSFV-Alfort-187. Reakcje PCR wykonano w piêciu
powtórzeniach dla ka¿dej liczby kopii. Na osi Y zaznaczono
cykl, w którym krzywa amplifikacji przekroczy³a obliczon¹
warto�æ t³a (Threshold Cycle � Ct). Na osi X zaznaczono po-
cz¹tkow¹ liczbê kopii DNA wyra¿on¹ w skali logarytmicz-
nej. Wspó³czynnik korelacji wyniós³ 0,996, wydajno�æ PCR
wynios³a 85,5%
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metoda mo¿e byæ wykorzystywana wy³¹cznie do roz-
poznania wstêpnego. W przypadku uzyskania wyniku
dodatniego niezbêdne jest przeprowadzenie dodatko-
wego testu swoistego dla CSFV, np. jednoprobówko-
wego RT-nested PCR (21). Opisan¹ wy¿ej metodê
mo¿na natomiast poleciæ do detekcji BVDV u byd³a.
Wiele krajów europejskich wprowadzi³o programy
uwalniania stad od BVDV (20). Program zwalczania
obejmuje identyfikacjê stad �dodatnich� i eliminacjê
zwierz¹t trwale zaka¿onych BVDV � siewców wiru-
sa. W tym celu czêsto wykorzystywana jest technika
PCR (10).

W celu pe³nego wykorzystania zalet metody Real
Time PCR w diagnostyce zaka¿eñ pestiwirusowych
konieczne jest podjêcie badañ nad zastosowaniem
metod wykorzystuj¹cych znakowane fluorescencyjnie
sondy DNA. Techniki te umo¿liwiaj¹ jednoczesne
wykrywanie wiêcej ni¿ jednego drobnoustroju w prób-
ce (6, 23).

Nale¿y podkre�liæ, ¿e przedstawione dane stanowi¹
pierwszy w Polsce przyk³ad zastosowania Real Time
PCR w diagnostyce weterynaryjnej.
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Tab. 2. Wyniki badania próbek cDNA otrzymanych z Labo-
ratorium Referencyjnego UE do diagnostyki CSF

ANDc Ct ikbórpakytsyretkarahC

1 6,51 2:1nezleU3.2,436FSC

2 � anmeju

3 9,62 0001:1nezleU3.2,436FSC

4 1,42 001:1nuderoMVDB

5 8,72 00001:1nezleU3.2,436FSC

6 1,51 2:11.2,772FSC

7 � anmeju

8 3,71 001:1LDANVDVB

9 1,42 0001:1nezleU3.2,436FSC

01 � enmeju

11 8,72 00001:1nezleU3.2,436FSC

21 � anmeju

31 3,51 2:1nezleU3.2,436FSC

41 � anmeju

51 � enmeju

61 3,82 00001:1nezleU3.2,436FSC

71 7,81 001:13447VDVB

81 � anmeju

91 2,51 2:11.2,772FSC

02 8,03 000001:1nezleU3.2,436FSC


