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Infekcje wirusem grypy s¹ istotn¹ przyczyn¹ zabu-
rzeñ czynno�ci uk³adu oddechowego �wiñ. Choroba
objawia siê wysok¹ gor¹czk¹, wysiêkiem z nosa, kasz-
lem, problemami z oddychaniem oraz brakiem ape-
tytu (12). Niekiedy konsekwencj¹ zaka¿enia s¹: po-
ronienia, rodzenie siê martwych prosi¹t, spadek sku-
teczno�ci krycia oraz obni¿enie wska�nika wyproszeñ
(13).

Chorobê wywo³uje pneumotropowy wirus grypy
�wiñ (swine influenza virus � SIV), nale¿¹cy do ro-
dziny Orthomyxoviridae, rodzaju Influenzavirus. Ma-
teria³ genetyczny SIV stanowi pojedyncza niæ RNA
sk³adaj¹ca siê z o�miu segmentów o ujemnej polar-
no�ci (17). Segmentowana budowa genomu oraz du¿a
czêstotliwo�æ wystêpowania mutacji punktowych
w obrêbie RNA wirusów grypy typu A jest przyczyn¹
zró¿nicowania antygenowego szczepów kr¹¿¹cych
w�ród zwierz¹t (12). G³ównymi znacznikami ró¿no-
rodno�ci antygenowej wirusa s¹ dwa zewnêtrzne bia³-
ka powierzchniowe: hemaglutynina (H) oraz neurami-
nidaza (N). Do chwili obecnej opisano 16 typów bia³-
ka H i 9 typów bia³ka N. Najczê�ciej wystêpuj¹ce pod-

typy SIV w Europie to H1N1, H1N2 i H3N2. Du¿a
zmienno�æ SIV stwarza problemy w rozpoznaniu la-
boratoryjnym choroby (2).

Do wykrywania SIV rutynowo wykorzystuje siê izo-
lacjê wirusa w zarodkach kurzych SPF. Metoda ta ce-
chuje siê du¿¹ czu³o�ci¹, jednak jej ograniczeniem jest
konieczno�æ przeprowadzenia kilku pasa¿y, czego
konsekwencj¹ jest d³ugi okres oczekiwania na wynik
oraz wysoki koszt badania. Powszechne zastosowa-
nie znalaz³y równie¿ metody serologiczne: test zaha-
mowania hemaglutynacji (HI) oraz test neutralizacji
neuraminidazy (NI), w których u¿ywa siê specyficz-
nych surowic referencyjnych (6). Pozwalaj¹ one na
wykrycie wysoce zmiennych czynników antygeno-
wych, co przy czêstych mutacjach w obrêbie SIV mo¿e
powodowaæ uzyskanie fa³szywie negatywnych wyni-
ków badania oraz stwarza konieczno�æ ci¹g³ego uak-
tualniania surowic do testu (2).

Celem badañ by³o opracowanie testu RT-nested-
-PCR, który umo¿liwi wykrywanie obecno�ci mate-
ria³u genetycznego SIV bezpo�rednio w materiale kli-
nicznym znacznie szybciej w stosunku do metod kon-
wencjonalnych oraz niezale¿nie od jego zmienno�ci
czy zdolno�ci do namna¿ania siê w zarodkach kurzych.
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Summary
Pigs serve as major reservoirs of H1N1 and H3N2 influenza viruses which are endemic in pig populations

worldwide and are responsible for one of the most prevalent respiratory diseases in pigs. Therefore the early
detection and identification of such events are paramount in monitoring the spread of influenza viruses. Transfer
of influenza A viruses from animal hosts to man may lead to the emergence of new human pandemic strains.

The aim of the study was to prove the matrix gene useful for reverse transcription nested-PCR as sensitive
and specific for the detection of swine influenza A viruses in clinical samples.

75 RNA-virus positive samples out of 235 samples, including nasal swabs, lung tissues and whole blood
samples, were detected by RT-n-PCR. Using conventional virology method we isolated 33 SIV strains in
embryonated chicken SPF eggs. The results of PCR were 100% in agreement with those of virus isolation. The
limit of detection of SIV was 10-7 EID

50
/0.1 ml. These results demonstrate the usefulness of RT-n-PCR for the

detection and identification of influenza A virus in clinical material.
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Materia³ i metody
Szczepy wirusowe. Materia³ do badañ stanowi³o 235

próbek (106 wymazów z nosa, 33 wycinki tkanki p³ucnej
oraz 60 próbek krwi pe³nej) pobranych w latach 2004-2006
od �wiñ wykazuj¹cych kliniczne objawy grypy, odchowy-
wanych w 19 fermach trzody chlewnej na terenie Polski.

Jako materia³ kontrolny do standaryzacji i optymalizacji
metod wykorzystano szczepy referencyjne najczê�ciej wy-
stêpuj¹cych podtypów SIV w Europie: H1N1 (A/Sw/Bel/
1/98), H1N2 (A/Sw/Eng/96) i H3N2 (A/Sw/Fl/1/98).

Ekstrakcja RNA i RT-nested-PCR. Ca³kowite RNA
ekstrahowano z 350 µl objêto�ci materia³u wyj�ciowego,
u¿ywaj¹c zestawu Total RNA Prep Plus (A&A Biotechno-
logy) wg procedury producenta. Materia³ genetyczny po
elucji wykorzystano bezpo�rednio do reakcji odwrotnej
transkrypcji lub przechowywano w �70°C do dalszych
badañ.

Reakcjê RT przeprowadzono w 20 µl roztworu zawiera-
j¹cego bufor do odwrotnej transkrypcji (50 mM Tris-HCl,
pH 8,3, 75 mM KCl, 3 mM MgCl

2
), 125 µM ka¿dego

z dNTP (Fermentas), 1 jednostki inhibitora RNazy (Invit-
rogen), 100 jednostek odwrotnej transkryptazy M-MLV
(Invitrogen) i 50 ng Random Primers (Invitrogen). Miesza-
ninê reakcyjn¹ inkubowano w 24°C przez 10 minut, a na-
stêpnie przez 60 minut w 42°C, w celu uzyskania kopii
cDNA.

Równolegle przeprowadzono badania nad przydatno�ci¹
i specyficzno�ci¹ starterów uniwersalnych, ograniczaj¹cych
koniec 5� wirusowego RNA (vRNA) (8). Stosowano je za-
miennie ze starterami typu random i dodawano do reakcji
odwrotnej transkrypcji w ilo�ci 50 pmoli.

Zastosowane w badaniu startery zosta³y opracowane
przez Ellis i wsp. (6) na podstawie analizy sekwencji genu
bia³ka M1 pochodz¹cej ze szczepów wirusa grypy izolo-
wanych od cz³owieka, �wiñ oraz ptaków. Wykorzystany
region ogranicza³ siê do otwartej ramki odczytu tej sekwen-
cji, charakteryzuj¹cej siê wysok¹ konserwatywno�ci¹ (8).
Sekwencje starterów zaprojektowano tak, by rozpoznawa-
³y wirusa grypy równie¿ w sytuacjach, gdy dosz³o do trans-
misji miêdzygatunkowej. Wybrano dwie pary starterów:
jedn¹ amplifikuj¹c¹ fragment o d³ugo�ci 760 pz (AMP71F,
AMP831R) oraz drug¹, zagnie¿d¿aj¹c¹ siê w d³ugo�ci
pierwszej (nested), flankuj¹c¹ fragment o d³ugo�ci 410 pz
(AMP227F, AMP622R) (tab. 1, ryc. 1).

Obie reakcje przeprowadzono w objêto�ci 25 µl, pierw-
sz¹ po dodaniu 2 µl cDNA, drug¹ natomiast po dodaniu
2 µl objêto�ci produktu pierwszej reakcji. Koncentracja star-
terów wynosi³a 25 pmoli na reakcjê. Mieszanina reakcyjna
PCR z polimeraz¹ Taq (0,5 jednostki) (Fermentas) zawie-
ra³a bufor do polimerazy, 200 µM ka¿dego z dNTP oraz
2 mM MgCl

2
 dla reakcji pierwszej i 1,5 mM MgCl

2
 w re-

akcji nested. Optymalna temperatura przy³¹czania ka¿dej
pary starterów zosta³a okre�lona na podstawie szeregu po-
wtórzeñ wykonanych w gradiencie temperatur przy u¿yciu
termocyklera iCycler (BioRad). Amplifikacjê prowadzono
w 35 cyklach: 95°C (5 minut), 55°C (reakcja pierwsza PCR)
lub 60°C (reakcja druga PCR) (45 sek.) oraz 72°C (1 minu-
ta). Cykle poprzedzono wstêpn¹ denaturacj¹ w temp. 95°C
przez 5 minut. Produkty amplifikacji analizowano po roz-
dziale elektroforetycznym w 1,5% ¿elu agarozowym z do-

datkiem bromku etydyny o koncentracji 1 µg/ml. Rozdzia³
prowadzono w buforze TAE, przy sta³ym stê¿eniu pr¹du
elektrycznego, wynosz¹cym 350 mA.

Ocena swoisto�ci i czu³o�ci testu RT-nested-PCR.
Optymalizacjê oraz ocenê czu³o�ci zaczêto od pierwszego
etapu PCR. W tym celu sporz¹dzono dwana�cie kolejnych
dziesiêtnych rozcieñczeñ (10�1-10�12) p³ynu owodniowo-
-omoczniowego jaj SPF, w których namna¿ano szczepy re-
ferencyjne SIV.

Rozcieñczenia dziesiêtne wykorzystano równie¿ podczas
ustalenia optymalnego stê¿enia jonów Mg2+, porównania
wydajno�ci Random Primers i starterów uniwersalnych
w reakcji RT oraz stê¿enia starterów w mieszaninie re-
akcyjnej PCR. cDNA pochodz¹ce z rozcieñczeñ wirusa
zosta³o podzielone na siedem wariantów stê¿eñ MgCl

2
 od

3,5 mM do 0,5 mM. W celu zoptymalizowania stê¿enia
starterów wykorzystano nastêpuj¹ce ich koncentracje: 25
pmoli, 15 pmoli, 10 pmoli, 7 pmoli oraz 5 pmoli/reakcjê.

Do kontroli swoisto�ci testu wykorzystano materia³ ge-
netyczny wyekstrahowany z drobnoustrojów odpowiedzial-
nych za infekcje uk³adu oddechowego �wiñ, a mianowicie
materia³ genetyczny PRRSV (porcine reproductive and
respiratory syndrome virus), CSFV (classical swine fiver
virus), ADV (Aujeszky�s disease virus), oraz szczepy
wirusa ptasiej grypy AIV (avian influenza virus): H7N4
A/Turkey/95/95 i H5 A/Robin/Poland/119-128/02, a ponad-
to DNA bakterii: Mycoplasma hyopneumoniae, Bordetella
bronchiseptica, Pasteurella multocida i Actinobacillus pleu-
ropneumoniae.
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Tab. 1. Charakterystyka starterów wykorzystanych w te�cie
RT-nested-PCR do amplifikacji fragmentu genu M1 wirusa
grypy

AMP71F

1 2 3 4 5 6 7 8 100 (× 100 pz)

AMP831RAMP227F AMP622R

B

A

9

Ryc. 1. Schemat umiejscowienia starterów zenêtrznych (A)
oraz wewnêtrznych � nested (B) u¿ywanych w te�cie nested-
-PCR do amplifikacji fragmentu genu bia³ka matrix
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Wyniki i omówienie
W przebadanych 235 próbkach klinicznych mate-

ria³ genetyczny SIV wykryto ogó³em w 75 próbkach:
w 52 wymazach z nosa, 14 wycinkach tkanki p³ucnej
oraz 9 próbkach krwi.

Przeprowadzona równolegle izolacja wirusa w ja-
jach SPF pozwoli³a na uzyskanie szczepów SIV jedy-
nie z 33 próbek.

Na 19 przypadków podejrzenia grypy (na podsta-
wie objawów klinicznych obserwowanych u �wiñ, od
których pozyskano materia³ do badañ), 14 zosta³o
potwierdzonych bezpo�rednim testem RT-nested-PCR
oraz izolacj¹ wirusa. Z uwagi na s³ab¹ prze¿ywalno�æ
wirusa grypy, w niektórych przypadkach przyczyn¹
uzyskania wyniku ujemnego mog³o byæ nieodpowied-
nie pobranie próbki lub zbyt d³ugi czas miêdzy wyst¹-
pieniem objawów choroby a próbobraniem (wiêksze
prawdopodobieñstwo wykrycia wirusa grypy u osob-
ników w okresie wiremii i nasilenia gor¹czki). Naj-
czê�ciej po ust¹pieniu objawów chorobowych, co za-
zwyczaj nastêpuje po 5-7 dniach od ich wyst¹pienia,
zmniejsza siê gwa³townie siewstwo wirusa, a co za
tym idzie � prawdopodobieñstwo jego izolacji z pró-
bek pobranych przy¿yciowo (krew, wymazy z nosa)
(5). Wówczas w celu potwierdzenia etiologii choroby
konieczne jest zbadanie wycinków p³uc. Po pobraniu
próbek materia³ nale¿y przechowywaæ maksymalnie
48 godz. w temp. 4°C, przy d³u¿szym przechowywa-
niu konieczne jest umieszczenie próbek w temperatu-
rze �70°C.

W wykonanych badaniach oczekiwany produkt wiel-
ko�ci 410 pz otrzymano tylko w próbach, w których
u¿yto RNA szczepów SIV oraz AIV (ryc. 2). W bada-
niach Ellis i wsp. (6) równie¿ stwierdzono uniwersal-
no�æ opracowanych starterów dla wirusa grypy typu
A, otrzymuj¹c produkty o wielko�ci 410 pz w mate-
riale pochodz¹cym ze szczepów ludzkich wirusa gry-
py: Wuh/359/95 i Sw/Tw/70, �wiñskich: Sw/OMS/82
i Sw/OMS/84 oraz ptasich: Dk/Ger/73 i Dk/Ukr/63.
Wspomniani badacze potwierdzili jednocze�nie, ¿e test
jest niespecyficzny dla wirusów grypy typu B. Na pod-
stawie badañ w³asnych oraz Ellis i wsp. mo¿na stwier-
dziæ wysok¹ zachowawczo�æ amplifikowanego frag-
mentu w�ród szczepów maj¹cych powinowactwo do
ró¿nych gatunków. Analizy filogenetyczne oparte na
informacji zawartej w zapisie genu M wskazuj¹, ¿e
jest to miejsce w genomie o zmniejszonym wspó³czyn-
niku mutacji w porównaniu do innych genów, np. genu
koduj¹cego hemaglutyninê (3).

Analiza czu³o�ci testu wykaza³a, ¿e pr¹¿ek na wy-
soko�ci 410 pz by³ widoczny do trzeciego do³ka na
¿elu, co odpowiada³o rozcieñczeniu 10�3 i mianu 10�7

EID
50

/0,1 ml SIV (ryc. 3B). Produkt reakcji ze star-
terami zewnêtrznymi zosta³ zidentyfikowany tylko
w pierwszym rozcieñczeniu wirusa, zatem czu³o�æ tej
czê�ci procesu by³a 100-krotnie ni¿sza w porównaniu
do reakcji nested-PCR. W pracy Ellis i wsp. (6) limit
detekcji wirusa z u¿yciem tych samych starterów
w te�cie nested-PCR ustalono na poziomie £ 10 pfu
u¿ytych szczepów referencyjnych/ml, nie podano na-
tomiast informacji dotycz¹cej czu³o�ci pojedynczego
etapu PCR. Wyniki zbli¿one do uzyskanych w bada-
niach Ellis i wsp. zanotowali Kho i wsp. (11) którzy
stosowali nested-PCR do identyfikacji wirusa choro-
by Newcastle. W ich badaniach granica wykrywal-
no�ci materia³u genetycznego kszta³towa³a siê na po-

M 1 2 3 4 5 6 7 8

413pz

Ryc. 2. Wyniki testu RT-nested-PCR
�cie¿ki: M � marker masy molekularnej; 1 � H1N1 (A/Sw/Bel/
1/98); 2 � H1N2 (A/Sw/Eng/96); 3 � H3N2 (A/Sw/Fl/1/98);
4 � H7N4 (A/Turkey/Poland/95/95); 5 � H5 (A/Robin/Poland/
119-128/02); 6 � szczep terenowy SIV wyizolowany w 2005 roku;
7 � szczep terenowy SIV wyizolowany w 2006 roku, 8 � kontrola
ujemna

760
604
550

413

760

A

B

Ryc. 3. Wyniki testu RT-nested-PCR dla genu bia³ka matrix
1 � pierwszy etap (A) oraz nested PCR (B)
�cie¿ki: M � marker masy molekularnej; �cie¿ki 1-8 przedsta-
wiaj¹ kolejne rozcieñczenia p³ynu owodniowo-omoczniowego
namno¿onego szczepu referencyjnego H1N1 (A/Sw/Bel/1/98)
o mianie EID 10�4, co odpowiada mianom wirusa: 10�5, 10�6,
10�7, 10�8, 10�9, 10�10, 10�11, 10�12
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ziomie 3 pfu/ml, przewy¿szaj¹c 100-krotnie czu³o�æ
testu ze starterami zewnêtrznymi. W badaniach
Wrighta i wsp. (15) wykorzystuj¹cych startery specy-
ficzne dla genu H w standardowym te�cie PCR czu-
³o�æ wynosi³a od 25 do 30 pfu/ml. Trudno jest odnie�æ
w pe³ni powy¿sze wyniki do badañ w³asnych z uwagi
na zastosowanie odmiennych metod okre�lenia ilo�ci
izolowanego wirusa. Stauber i wsp. (14) zastosowali
jednoetapowy test PCR do wykrywania wirusa choro-
by Newcastle w preparatach szczepionkowych, który
charakteryzowa³ siê czu³o�ci¹ na granicy 10�2 EID

50
dla ¿ywych

 
izolatów szczepionkowych oraz 10�5 EID

50
dla szczepionek inaktywowanych. Podobne wyniki
uzyskano w te�cie nested-PCR do diagnostyki mole-
kularnej wirusa nosówki psów, czu³o�æ pierwszej czê�-
ci PCR wynosi³a 10 TCID

50
, za� czu³o�æ nested � 0,1

TCID
50

 (9). Aslanzadech i wsp. (1) wykazali u pacjen-
tów seropozytywnych wobec HCV (hepatitis C virus),
obecno�æ materia³u genetycznego wirusa w 72%
próbek badanych pojedynczym testem PCR i 78%
próbek pochodz¹cych od tych samych pacjentów po
zastosowaniu testu nested.

W badaniach maj¹cych na celu ustalenie wp³ywu
u¿ytych starterów typu random oraz starterów uniwer-
salnych na koñcowy efekt testu nested PCR wykaza-
no analogiczn¹ czu³o�æ obydwu testów, niezale¿nie od
rodzaju zastosowanych starterów.

Graniczn¹ koncentracjê starterów w te�cie PCR
okre�lono na poziomie 7,5 pmola. W badaniach maj¹-
cych na celu ustalenie optymalnej zawarto�ci jonów
Mg2+, przy których wykrywany jest jeszcze materia³
genetyczny, a jednocze�nie nie stwierdza siê obecno�-
ci niespecyficznych pr¹¿ków wykazano, ¿e poszuki-
wany produkt PCR by³ obecny w ka¿dym zastosowa-
nym stê¿eniu MgCl

2
. Na podkre�lenie zas³uguje, ¿e

obecno�ci niespecyficznych pr¹¿ków nie stwierdzono
w ¿adnej próbie. W zwi¹zku z tym stê¿enie MgCl

2
w mieszaninie reakcyjnej pierwszej reakcji PCR z ze-
wnêtrznymi starterami ustalono na poziomie 2 mM
MgCl

2
, co stanowi³o �redni¹ badanych stê¿eñ. W dru-

giej reakcji PCR zmniejszono stê¿enie MgCl
2
 do

1,5 mM w celu obni¿enia prawdopodobieñstwa nagro-
madzenia siê jonów magnezowych przeniesionych
z wcze�niejszej reakcji PCR. Mieszanina drugiej re-
akcji by³a rozcieñczeniem sk³adników pierwszej w sto-
sunku 1 : 5.

Oczekiwany amplikon o wielko�ci 410 pz zosta³
stwierdzony razem z dodatkowymi, s³abo widoczny-
mi pr¹¿kami zlokalizowanymi zawsze na okre�lonym
poziomie masy molekularnej. Na ryc. 3B widoczne s¹
towarzysz¹ce pr¹¿ki na wysoko�ciach 550 pz, 604 pz
oraz 760 pz. Dodatkowe pr¹¿ki zosta³y potwierdzone
w reakcji z wykorzystaniem dwóch par starterów dla
tego samego odcinka genu w pracach Kempa i wsp.
(10) oraz Kho i wsp. (11), natomiast nie stwierdzono
ich w pracy Ellis i wsp (6). Jest to efekt wytworzenia
produktów czterech prawdopodobnych kombinacji
dwóch par starterów, z czego tylko jedna para nested

(startery AMP227F oraz APM622R) daje podstawo-
wy i najsilniej widoczny amplikon wielko�ci 410 pz.
Mamy tu do czynienia z trzema wariantami: kombina-
cj¹ dwóch zewnêtrznych starterów AMP71F oraz
AMP831R i ich produktem 760 pz; AMP71F wraz
z APM622R (550 pz) oraz AMP227F z AMP831R
(605 pz). Podobne zjawisko jednoczesnej obecno�ci
towarzysz¹cych pr¹¿ków zosta³o po raz pierwszy za-
obserwowane podczas prób wykorzystania testów
RT-nested-PCR w jednoprobówkowym te�cie przy wy-
krywaniu wirusa HIV (10). W badaniach w³asnych
podjêto próbê wyeliminowania omawianego zjawiska
poprzez dobranie temperatur przy³¹czania starterów
oraz obni¿anie ich koncentracji. Stwierdzono, ¿e ni¿-
sza koncentracja starterów w drugiej reakcji, nested
PCR w stosunku do pierwszej nie eliminuje syntezy
pr¹¿ków dodatkowych. Z kolei stosuj¹c dziesiêtne roz-
cieñczenia zawiesiny wirusa wykazano, ¿e na obec-
no�æ dodatkowych pr¹¿ków ma wp³yw ilo�æ materia-
³u wyj�ciowego, u¿ytego do reakcji RT. Jak widaæ na
ryc. 3B w ostatnim rozcieñczeniu p³ynu owodniowo-
-omoczniowego (�cie¿ka nr 3), gdzie ilo�æ wirusa jest
jeszcze wykrywalna, pr¹¿ki dodatkowe zupe³nie za-
nik³y. Tê sam¹ zale¿no�æ wykazano w te�cie RT-
-nested-PCR do wykrywania wirusa choroby New-
castle (11). Nieskuteczne okaza³y siê równie¿ próby
eliminacji dodatkowych pr¹¿ków, jakie podjêli Ding
i wsp. (4). Autorzy ci usi³owali usun¹æ dodatkowe pr¹¿-
ki na drodze optymalizacji koncentracji MgCl

2
 oraz

stê¿enia starterów. W rezultacie niepowodzeñ uznali
ich obecno�æ za nieuniknion¹ konsekwencjê testu nes-
ted PCR z now¹, specyficzn¹ par¹ starterów. Pomimo
tej niekorzystnej w³a�ciwo�ci testów nested PCR uwa-
¿a siê, ¿e ich zalet¹ jest specyficzno�æ wynikaj¹ca
z zawê¿enia miejsca amplifikowanego w pierwszej
czê�ci PCR (15).

W przeprowadzonych badaniach nie stwierdzono
obecno�ci specyficznego amplikonu w te�cie PCR
z wykorzystaniem materia³u genetycznego pozosta³ych
badanych patogenów uk³adu oddechowego �wiñ. Nie
wykryto równie¿ amplikonu w kontroli ujemnej. Wska-
zuje to jednoznacznie na specyficzno�æ opracowane-
go testu.

Obecno�æ fa³szywie pozytywnych wyników w diag-
nostyce weterynaryjnej z wykorzystaniem testów RT-
-PCR jest rzadko omawiana. Kontaminacjê stwierdza
siê zwykle poprzez otrzymanie wyniku dodatniego
w kontroli ujemnej lub przeprowadzaj¹c test weryfi-
kacyjny, przy czym najczê�ciej jest on wykonany z u¿y-
ciem innych narzêdzi detekcji, np. weryfikacyjny test
PCR oparty na innym fragmencie sekwencji. W pub-
likacji po�wiêconej ryzyku pojawiania siê fa³szywie
pozytywnych wyników RT-PCR w diagnostyce
PRRSV za jedn¹ z przyczyn wystêpowania takich re-
zultatów uznano nisk¹ czu³o�æ testu weryfikacyjnego
lub u¿ycie w nim innych starterów komplementarnych
do regionu o wiêkszej zmienno�ci (7). Jako drug¹
z przyczyn tego zjawiska uznaje siê zanieczyszczenie



Medycyna Wet. 2007, 63 (7)814

wyizolowanego RNA pozosta³o�ciami DNA, którego
obecno�æ w eluacie t³umaczona jest brakiem w³a�ci-
wej separacji kolumn do izolacji. Z kolei obecno�æ
DNA w mieszaninie reakcyjnej PCR mo¿e byæ efek-
tem kontaminacji próbki ludzkim DNA pochodz¹cym
od pracowników laboratorium. Trudno jest uznaæ sam¹
obecno�æ DNA obcego pochodzenia za czynnik wp³y-
waj¹cy na syntezê pr¹¿ków �wiadcz¹cych o wyniku
pozytywnym dla danej reakcji PCR. Natomiast fa³szy-
wie pozytywne rezultaty testu w zaprezentowane przez
Fetzera i wsp. (7) by³y najprawdopodobniej spowodo-
wane niespecyficzno�ci¹ jednego ze starterów, który
w 100% by³ komplementarny do fragmentu ludzkiego
genu w locus SPEG.

Podsumowuj¹c, w prezentowanej pracy przedsta-
wiono czu³o�æ, swoisto�æ oraz uniwersalno�æ testu RT-
-nested-PCR do wykrywania genu bia³ka M1 szcze-
pów izolowanych od �wiñ i ptaków. Zastosowany test
mo¿na uznaæ za narzêdzie do okre�lenia szerokiego
zakresu podtypów wirusa grypy. Przedstawiony test
nie ró¿nicuje izolatów wirusa pod wzglêdem podty-
pu, natomiast s³u¿y do potwierdzenia obecno�ci ma-
teria³u genetycznego wirusa typu A bezpo�rednio
w materiale biologicznym. Z uwagi na miêdzygatun-
kow¹ transmisjê wirusa grypy, powy¿sze ma du¿e zna-
czenie epidemiologiczne. Bior¹c pod uwagê wra¿li-
wo�æ populacji �wiñ na zaka¿enie ptasi¹ odmian¹
wirusa, w tym wysoce patogennym szczepem HPAI,
zastosowanie uniwersalnej i czu³ej metody posiada
du¿e znaczenie w monitorowaniu rozprzestrzenienia
siê SIV (9).
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