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Lyssawirusy nale¿¹ do rodziny Rhabdoviridae i ro-
dzaju Lyssavirus, w obrêbie którego wyró¿nia siê
7 genotypów. W Polsce, jak dotychczas, stwierdzono
wystêpowanie dwóch spo�ród 7 genotypów lyssawi-
rusów. S¹ to: klasyczny wirus w�cieklizny (genotyp 1),
który wywo³uje chorobê u zwierz¹t l¹dowych oraz
European Bat Lyssavirus 1 � EBLV 1 (genotyp 5) wy-
stêpuj¹cy u nietoperzy. Do niedawna uwa¿ano, ¿e
transmisja wirusa od nietoperzy do zwierz¹t l¹dowych
nie wystêpuje. W ostatnich latach stwierdzono kilka
przypadków w�cieklizny u zwierz¹t l¹dowych (owce,
kuna), a tak¿e u cz³owieka wywo³anych wirusem po-
chodz¹cym od nietoperzy (1, 3-6, 9).

W rutynowej diagnostyce w�cieklizny stosowany
jest test immunofluorescencji oraz izolacja wirusa
w�cieklizny, które przeprowadza siê na myszach b¹d�
w hodowli komórek mysiego nerwiaka (neuroblasto-
my). Metody te pozwalaj¹ na stwierdzenie zaka¿enia,
nie umo¿liwiaj¹ jednak rozró¿nienia, jakim genotypem
lyssawirusa zaka¿one by³o zwierzê. Szanse takie daje
zastosowanie metody heminested RT-PCR. Stosuj¹c
odpowiednie pary starterów w pierwszym etapie wy-
krywany jest materia³ genetyczny wspólny dla wszyst-
kich 7 genotypów nale¿¹cych do lyssawirusów. W dru-
gim za� wykrywany jest produkt charakterystyczny dla
genotypu 5. Ze wzglêdu na coraz czêstsze przypadki

w�cieklizny u nietoperzy pojawi³a siê konieczno�æ
szybkiego ró¿nicowania zaka¿eñ u zwierz¹t l¹dowych,
w celu okre�lenia, czy zaka¿enia takie maj¹ miejsce
i jakie jest realne zagro¿enie transmisj¹ wirusa od nie-
toperzy na zwierzêta l¹dowe, w tym tak¿e na cz³owie-
ka. Metoda okre�lania genotypu pozwala tak¿e na zró¿-
nicowanie izoform (a i b) wystêpuj¹cych w obrêbie
genotypu 5, a wprowadzenie jej jest pierwszym kro-
kiem do szczegó³owej genetycznej analizy izolatów
pochodz¹cych od nietoperzy (7, 8, 10).

Celem badañ by³o okre�lenie mo¿liwo�ci wprowa-
dzenia metody hemi-nested RT-PCR (hnRT-PCR) do
wykrywania i ró¿nicowania zaka¿eñ u zwierz¹t l¹do-
wych wywo³anych klasycznym wirusem w�cieklizny
oraz wirusem w�cieklizny nietoperzy europejskich �
EBLV 1.

Materia³ i metody
Izolaty wirusowe. Do badañ wykorzystano izolaty

wirusa w�cieklizny pochodz¹ce od nietoperzy i zwierz¹t
l¹dowych z ró¿nych regionów Polski. Próbki stanowi³y
mózgowia zwierz¹t, u których zdiagnozowano w�ciekliznê
w te�cie immunofluorescencji bezpo�redniej.

Namna¿anie izolatów wirusa w�cieklizny. Z mózgowi
pochodz¹cych od nietoperzy wykonano zawiesinê, któr¹
nastêpnie zaka¿ano bia³e myszy drog¹ domózgow¹ w ilo�-
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Summary

Currently in the routine diagnosis of rabies three techniques are recommended: the florescent antibody
test, mouse inoculation test and tissue culture inoculation test. Unfortunately these methods do not allow us to
differentiate the classical rabies virus from an EBLV 1 infection in terrestrial animals. Such a possibility is
provided by using hemi-nested RT-PCR with specific primers.

Conditions of the hnRT-PCR method have been previously established. It makes it possible to detect genetic
material both of lyssavirus genotypes as well as to establish a differentiation between genotypes. Application
of the hnRT-PCR method for rabies discrimination between two genotypes allows for an easier and more
reliable diagnosis of rabies in terrestrial animals.
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ci 0,03 ml/zwierzê. Po inokulacji myszy by³y kontrolowa-
ne ka¿dego dnia. Od ka¿dego pad³ego zwierzêcia pobiera-
no mózgowie w celu przeprowadzenia dalszych badañ.

Test immunofluorescencji bezpo�redniej. Z pobranych
od pad³ych myszek mózgowi wykonano preparaty odcisko-
we na szkie³ku podstawowym. Nastêpnie preparaty utrwa-
lono nad p³omieniem i nanoszono specyficzny koniugat
antyw�ciekliznowy. Po 30-minutowej inkubacji (37°C
w wilgotnej komorze) preparaty p³ukano, suszono i ogl¹-
dano w �wietle UV pod mikroskopem szukaj¹c �wieceñ
charakterystycznych dla zaka¿eñ wirusem w�cieklizny.

Ekstrakcja RNA. Materia³ genetyczny wirusa w�ciek-
lizny � RNA � ekstrahowano bezpo�rednio z tkanki móz-
gowej. Ekstrakcjê ca³kowitego RNA przeprowadzono z wy-
korzystaniem odczynnika TRIzol (Gibco) zgodnie z proce-
dur¹ podan¹ przez producenta. Do 1 ml odczynnika TRIzol
dodawano oko³o 100 mg tkanki mózgowej, któr¹ nastêpnie
rozdrabniano, wykorzystuj¹c do tego rêczny homogeniza-
tor. Nastêpnie próbkê inkubowano przez 5 minut w tempe-
raturze pokojowej, po czym dodano 0,2 ml chloroformu.
Powsta³¹ mieszaninê wytrz¹sano na wytrz¹sarce przez oko-
³o 15 sekund. Nastêpnie próbkê inkubowano w temperatu-
rze pokojowej przez 5 minut. Po inkubacji próbkê wirowa-
no przy 12 000 × g w temperaturze 4°C przez 15 minut.
Górn¹, wodn¹ frakcjê przenoszono do nowej probówki
i dodawano 0,5 ml izopropanolu. Próbkê wytrz¹sano, na-
stêpnie inkubowano w temperaturze pokojowej przez
5 minut i wirowano przy 12 000 × g w temperaturze 4°C
przez 10 minut. Supernatant zlewano, a do probówki doda-
wano 1 ml 75% etanolu, wytrz¹sano na wytrz¹sarce i wiro-
wano przy 12 000 × g w 4°C przez 5 minut. Nastêpnie eta-
nol usuwano, a uzyskan¹ peletkê suszono w temperaturze
pokojowej. Wyekstrahowane i sprecypitowane RNA zawie-
szono poprzez delikatne mieszanie w 100 µl ja³owej wody
traktowanej DEPC. Tak zawieszone RNA przechowywa-
no w temperaturze �70°C do czasu dalszej analizy.

Optymalizacja RT-PCR oraz hemi-nested-PCR.
Przed zastosowaniem hnRT-PCR do wykrywania i ró¿ni-
cowania zaka¿eñ wywo³anych lyssawirusami dokonano
optymalizacji warunków RT-PCR oraz hnPCR. Optymalne
warunki ustalano bior¹c pod uwagê temperatury przy³¹czania
starterów JW12 (5�-ATG TAA CAC CYC TAC AAT G-3�)
oraz JW6DPL (5�-CAA TTC GCA CAC ATT TTG TG-3�)
dla RT-PCR oraz JW12 i Jebl1(5�-GTC CCG AGT GAG
ATC TTG A-3�) dla hnPCR (2, 8). Dobrano równie¿ odpo-
wiednie ilo�ci starterów oraz jonów Mg2+ w mieszaninach
reakcyjnych. Poniewa¿ RT-PCR pozwala na wykrycie ge-
notypu 1 jak i 5 lyssawirusów, dlatego te¿ optymalizacjê
warunków RT-PCR przeprowadzono dla obu genotypów.
Dobór najlepszych warunków reakcji hn-PCR wykonano
dla genotypu 5.

Ustalanie w³a�ciwej temperatury przy³¹czania starterów
zarówno dla reakcji RT-PCR, jak i hnPCR przeprowadzo-
no w termocyklerze gradientowym (Tgradient, Biometra)
w 12-stopniowym gradiencie temperatur (44°C-56°C).

Okre�lanie optymalnej ilo�ci starterów przeprowadzono
w mieszaninach reakcyjnych zawieraj¹cych, odpowiednio,
dla RT-PCR startery JW12 i JW6DPL w stê¿eniu 1,25-40
pmoli/15 µl oraz JW12 i Jebl1 w stê¿eniu 1,25-50 pmoli/
20 µl dla hnPCR.

Dobór optymalnego stê¿enia jonów Mg2+ w mieszani-
nach reakcyjnych przeprowadzono w stê¿eniach 0,25-5 mM.

Odwrotna transkrypcja i pierwszy PCR. Reakcje
RT-PCR przeprowadzano z wykorzystaniem zestawu One-
Step RT-PCR firmy Qiagen. Do 2 µl wirusowego RNA do-
dawano po 10 pmol ka¿dego ze starterów JW12 i JW6DPL
oraz 13 µl mieszaniny reakcyjnej zawieraj¹cej 3 µl 5 ×
Qiagen One step RT-PCR bufor; 0,6 µl dNTPs w stê¿eniu
10 mM; 0,5 µl inhibitora RNaz; 0,6 µl mieszaniny enzy-
mów odwrotnej transkryptazy i polimerazy oraz 7,3 µl wody
PCR. Amplifikacjê DNA przeprowadzano w termocykle-
rze Personal Cycler (Biometra) wed³ug nastêpuj¹cego pro-
filu czasowo-temperaturowego: odwrotna transkrypcja �
30 min. 50°C, denaturacja � 15 min. 95°C, amplifikacja �
35 cykli: denaturacja � 30 sek. 94°C, przy³¹czanie starte-
rów � 30 sek. 49°C, elongacja � 1 min. 72°C i koñcowa
elongacja � 10 min. 72°C.

Hemi-nested-PCR (hnPCR). Do przeprowadzenia re-
akcji hn-PCR u¿yto zestawu Enhanced Avian HS RT-PCR
firmy Sigma. Jako starterów u¿yto oligonukletydów o sek-
wencjach komplementarnych do genu nukleoproteiny ge-
notypu 5 lyssawirusa (EBLV-1). Jednym z nich by³ u¿yty
wcze�niej starter JW12, a drugim Jebl1, które razem am-
plifikowa³y fragment o wielko�ci 410 pz specyficzny dla
EBLV-1. Do 19 µl mieszaniny reakcyjnej zawieraj¹cej:
2,6 µl 10 × AccuTaq bufor; 1 µl dNTPs w stê¿eniu 2 mM;
10 pmol starterów JW12 i Jebl1; 0,25 µl polimerazy oraz
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Ryc. 1. Dobór optymalnej temperatury przy³¹czania starte-
rów JW12 i JW6DPL (A) oraz JW12 i Jebl1 (B)
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13,15 µl wody PCR dodawano 1 µl rozcieñczonego w sto-
sunku 1/10 produktu PCR. Reakcje hn-PCR przeprowadza-
no w termocyklerze wed³ug nastêpuj¹cego profilu czaso-
wo-temperaturowego: denaturacja wstêpna � 5 min. 94°C,
amplifikacja � 30 cykli: denaturacja � 30 sek. 94°C, przy-
³¹czanie starterów � 30 sek. 55°C, elongacja � 1 min. 72°C
i koñcowa elongacja � 10 min. 72°C.

Analiza uzyskanych produktów amplifikacji. Produk-
ty amplifikacji analizowano po przeprowadzeniu rozdzia-
³u elektroforetycznego w 2% ¿elu agarozowym z dodat-
kiem bromku etydyny o koncentracji 10 µg/ml. Elektrofo-
rezê przeprowadzano w buforze TAE przez 30 minut przy
sta³ym natê¿eniu pr¹du elektrycznego 90 mA. Uzyskane
rozdzia³y obserwowano w �wietle UV na transiluminato-
rze oraz sporz¹dzano dokumentacjê fotograficzn¹.

Wyniki i omówienie
Z otrzymanych mózgów pochodz¹cych od zwierz¹t

l¹dowych oraz nietoperzy zaka¿onych w�cieklizn¹ izo-
lowano materia³ genetyczny wirusa. RNA ekstraho-
wano bezpo�rednio z zaka¿onej tkanki mózgowej b¹d�
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Ryc. 2. Dobór optymalnego stê¿enia starterów JW12 i JW6DPL
do reakcji RT-PCR (A) oraz starterów JW12 i Jebl1 do prze-
prowadzenia reakcji hn-PCR (B)

z mózgowia myszek zaka¿onych homogenizatem móz-
gowia nietoperzy, u których testem immunofluorescen-
cji bezpo�redniej zdiagnozowano w�ciekliznê.

Dokonano optymalizacji warunków RT-PCR i hn-
PCR, w efekcie czego w pierwszym etapie uzyskano
wyra�ny produkt amplifikacji o masie 606 pz wspól-
ny dla obydwu genotypów lyssawirusów. Natomiast
optymalizacja warunków reakcji hn-PCR pozwoli³a na
uzyskanie produktu o wielko�ci 410 pz charaktery-
stycznego dla genotypu 5.

Optymalna temperatura przy³¹czania starterów
JW12 i JW6DPL mie�ci³a siê w zakresie 44°C-52,1°C
i by³a ni¿sza od optymalnej temperatury przy³¹czania
starterów JW12 i Jebl1 (54,8°C-56°C) ryc. 1.

Przy okre�laniu w³a�ciwych ilo�ci starterów w mie-
szaninach reakcyjnych najwyra�niejsze produkty am-
plifikacji uzyskano przy stê¿eniu starterów JW12
i JW6DPL równym 5-10 pmoli/15 µl. Dla pary JW12
i Jebl1 optymalne stê¿enie starterów zawiera³o siê
w szerokim zakresie i wynosi³o 5-50 pmoli/20 µl mie-
szaniny reakcyjnej (ryc. 2).
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Ryc. 3. Optymalizacja stê¿enia jonów Mg2+ do reakcji RT-
-PCR (A) oraz do przeprowadzenia reakcji hn-PCR (B)
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Ryc. 5. Produkty reakcji hn-PCR z u¿yciem starterów JW12
i Jebl1. Próbki: 1 � kontrola ujemna, 2-5 i 16-24 � genotyp 1,
6-15 � genotyp 5
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Ryc. 4. Wynik amplifikacji izolatów pochodz¹cych od zwie-
rz¹t l¹dowych i nietoperzy z u¿yciem starterów JW12
i JW10DPL. Próbki: 1 � kontrola ujemna, 2-5 i 16-24 � geno-
typ 1, 6-15 � genotyp 5
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Istotn¹ rolê podczas syntezy DNA odgrywa stê¿e-
nie jonów Mg2+. Niedobór jonów Mg2+ w mieszaninie
reakcyjnej hamuje dzia³anie polimerazy, nadmiar za�
prowadzi do powstawania produktów niespecyficz-
nych. Najlepsze warunki reakcji RT-PCR uzyskano
przy zastosowaniu Mg2+ w stê¿eniu 2-3 mM. Dla
hn-PCR optymalne stê¿enie Mg2+ wynosi³o 2,5-3 mM
(ryc. 3).

Ustalone warunki reakcji hnRT-PCR zastosowano
do wykrywania materia³u genetycznego obydwu ge-
notypów lyssawirusów (ryc. 4), a w dalszej kolejno�ci
do ró¿nicowania zaka¿eñ wywo³anych nietoperzowym
wirusem w�cieklizny. Stosuj¹c parê starterów komple-
mentarnych do EBLV-1 w efekcie koñcowym uzyska-
no charakterystyczny produkt o wielko�ci 410 pz
(ryc. 5). Wydaje siê, i¿ zastosowanie tej metody po-
zwoli na ³atwe i wiarygodne diagnozowanie i ró¿nico-
wanie zaka¿eñ lyssawirusami u zwierz¹t l¹dowych.
Metoda ta mo¿e tak¿e byæ stosowana do diagnozowa-
nia zaka¿eñ EBLV-1 u nietoperzy.
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