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Summary

The purpose of the paper was to present current knowledge on the epizootiology and diagnosis of respiratory
infections caused by BRSV. This virus is one of the major infectious agents causing diseases in young cattle.
BRSYV can be the main cause of a respiratory infection or it can be one of the etiological agents of respiratory
disease complex. The results of serological examinations and virus isolation showed that BRSV is widely
distributed in cattle population all over the world. Economic losses caused by BRSYV are associated mainly with
high costs of treatment, decreased growth rates and calf mortality. A rapid diagnosis of the disease is crucial for
further therapeutic management and the treatment should be concentrated on limiting losses within the herd.
During recent years several papers concerning the diagnosis of BRSV have been published. This review
describes not only the classical methods of virus detection (virus isolation in a cell culture, immunofluorescence,
immunohistochemistry) but also the recently applied PCR assay.
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Syncytialny wirus oddechowy bydta (bovine respi-
ratory syncytial virus, BRSV) nalezy do najwazniej-
szych czynnikow chorobotworczych odpowiedzial-
nych za zakazenia uktadu oddechowego u bydta. W za-
leznosci od warunkéw wirus ten moze samodzielnie
wywotywa¢ zachorowania badz moze by¢ jednym
z czynnikow wywotujacych tzw. zespot oddechowy
(Bovine Respiratory Disease Complex, BRDC). Po-
wszechne wystepowanie wirusa oraz wysoka zacho-
rowalnos¢ zwierzat w czasie epizootii sprawiaja, ze
zakazenia tym wirusem sa powaznym problemem dla
hodowcow bydta na calym §wiecie. Straty ekonomicz-
ne powodowane przez BRSV w krajach o intensyw-
nej hodowli bydta, liczone sa w setkach milionéw do-
larow rocznie. Artykut ten przedstawia aktualny stan
wiedzy na temat epizootiologii oraz diagnostyki zaka-
zen wywolywanych przez BRSV.

Charakterystyka wirusa

Wirus BRSV nalezy do rodziny Paramyxoviridae,
podrodziny Pneumovirinae, rodzaju Pneumovirus.
Wiriony BRSV posiadaja biatkowa otoczke o grubos-
ci 7-15 nm, ktora zbudowana jest z 3 glikoprotein po-
wierzchniowych: G, F 1 SH. Kapsyd wirusa ma ksztatt
helikalny i sktada sig z biatek: N, P i L. Kapsyd otacza
genom wirusa, ktory stanowi jednoniciowy, liniowy
RNA o ujemnej polarnosci, dlugosci ok. 15 000 za-

sad. RNA wirusa pozbawiony jest odcinkow poli A
na koncu 3’ oraz struktury czapeczki na koncu 5.
Genom BRSV koduje tacznie 11 biatek, w tym 9 struk-
turalnych oraz 2 niestrukturalne (25). W tab. 1 przed-
stawiono lokalizacjg¢ poszczegdlnych biatek i ich za-
sadnicze funkcje (5, 14, 15, 20, 25).

Wirus BRSV wystepuje w populacji bydta na ca-
tym §wiecie (2, 6, 10, 11, 16, 18). W USA przed wpro-
wadzeniem szczepienh obecno$¢ przeciwcial anty-
BRSV stwierdzano u 65-81% badanych zwierzat. Na-
turalnym gospodarzem wirusa jest bydlo, jednakze
zakazeniu moga tez ulega¢ inne gatunki zwierzat np.:
bizony, owce czy kozice gorskie (8, 19). W ciagu pierw-
szych dni po zakazeniu BRSV namnaza si¢ gtéwnie
w komorkach nabtonkowych gornego, a nastgpnie
dolnego odcinka uktadu oddechowego. Poczawszy od
7.-8. dnia 1lo$¢ wydalanego wirusa z wydzielinami
z ukfadu oddechowego zmniejsza sig, przez co izola-
cja wirusa staje si¢ coraz trudniejsza. Najwyzsza za-
chorowalno$¢, najcigzszy przebleg infekcji oraz naj-
wicksza smlertelnosc obserwuje si¢ u osobnikow mto-
dych w wieku okoto 6 miesigey (9, 21, 25). Istnieje
kilka teorii wyjasniajacych wigksza podatnos’c’ na za-
kazenie BRSV osobnikow w tej grupie wiekowe;.
Wedlug niektdrych autorow zwiazane jest to z nizszym
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poziomem specyficznych przeciwcial

Tab. 1. Zasadnicze funkcje bialek wirusa BRSV
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zwierzat, ktorym zapewniono dobre warunki bytowa-
nia. Swiadczy to o tym, ze BRSV moze wywotywac
zachorowania bez wspotudzialu negatywnie dziataja-
cych czynnikow srodowiskowych ostabiajacych zdol-
no$ci obronne organizmu.

Objawy kliniczne

Przebieg zakazenia moze by¢ bardzo zréznicowa-
ny: od bezobjawowego po bardzo cigzki, z wyraznie
zaznaczonymi objawami zapalenia goérnych i dolnych
drog oddechowych. Pierwsze objawy kliniczne poja-
wiaja si¢ w 2 do 5 dni po zakazeniu. W tagodnym prze-
biegu choroby obserwuje si¢ obecnos¢ duzej ilosci
surowiczo-$luzowej wydzieliny w jamie nosowej, ka-
szel, przyspieszony oddech i podwyzszona cieplote
wewnetrzng. Cigzszym przypadkom oprocz wigksze-
go nasilenia powyzszych objawow towarzysza trud-
nosci w oddychaniu oraz ostabienie taknienia. W naj-
cigzszych przypadkach w ptucach powstaja rozlegle
ogniska rozedmowe (14, 24-26).

Zakazeniom BRSV towarzysza charakterystyczne
zmiany patologiczne w tkankach goérnych i1 dolnych
odcinkéw drog oddechowych. Mozna wyrdzni¢ trzy
rézne przyczyny tych zmian: uszkodzenia wywotane

bezposrednio przez wirus, zmiany zwiazane z odpo-
wiedzia uktadu odpornosciowego oraz skutki wtérnych
zakazen bakteryjnych (12). Wirus BRSV wykrywany
jest przede wszystkim w dolnej czegsci phuc, w oskrze-
likach objetych stanem zapalnym. Do charakterystycz-
nych zmian wywotanych zakazeniem drog oddecho-
wych naleza zmiany martwicze, luszczenie si¢ komo-
rek nabtonka oraz obecno$¢ syncytiow. Ponadto ob-
serwuje si¢ stan zapalny oskrzeli 1 oskrzelikow oraz
infiltracj¢ przestrzeni migdzyoskrzelikowej oraz mig-
dzyoskrzelowej przez monocyty. Zmiany zapalne wy-
stepuja takze w pecherzykach ptucnych. Czgsto stwier-
dza si¢ obrzek ptuc, zapadanie si¢ pgcherzykoéw oraz
nacieki monocytow do przestrzeni migdzypecherzy-
kowej. Swiatlo oskrzeli, oskrzelikow oraz pecherzy-
kéw ulega wypehieniu szczatkami tuszczacych sig
komorek nablonka oraz neutrofili. Konsekwencja
zmian w pgcherzykach moze by¢ srddmiazszowe za-
palenie ptuc, rozedma oraz odma phuc (12, 26). Wtor-
ne zakazenia bakteryjne powodowane przez Mannhei-
mia haemolytica, Pasteurella multocida, Haemophi-
lus somnus prowadza do zaggszczenia tkanki ptucne;
w regionach ptuc objetych procesem zapalnym i po-
wstawania ognisk ropnych (12).



Diagnostyka zakazen BRSV

W diagnostyce zakazen BRSV kluczowa rolg sta-
nowi jako$¢ probek. Do badan wirusologicznych naj-
czesciej wykorzystywanym materiatem jest tkanka
ptucna pobrana od padtych zwierzat. W przypadku gdy
istnieje konieczno$¢ identyfikacji zakazenia u zwie-
rzat zywych, do badania nalezy przesta¢ poptuczyny
z tchawicy 1 ptuc lub wymazy z nosa (14). Wymazy
nalezy pobiera¢ we wczesnej fazie choroby, najlepie;j
migdzy 3.-5. dniem po zakazeniu. Poniewaz wirus jest
bardzo wrazliwy na dziatanie czynnikéw zewngtrz-
nych probki nalezy zapakowa¢ do termotorby, obto-
zy¢ wktadami chtodzacymi i jak najszybciej przestac
do laboratorium. Przeciwciata anty BRSV mozna ozna-
cza¢ w surowicy krwi lub w mleku.

Wykrywanie wirusa

Test izolacji wirusa. Podstawowa metoda detekcji
wirusa jest jego izolacja w hodowli komodrkowe;.
BRSYV namnaza si¢ w komoérkach nastepujacych linii:
EBTr (embryonic bovine trachea cells), BT (bovine
turbinate cells), MDBK (Madin-Darby Bovine Kid-
ney cells), CER (chicken embryo related cells) (22)
Test izolacji wirusa ma jednak pewne wady. Aby pro-
ba izolacji bylta skuteczna, zakazanie hodowli komor-
kowej nalezy przeprowadzi¢ jak najszybciej po pobra-
niu probki, poniewaz wirus BRSV jest niestabilny poza
uktadem oddechowym gospodarza i tatwo traci zdol-
no$¢ do zakazania. Ponadto zwierzg, od ktérego po-
brano prébke do izolacji wirusa, powinno by¢ we
wezesnej fazie choroby. Jezeli czas, jaki uptynat od
zakazenia byt zbyt dtugi, wolne czastki wirusowe
mogly zosta¢ zneutralizowane przez uktad odpornos-
ciowy gospodarza (4). Inna wada tej metody jest jej
czasochtonnos¢ (14).

Metody immunologiczne wykrywania antygenu.
W metodach tych antygen wirusowy wykrywany jest
za pomocg znakowanych, specyficznych przeciwciat
anty-BRSV. Zaleta wigkszosci z tych metod jest fakt,
ze wykrywaja one wirusa nieaktywnego, co zmniej-
sza rygory dotyczace pobierania i transportu probek.

Test immunofluorescencji. W metodzie tej wyko-
rzystuje si¢ specyficzne przeciwciata monoklonalne,
ktore wiaza si¢ z gtownymi biatkami strukturalnymi
wirusa. Powstate kompleksy sa wykrywane za pomo-
ca przeciwciat drugiego rz¢du, znakowanych barwni-
kiem fluorescencyjnym. Zaletami tej metody sa: szyb-
ko$¢ (wyniki dostepne w ciagu kilku godzin), czutosé
oraz specyficznos¢ (4).

Test immunohistochemiczny. Diagnostyka z wy-
korzystaniem tego testu opiera si¢ na jednoczesnej
identyfikacji charakterystycznych zmian histopatolo-
gicznych w tkankach oraz identyfikacji wirusa za po-
moca metod immunologicznych. Do identyfikacji wi-
rusa wykorzystuje si¢ specyficzne przeciwciala wia-
zace antygeny wirusowe w zakazonej tkance ptucne;.
Przed dodaniem przeciwciat tkanka jest utrwalana
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w formalinie oraz zatapiana w parafinie. Taka proce-
dura sprawia, ze ewentualne zakazenie moze by¢ zdiag-
nozowane nawet po dlugim czasie od pobrania préb-
ki. Czutos¢ tej metody jest poréwnywalna, a nawet
nieco wyzsza niz czutos¢ testu immunofluorescencji
(4, 7). Jej wada jest wigksza czasochtonno$¢ wynika-
jaca z koniecznos$ci odpowiedniego przygotowania
probek.

Metoda PCR. Testy oparte na wykorzystaniu RT-
-PCR naleza do najbardziej czultych metod diagnozo-
wania zakazen BRSV. Badania wykazaty, ze czuto$é¢
ta jest wyzsza niz w przypadku testu ELISA wykry-
wajacego antygen. Aby uzyskac¢ wiarygodna diagnoze
istotny jest dobor odpowiedniego regionu genomu,
ktory bedzie poddawany powieleniu. W przypadku
BRSV dobrym wyborem jest np. region kodujacy gli-
koproteing F, ktéry charakteryzuje si¢ wysokim stop-
niem konserwatywnosci, dzigki czemu umozliwia
identyfikacj¢ BRSV pomimo mozliwych réznic pomig-
dzy szczepami (14). Coraz czg$ciej klasyczny RT-PCR
jest zastgpowany przez real time RT-PCR. Metoda ta
pozwala na automatyzacje¢ procesu, znaczne skrocenie
badania oraz czula oceng ilosciowa stopnia inwazji
wirusa. W reakcji tej polimeryzacja oraz detekcja prze-
biegaja w tej samej probowce i w tym samym czasie.
Dzigki temu mniejsze jest ryzyko zanieczyszczenia
probki, a czas potrzebny do uzyskania wynikow jest
znacznie krotszy. Dodatkowo metoda ta moze by¢ na-
wet 100 razy czulsza od klasycznego PCR. Ponadto
pozwala ona na iloSciowe oznaczenie wirusa BRSV
w badanej probcee (1). Przy zastosowaniu specyficz-
nych sond hybrydyzujacych podstawowa wada tej me-
tody moze by¢ stosunkowo wysoki koszt badania.

Wykrywanie przeciwciat

Zakazenie BRSV mozna stwierdzi¢ takze posred-
nio poprzez wykrycie przeciwciat anty-BRSV w suro-
wicy (mleku u krow) badanych zwierzat. Potwierdze-
niem przebytego zakazenia jest stwierdzenie serokon-
wersji. U zwierzat dorostych, z wysokim poziomem
przeciwciat specyficznych IgG nie zawsze dochodzi
do istotnego wzrostu miana przeciwciat po ponownym
zakazeniu BRSV. Stwierdza si¢ jedynie przejSciowy
wzrost poziomu przeciwciat [gM. W testach wykry-
wajacych przeciwciata klasy IgG zaleca sig badanie
par surowic. Pierwsza probke nalezy pobra¢ w ciagu
kilku dni od wystapienia Obj awow klinicznych, a dru-
ga okoto 3-4 tygodnie pozniej. Natomiast aby ozna-
czy¢ przeciwciata klasy IgM, surowice powinny byc
pobrane w ciagu 1-2 tygodni od wystapienia objawow
klinicznych. Metodami najczesciej stosowanymi sg test
seroneutralizacji i ELISA.

W pierwszym z wymienionych testoéw dochodzi do
neutralizacji wzorcowego szczepu wirusa przez spe-
cyficzne przeciwciala obecne w krwi zakazonego zwie-
rzgcia, a efekt ten sprawdzany jest w hodowli komo-
rek. Metoda ta pozwala na okre$lenie miana surowicy.
Pewnym mankamentem tej metody jest stosunkowo
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dhugi okres (do 5 dni) potrzebny do wykonania testu
oraz konieczno$¢ posiadania certyfikowanych mate-
riatow potrzebnych do wykonania testu (4).
Testimmunoenzymatyczny (ELISA). Obecnie ist-
nieje wiele odmian testu ELISA stosowanych w ruty-
nowej diagnostyce BRSV (3, 17). R6znia si¢ one mig-
dzy soba specyficznoscia i czutoscia. Generalnie testy
ELISA charakteryzuja si¢ czulo$cia porownywalna
z testem seroneutralizacji, ale nieco nizsza specyficz-
noscia (3). Duza zaletg testu jest krotki czas badania.
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