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Comparison of standard PCR and Real-Time PCR in the diagnose of canine parvoviral infections

Summary

The aim of this study was to compare a standard PCR and Sybr-Green HRM PCR in the diagnosis of canine
parvoviral infections. A total of 22 feces samples were collected from dogs suspected of parvovirosis. The
entire DNA for standard PCR and Real-Time PCR was isolated from the feces. In both methods this same pair
of primers that allow the amplification of a fragment of VP 2 gene with a length of 1278 bp were used. The
specificity of the obtained PCR products in the classical method were established based on the results of
sequencing 8 out of 22 DNA probes and based on the comparison of their sequences with a CPV VP2 FJ
222823 sequence taken from the GeneBank. The specificity of Real-Time PCR products were established
based on the analysis of their melting curve. In both standard and Real-Time PCR CPV DNA was detected in
all 22 feces samples. The length of the obtained products was 1190 bp. To obtain a positive result in Real-Time
PCR it was required to increase the number of the cycles from 30 to 60. The Ct values were between 43-53, and
the analysis of the melting curve revealed that the Tm of Real-Time PCR products ranged between 80.5-85°C.
Despite the results of this study indicating that both of these techniques are specific, sensitive, and repeated
methods for detection of the CPV DNA, to shorten the time of Real-Time PCR the application of appropriate
primers is required, which enables the amplification of shorter fragments of the DNA than those obtained in

our study.
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Parwowiroza psow (parvovirosis, parvoviral infection)
jest ostra, zarazliwa, wirusowa choroba, przebiegajaca
z zapaleniem jelit, wymiotami, biegunka, podwyzszonq
temperatura ciata, konczaca si¢ niejednokrotnie $ smlermq
zwierzecia. Zakazeniu ulegaja psy w kazdym wieku, nie-
zaleznie od rasy i ptci. Najbardziej wrazliwe na chorobq
sa szczenigta migdzy szostym tygodniem a szostym mie-
siacem zycia, zwlaszcza takich ras, jak: rottweiler, do-
berman, labrador, owczarek niemiecki oraz american staf-
fordshire. Parwowiroza uznawana jest za najcze¢sciej
wystepujaca chorobg zakazna pséw na swiecie i gldowna
przyczyng padnig¢é szczeniat przed szostym miesiacem
zycia (1, 3, 9).

Czynnikiem etiologicznym choroby jest parwowirus
psi (canine parvov1rus type 2, CPV-2). Patogen ten, blis-
ko spokrewniony z wirusem panleukopenu kotow (FPV)
wirusem zapalenia jelit norek (MEV) i parwowirusem
szopow BFPV, nalezy do rodzaju Parvovirus, podrodzi-
ny Parvovirinae i rodziny Parvoviridae. Namnaza si¢

w hodowlach komoérek nerki psa i kota, pluc kota i norek,
slinianek szopa, a takze sledziony ptodu bydta (12, 14).

CPV-2 zostal po raz pierwszy zidentyfikowany w 1978 r.
Od tego czasu do bezposredniej detekcji samego pato-
genu, jego bialek czy kwasu nukleinowego (2) w kale
zwierzat chorych badz w tkankach zwierzat padiych (13),
oraz do posredniej detekcji swoistych dla niego przeciw-
cial w surowicy uzywano wielu testow laboratoryjnych.
Wsréd nich wyr6znié nalezy takie techniki, jak: mikro-
skopia elektronowa (EM), izolacja wirusa (VI), agluty-
nacja lateksowa (LA), hemaglutynacja (HA) czy test
ELISA (2,7, 8, 13).

W diagnostyce laboratoryjnej choroby coraz czgsciej
stosuje si¢ reakcje¢ PCR, a ostatnio takze Real-Time PCR
(PCR w czasie rzeczywistym). Techniki te cechuje wy-
soka czutos¢ (wigksza niz np. ELISA) oraz stosunkowo
szybkie uzyskanie wynikdéw badania (w przeciwienstwie
do EM i VI), co w praktyce klinicznej ma istotne znacze-
nie (4-7).
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Celem badan byto poréwnanie standardowej techniki
PCR oraz Real-Time PCR HRM z uzyciem barwnika
Sybr-Green w rozpoznawaniu zakazen parwowirusowych
u psow.

Materiat i metody

Material. Badania przeprowadzono na kale pobranym od
22 psow (14 samcow, 8 samic w wieku 2-14 miesigcy), pacjen-
tow Kliniki Chorob Zakaznych Wydziatu Medycyny Wetery-
naryjnej w Lublinie, podejrzanych o zakazenie parwowirusem
psow. Zwierzgta nie byly szczepione przeciwko parwowirozie,
natomiast do Kliniki zostaty zgloszone z objawami biegunki,
wymiotow i silnego stopnia odwodnieniem. Badaniem hema-
tologicznym (Exigo, Boule, Szwecja), u wszystkich osobni-
kéw wykazano leukopenig.

Izolacja wirusowego DNA. Kat od osobnikéw podejrza-
nych o parwowirozg pobierano za pomoca sterylnych wyma-
zoéwek, ktore nastgpnie zalewno ptynem fizjologicznym. Cat-
kowite DNA izolowano za pomoca zestawu QIAamp DNA
Stool Mini Kit (QIAGEN, Niemcy), wedtug procedury poda-
nej przez producenta. Przy pomocy tego samego zestawu izo-
lowano catkowite DNA z kalu zdrowego psa (kontrola ujem-
na) oraz z inaktywowanej szczepionki skojarzonej przeciwko
parwowirozie, noséwce oraz chorobie Rubartha (kontrola do-
datnia) — Nobivac DHP (Intervet). Uzyskane DNA przeznaczo-
ne do dalszych analiz przechowywano w temperaturze —70°C.

Warunki standardowej reakcji PCR. Reakcj¢ PCR prze-
prowadzano w termocyklerze firmy Biometria (Biometra,
Gottingen, Niemcy) z zastosowaniem pary starterow: P1: 5°-
CTACTCAGCCACCAACTAAAG-3’, P2: 5’-ATTTTCTAG-
GTGTAGTTGAGA-3’, komplementarnych do odpowiednich
sekwencji genu VP2, pozwalajacych na amplifikacje jego od-
cinka o dhugosci 1278 pz (15). Reakcja PCR obejmowata 30
nastepujacych po sobie cykli, z ktérych kazdy sktadatl si¢
z trzech etapow: denaturacji nici DNA (94°C przez 60 s), przy-
taczania starterow (58°C przez 60 s) oraz wydtuzania nici (72°C
przez 60 s). Badanie przeprowadzono z zastosowaniem kon-
troli dodatniej i ujemnej. Kontrolg dodatnig stanowit materiat
genetyczny CPV izolowany ze szczepionki, za$ kontrolg ujemna
catkowite DNA izolowane z katu psa zdrowego.

Analiza jako$ciowa amplifikowanego DNA. Uzyskane pro-
dukty reakcji PCR byly analizowane metoda elektroforezy
w 1% zelu agarozowym, w buforze TBE przy 10 V/cm przez
50 minut. Wielko$¢ produktow amplifikacji okreslano w od-
niesieniu do wzorca masowego DNA ladder 100 bp (Gibco
BRL).

Reakcja Real-Time PCR. Reakcje t¢ dla wszystkich pro-
bek wyizolowanego DNA przeprowadzano przy uzyciu apara-
tu Corbett. W reakcji wykorzystano parg starterow P11 P2 iden-
tycznych jak w przypadku konwencjonalnej metody PCR. Lan-
cuchowa reakcje polimerazy w czasie rzeczywistym z barwni-
kiem SYBR Green 1 prowadzono w cienkosciennych probow-
kach o pojemnosci 100 pl. W metodzie zastosowano zestaw
DyNAmo HS SYBR Green qPCR Kit (Finnzymes) umozli-
wiajacy przeprowadzenie wysoko specyficznej reakcji.

W sktad mieszaniny reakcyjnej o objetosci 20 pl wchodzity
nastegpujace sktadniki: 2 pl matrycy DNA, 7,2 pl wody, 0,4 pl
kazdego ze starterow P1 i1 P2 (koncowa koncentracja 50 pM),
10 pl Master Mix zawierajacego wersje hot start zmodyfiko-
wanej polimerazy Tbr (Thermus brockianus), bufor dla poli-
merazy Tbr, INTP, MgCl, oraz interkalujacy barwnik SYBR
Green 1.

Zoptymalizowana reakcja Real-Time PCR obejmowata 60
nastgpujacych po sobie cykli, z ktorych kazdy sktadat sig
z trzech etapow: denaturacji nici DNA (93°C, 60 s), hybrydy-
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zacji starterow (58°C, 50 s) oraz wydhuzania komplementar-
nych nici (72°C, 60 s).

Pomiar fluorescencji mieszaniny reakcyjnej oraz okreslenie
warto$ci wskaznika Ct (ilo$¢ cykli amplifikacji, po ktorych na-
tezenie fluorescencji powstajacego produkty przewyzszy fluo-
rescencje tta) wykonywano w czasie rzeczywistym na etapie
wydtuzania nici komplementarnych do matrycy DNA. W celu
potwierdzenia swoistosci amplifikacji okreslano temperaturg
topnienia (HRM) produktéw PCR przez stopniowe podnoszenie
temperatury mieszaniny reakcyjnej z 50°C do 95°C przy ciag-
tym pomiarze natgzenia fluorescencji. Dodatkowo, po zakon-
czeniu amplifikacji wszystkie produkty reakcji Real-Time PCR
analizowano metoda elektroforetyczna w 1% zelu agarozowym.

Sekwencjonowanie. Celem ostatecznej identyfikacji pro-
duktéw amplifikacji uzyskanych w obu badaniach molekular-
nych osiem losowo wybranych produktow PCR poddano
oczyszczaniu (QIAquick PCR Purification Kit QIAGEN), sek-
wencjonowaniu, a nastgpnie poréwnaniu z analogiczna sekwen-
cja genuVP2 CPV 2b, umieszczona w bazie danych GenBank
pod numerem FJ 222823. Sekwencjonowanie wykonywano
w Serwisie Sekwencjonowania i Syntezy DNA Instytutu Bio-
chemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie.
Wyniki sekwencjonowania odbierano poprzez poczte elektro-
niczna, po czym opracowywano za pomoca programu kompu-
terowego Lasergene DNA Star.

Wyniki i omowienie

Wyniki standardowej reakcji PCR oraz Real-Time
PCR. W standardowej reakcji PCR wykorzystujacej star-
tery P11 P2 ograniczajace odcinek genu VP2, we wszyst-
kich badanych 22 préobkach kalu pobranych od chorych
osobnikow wykazano material genetyczny CPV (ryc. 1).
Wielko$¢ uzyskanych produktow amplifikacji wynosita
okoto 1200 pz.

Reakcje¢ PCR w czasie rzeczywistym przeprowadzo-
no dla wszystkich probek poddanych uprzednio konwen-

Ryec. 1. Elektroforeza w zelu agarozowym produktéw ampli-
fikacji CPV o wielkoS$ci okolo 1200 pz. 1 — marker masowy,
2 — kontrola dodatnia, 3 — kontrola ujemna, 4-9 — produkty
amplifikacji CPV
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cjonalnej metodzie PCR. Zaréwno profil temperaturowy
reakcji, jak 1 uzyte startery byly identyczne jak w kla-
sycznej PCR.

Podobnie jak w metodzie standardowej, technika Real-
-Time HRM PCR z zastosowaniem barwnika SYBR
Green I, DNA parwowirusa psoOw wykryto we wszyst-
kich badanych probkach. W odréznieniu od klasyczne;j
fancuchowej reakcji polimerazy, uzyskanie dodatnich wy-
nikéw w PCR w czasie rzeczywistym wymagalo zwigk-
szenia liczby cykli reakcji z 30 do 60. Wartosci Ct waha-
ty si¢ w granicach 43-53 (ryc. 2). Analiza krzywej top-
nienia amplikonéw wykazala, iz temperatura topnienia
(Tm) uzyskanych produktéw wirusa miesci si¢ w prze-
dziale od 80,5°C do 85°C (ryc. 3).

Obecnos¢ wszystkich produktow reakcji Real-Time
PCR zostata dodatkowo potwierdzona metoda elektro-
forezy w Zelu agarozowym. Takze w tym przypadku wiel-
kos¢ produktéw odnoszonych do wzorca masowego sza-
cowano na okoto 1200 pz.

Sekwencjonowanie. Czytelne sekwencje odcinka genu
VP2 parwowirusa pséw uzyskano dla oSmiu losowo wy-
branych produktow reakcji PCR. Ich analiza wykazata,
iz do matrycy-produktu reakcji amplifikacji hybrydyzo-
wat jedynie jeden z uzytych w badaniach wtasnych star-
teréw (forward-P1), podczas gdy P2, mimo ze wykazy-
wat komplementarnos¢ sekwencji nukleotydowej, nie
ulegal wiazaniu z amplikonem. Efektem tego byto uzys-
kanie sekwencji pochodzacych jedynie od jednego star-
tera. ZsekwenCJonowane fragmenty o dlugosci 1190 pz
wykazywaly wzajemnie wysoka homologig, jak 1 wyso-
kiego stopnia podobienstwo z wzorcowa sekwencja genu
VP2 CPV 2b pochodzaca z internetowej bazy danych
GenBank: FJ 222823 rzedu 99,2-100%.

W przeprowadzonych badaniach poréwnano przydat-
no$¢ dwoch metod molekularnych, PCR oraz Real-Time
PCR, do diagnostyki klinicznych przypadkow parwowi-
rozy. Zarowno w przypadku konwencjonalnej metody,
jak i PCR w czasie rzeczywistym dla wszystkich bada-
nych 22 probek katu uzyskano wyniki dodatnie. Swiad-
czy to o wysokiej i porownywalnej czuto$ci tych metod.
Na odpowiednia czutos¢ 1 swoisto§¢ PCR wplywa pra-
widlowy wybor sekwencji wyjsciowej, stanowiacej ma-
tryce do namnazania kwasu nukleinowego. Nawet poje-
dyncza mutacja punktowa w ampliﬁkowanym DNA,
szczegblnie w okolicy 3’ pozycji startera, moze by¢ przy-
czyna falszyw1e ujemnych wynikow reakcji. Obecnosé
zmiennych regiondw w matrycy mozna wykaza¢ droga
sekwencjonowania (10). Dlatego tez, w celu doktadniej-
szej analizy wynikéw otrzymanych w reakcji PCR, uzys-
kane amplikony poddano oczyszczaniu i sekwencjono-
waniu. Osiem wybranych losowo 1 zsekwencjonowanych
amplikonéw wykazywalo podobienstwo rzedu 99,2-100%
zarowno wzajemnych sekwencji, jak 1 z sekwencja FJ
222823, nalezaca do szczepu CPV 2b oraz z wirusem
szczepionkowym (Nobivac) uzytym jako kontrola dodat-
nia. Powyzsze wyniki badan wtasnych wskazuja na swo-
isto$§¢ PCR oraz Real-Time PCR.

W wyniku reakcji PCR oraz sekwencjonowania uzys-
kano fragmenty specyficzne, o wielkosci zblizonej, jed-
nak nie identycznej, do odcinkdéw otrzymanych przez
Salwe 1 Kopczewskiego (15), na publikacji ktorych sig
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Ryec. 3. Analiza krzywej topnienia amplikonow, CPV uzyska-
nych w reakcji Real-Tmie PCR. Temperatura topnienia (Tm)
uzyskanych produktéw wirusa miesci si¢ w przedziale od
80,5°C do 85°C

wzorowano. Analizujac uzyskane sekwencje izolatow
wlasnych mozna wywnioskowaé, iz starter P1 (forward)
przytaczatl si¢ do odpowiadajacego mu komplementar-
nego fragmentu matrycy, natomiast P2 (reverse) ze wzgle-
du na brak hybrydyzacji do sekwencji docelowej unie-
mozliwit polimerazie dobudowywanie nukleotydow
w przeciwnym kierunku. W wyniku tego pozostawaty one
fragmentami jednoniciowymi, dominujacymi produkta-
mi reakcji. Poniewaz teoretycznie amplifikowana byla
tylko ta ni¢ DNA, do ktérej hybrydyzowat P1, moglo to
by¢ przyczyna wolniejszej amplifikacji 1 pozniejszego
osiagnigcia przez emitowana fluorescencj¢ poziomu pro-
gowego. Z tego powodu uzyskany w przypadku Real-
-Time PCR wskaznik Ct mégl mie¢ tak wysoka wartos¢.
Udowodniono, iz przy wykorzystaniu pojedynczego star-
tera w metodzie cyklicznego sekwencjonowania, bardzo
podobnej do konwencjonalnej PCR, ilo$¢ produktu przy-
rasta w trakcie reakcji liniowo, a nie wyktadniczo (16).
Przyczyna uzyskania wartosci progowej po tak duzej licz-
bie cykli mogta by¢ tez mata ilo§¢ matrycowego DNA
oraz jego znaczna dtugos¢.

Wozrastajacy w Real-Time PCR poziom fluorescencji,
mimo przewazajacej w reakcji liczby produktow jedno-
niciowych, wskazuje na mozliwo$¢ wiazania si¢ barwni-
ka SYBR Green I réwniez z ssDNA (jednoniciowym
DNA). Fakt ten pokrywa si¢ z wynikami badan uzyska-
nymi przez Zippera i wsp. (19), ktorzy poddali szczego-
towej analizie ten asymetryczny cyjaninowy barwnik fluo-



rescencyjny. Wedtug tych badaczy, SYBR Green I wiaze
si¢ z ssDNA, jednak poziom jego fluorescencji jest przy-
najmniej 11 razy nizszy niz po interkalacji do dsDNA,
co wyjasniatoby duzo wigksza ilo$¢ cykli (60 zamiast 30),
konieczna do wykrycia produktéw reakcji PCR w czasie
rzeczywistym przeprowadzonej w badaniach wilasnych.
Konieczno$¢ przeprowadzenia wigkszej liczby cykli w ce-
lu uzyskania produktu w Real-Time PCR wynikata takze
ze znacznej wielkosci (ponad 1000 par zasad) sekwencji
docelowej. Temperatura topnienia przekraczajaca 80°C,
poszczegdlnych produktow reakcji Real-Time PCR,
$wiadczy o ich swoistosci. Amplifikacja, mimo wyko-
rzystania tylko jednego startera, jednoniciowej matrycy
oraz znacznej dlugos$ci produktu, dowodzi niezwykle
wysokiej skutecznosci zaréwno techniki PCR, jak i Real-
-Time PCR.

Do tej pory mato jest informacji na temat zastosowa-
nia nieswoistych metod Real-Time PCR wykorzystuja-
cych barwnik SYBR Green I do detekcji CPV-2. Techni-
ka ta byta wykorzystana m.in. do identyfikacji genu VP2
réznych wariantéw parwowirusa $§win (18), natomiast
badania przeprowadzone przez Manaresi i wsp. (11) do-
wiodty wysokiej czulosci, skutecznosci i duzej szybkos-
ci tej techniki w zakresie wykrywania ludzkiego parwo-
wirusa B19. Badania Desario i wsp. (7) majace na celu
poréwnanie szeregu metod shuzacych do detekcji CPV
1 wybor najbardziej odpowiedniego testu diagnostyczne-
go wykazaly, ze najskuteczniejsza metoda Jest PCR
w czasie rzeczywistym, ktory wykazuje najwyzsza kore-
lacje z tradycyjnym PCR. Zgodno$¢ wynikéw obu badan
wynosita 94,38%. W przypadku innych metod wykry-
wania CPV, tak czutos¢, jak 1 korelacja mlqdzy nimi byly
na nizszym poziomie. Badania te wykazaty rowniez, iz
swoiste metody Real-Time PCR sa niezwykle specyﬁcz-
ne, czule, bardziej powtarzalne i mniej czasochtonne niz
konwencjonalne PCR, wymagaja jednak drogiego sprzgtu
1 odczynnikow, co czyni je obecnie niedostgpnymi dla
rutynowej praktyki klinicznej. Wyniki powyzszych ba-
daczy wskazuja rowniez na fakt, iz sekwencjonowanie
jest metoda bardzo przydatna do genotypowania CPV,
pod warunkiem, ze wykorzysta si¢ do tego celu odpo-
wiedni fragment genu VP2, w ktérym wystepuja réznice
nukleotydowe charakterystyczne dla wariantow 2a, 2b
oraz 2¢ powyzszego wirusa. Z obserwacjami tymi po-
krywaja si¢ dane opubhkowane przez Decaro i wsp. (6),
ktorzy wskazali na znacznie wyzsza czutos¢ Real-Time
PCR anizeli testu HA oraz tradycyjnej metody PCR
W rozpoznawaniu zakazen parwowiusowych u psow.
Technika ta zapewnia dodatkowo powtarzalne wyniki
w zakresie 8 rzedow wielkosci, od 10? do 10° kopii, oraz
pozwala na precyzyjna kalkulacj¢ obciazenia badanej
probki DNA CPV.

Wyniki badan wtasnych nieznacznie odbiegaja od da-
nych przedstawionych przez innych autoréw. Poréwna-
nie konwencjonalnej reakcji PCR oraz Real-Time PCR
(metoda SYBR Green I), zastosowanych w badaniach
wiasnych dowodzi, iz obie metody sa specyficzne, czule
i powtarzalne, jednak w przypadku amplifikacji tak dtu-
gich oraz jednoniciowych fragmentéw DNA, jakie opi-
sano powyzej, nieco szybsza niz Real-Time PCR (trwa
ok. 4,5 h) okazuje si¢ tradycyjna metoda PCR (trwa ok.
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3,5 h). W stosunku do innych danych pi§miennictwa, ana-
lizowana przez autorow sekwencja DNA jest jednak
znacznie dhuzsza, dlatego dtuzszy musi by¢ tez catkowi-
ty czas reakcji Real-Time PCR. Aby skroci¢ czas trwa-
nia PCR w czasie rzeczywistym nalezatoby amplifiko-
wac krotsze odcinki DNA (co jest zalecane przez twor-
cow komercyjnych zestawow do Real-Time PCR) oraz
stosowa¢ dwa komplementarne do matrycy startery. Mimo
rozwoju nowoczesnych metod, takich jak np. mikroma-
cierze, oraz poczatkowych trudnosci, wystepujacych nie-
kiedy w przypadku PCR w czasie rzeczywistym, dzigki
swoim licznym zaletom technika ta znajduje si¢ na dob-
rej drodze, by by¢ standardowa metoda badawcza w wie-
lu laboratoriach diagnostycznych (17), zas$ jego odmiana
wykorzystujaca barwnik SYBR Green I moze stac si¢
duzo bardziej uzyteczna do wykrywania CPV niz kon-
wencjonalny PCR.
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