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Parwowiroza psów (parvovirosis, parvoviral infection)
jest ostr¹, zara�liw¹, wirusow¹ chorob¹, przebiegaj¹c¹
z zapaleniem jelit, wymiotami, biegunk¹, podwy¿szon¹
temperatur¹ cia³a, koñcz¹c¹ siê niejednokrotnie �mierci¹
zwierzêcia. Zaka¿eniu ulegaj¹ psy w ka¿dym wieku, nie-
zale¿nie od rasy i p³ci. Najbardziej wra¿liwe na chorobê
s¹ szczeniêta miêdzy szóstym tygodniem a szóstym mie-
si¹cem ¿ycia, zw³aszcza takich ras, jak: rottweiler, do-
berman, labrador, owczarek niemiecki oraz american staf-
fordshire. Parwowiroza uznawana jest za najczê�ciej
wystêpuj¹c¹ chorobê zaka�n¹ psów na �wiecie i g³ówn¹
przyczynê padniêæ szczeni¹t przed szóstym miesi¹cem
¿ycia (1, 3, 9).

Czynnikiem etiologicznym choroby jest parwowirus
psi (canine parvovirus type 2, CPV-2). Patogen ten, blis-
ko spokrewniony z wirusem panleukopenii kotów (FPV),
wirusem zapalenia jelit norek (MEV) i parwowirusem
szopów BFPV, nale¿y do rodzaju Parvovirus, podrodzi-
ny Parvovirinae i rodziny Parvoviridae. Namna¿a siê

w hodowlach komórek nerki psa i kota, p³uc kota i norek,
�linianek szopa, a tak¿e �ledziony p³odu byd³a (12, 14).

CPV-2 zosta³ po raz pierwszy zidentyfikowany w 1978 r.
Od tego czasu do bezpo�redniej detekcji samego pato-
genu, jego bia³ek czy kwasu nukleinowego (2) w kale
zwierz¹t chorych b¹d� w tkankach zwierz¹t pad³ych (13),
oraz do po�redniej detekcji swoistych dla niego przeciw-
cia³ w surowicy u¿ywano wielu testów laboratoryjnych.
W�ród nich wyró¿niæ nale¿y 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 czê�ciej
stosuje siê reakcjê PCR, a ostatnio tak¿e Real-Time PCR
(PCR w czasie rzeczywistym). Techniki te cechuje wy-
soka czu³o�æ (wiêksza ni¿ np. ELISA) oraz stosunkowo
szybkie uzyskanie wyników badania (w przeciwieñstwie
do EM i VI), co w praktyce klinicznej ma istotne znacze-
nie (4-7).
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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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Celem badañ by³o porównanie standardowej techniki
PCR oraz Real-Time PCR HRM z u¿yciem barwnika
Sybr-Green w rozpoznawaniu zaka¿eñ parwowirusowych
u psów.

Materia³ i metody
Materia³. Badania przeprowadzono na kale pobranym od

22 psów (14 samców, 8 samic w wieku 2-14 miesiêcy), pacjen-
tów Kliniki Chorób Zaka�nych Wydzia³u Medycyny Wetery-
naryjnej w Lublinie, podejrzanych o zaka¿enie parwowirusem
psów. Zwierzêta nie by³y szczepione przeciwko parwowirozie,
natomiast do Kliniki zosta³y zg³oszone z objawami biegunki,
wymiotów i silnego stopnia odwodnieniem. Badaniem hema-
tologicznym (Exigo, Boule, Szwecja), u wszystkich osobni-
ków wykazano leukopeniê.

Izolacja wirusowego DNA. Ka³ od osobników podejrza-
nych o parwowirozê pobierano za pomoc¹ sterylnych wyma-
zówek, które nastêpnie zalewno p³ynem fizjologicznym. Ca³-
kowite DNA izolowano za pomoc¹ zestawu QIAamp DNA
Stool Mini Kit (QIAGEN, Niemcy), wed³ug procedury poda-
nej przez producenta. Przy pomocy tego samego zestawu izo-
lowano ca³kowite DNA z ka³u zdrowego psa (kontrola ujem-
na) oraz z inaktywowanej szczepionki skojarzonej przeciwko
parwowirozie, nosówce 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. Reakcjê PCR prze-
prowadzano w termocyklerze firmy Biometria (Biometra,
Göttingen, Niemcy) z zastosowaniem pary starterów: P1: 5�-
CTACTCAGCCACCAACTAAAG-3�, P2: 5�-ATTTTCTAG-
GTGTAGTTGAGA-3�, komplementarnych do odpowiednich
sekwencji genu VP2, pozwalaj¹cych na amplifikacjê jego od-
cinka o d³ugo�ci 1278 pz (15). Reakcja PCR obejmowa³a 30
nastêpuj¹cych po sobie cykli, z których ka¿dy sk³ada³ siê
z trzech etapów: denaturacji nici DNA (94°C przez 60 s), przy-
³¹czania starterów (58°C przez 60 s) oraz wyd³u¿ania nici (72°C
przez 60 s). Badanie przeprowadzono z zastosowaniem kon-
troli dodatniej i ujemnej. Kontrolê dodatni¹ stanowi³ materia³
genetyczny CPV izolowany ze szczepionki, za� kontrolê ujemn¹
ca³kowite DNA izolowane z ka³u psa zdrowego.

Analiza jako�ciowa amplifikowanego DNA. Uzyskane pro-
dukty reakcji PCR by³y analizowane metod¹ elektroforezy
w 1% ¿elu agarozowym, w buforze TBE przy 10 V/cm przez
50 minut. Wielko�æ produktów amplifikacji okre�lano w od-
niesieniu do wzorca masowego DNA ladder 100 bp (Gibco
BRL).

Reakcja Real-Time PCR. Reakcjê tê dla wszystkich pró-
bek wyizolowanego DNA przeprowadzano przy u¿yciu apara-
tu Corbett. W reakcji wykorzystano parê starterów P1 i P2 iden-
tycznych jak w przypadku konwencjonalnej metody PCR. £añ-
cuchow¹ reakcjê polimerazy w czasie rzeczywistym z barwni-
kiem SYBR Green 1 prowadzono w cienko�ciennych probów-
kach o pojemno�ci 100 µl. W metodzie zastosowano zestaw
DyNAmo HS SYBR Green qPCR Kit (Finnzymes) umo¿li-
wiaj¹cy przeprowadzenie wysoko specyficznej reakcji.

W sk³ad mieszaniny reakcyjnej o objêto�ci 20 µl wchodzi³y
nastêpuj¹ce sk³adniki: 2 µl matrycy DNA, 7,2 µl wody, 0,4 µl
ka¿dego ze starterów P1 i P2 (koñcowa koncentracja 50 pM),
10 µl Master Mix zawieraj¹cego wersjê hot start zmodyfiko-
wanej polimerazy Tbr (Thermus brockianus), bufor dla poli-
merazy Tbr, dNTP, MgCl

2
 oraz interkaluj¹cy barwnik SYBR

Green 1.
Zoptymalizowana reakcja Real-Time PCR obejmowa³a 60

nastêpuj¹cych po sobie cykli, z których ka¿dy sk³ada³ siê
z trzech etapów: denaturacji nici DNA (93°C, 60 s), hybrydy-

zacji starterów (58°C, 50 s) oraz wyd³u¿ania komplementar-
nych nici (72°C, 60 s).

Pomiar fluorescencji mieszaniny reakcyjnej oraz okre�lenie
warto�ci wska�nika Ct (ilo�æ cykli amplifikacji, po których na-
tê¿enie fluorescencji powstaj¹cego produkty przewy¿szy fluo-
rescencje t³a) wykonywano w czasie rzeczywistym na etapie
wyd³u¿ania nici komplementarnych do matrycy DNA. W celu
potwierdzenia swoisto�ci amplifikacji okre�lano temperaturê
topnienia (HRM) produktów PCR przez stopniowe podnoszenie
temperatury mieszaniny reakcyjnej z 50°C do 95°C przy ci¹g-
³ym pomiarze natê¿enia fluorescencji. Dodatkowo, po zakoñ-
czeniu amplifikacji wszystkie produkty reakcji Real-Time PCR
analizowano metod¹ elektroforetyczn¹ w 1% ¿elu agarozowym.

Sekwencjonowanie. Celem ostatecznej identyfikacji pro-
duktów amplifikacji uzyskanych w obu badaniach molekular-
nych osiem losowo wybranych produktów PCR poddano
oczyszczaniu (QIAquick PCR Purification Kit QIAGEN), sek-
wencjonowaniu, a nastêpnie porównaniu z analogiczn¹ sekwen-
cj¹ genuVP2 CPV 2b, umieszczon¹ 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 pocztê elektro-
niczn¹, po czym opracowywano za pomoc¹ programu kompu-
terowego Lasergene DNA Star.

Wyniki i omówienie
Wyniki standardowej reakcji PCR oraz Real-Time

PCR. W standardowej reakcji PCR wykorzystuj¹cej star-
tery P1 i P2 ograniczaj¹ce odcinek genu VP2, we wszyst-
kich badanych 22 próbkach ka³u pobranych od chorych
osobników wykazano materia³ genetyczny CPV (ryc. 1).
Wielko�æ uzyskanych produktów amplifikacji wynosi³a
oko³o 1200 pz.

Reakcjê PCR w czasie rzeczywistym przeprowadzo-
no dla wszystkich próbek poddanych uprzednio konwen-

Ryc. 1. Elektroforeza w ¿elu agarozowym produktów ampli-
fikacji CPV o wielko�ci oko³o 1200 pz. 1 � marker masowy,
2 � kontrola dodatnia, 3 � kontrola ujemna, 4-9 � produkty
amplifikacji CPV
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cjonalnej metodzie PCR. Zarówno profil temperaturowy
reakcji, jak i u¿yte startery by³y identyczne jak w kla-
sycznej PCR.

Podobnie jak w metodzie standardowej, technik¹ Real-
-Time HRM PCR z zastosowaniem barwnika SYBR
Green I, DNA parwowirusa psów wykryto we wszyst-
kich badanych próbkach. W odró¿nieniu od klasycznej
³añcuchowej reakcji polimerazy, uzyskanie dodatnich wy-
ników w PCR w czasie rzeczywistym wymaga³o zwiêk-
szenia liczby cykli reakcji z 30 do 60. Warto�ci Ct waha-
³y siê w granicach 43-53 (ryc. 2). Analiza krzywej top-
nienia amplikonów wykaza³a, i¿ temperatura topnienia
(Tm) uzyskanych produktów wirusa mie�ci siê w prze-
dziale od 80,5°C do 85°C (ryc. 3).

Obecno�æ wszystkich produktów reakcji Real-Time
PCR zosta³a dodatkowo potwierdzona metod¹ elektro-
forezy w ¿elu agarozowym. Tak¿e w tym przypadku wiel-
ko�æ produktów odnoszonych do wzorca masowego sza-
cowano na oko³o 1200 pz.

Sekwencjonowanie. Czytelne sekwencje odcinka genu
VP2 parwowirusa psów uzyskano dla o�miu losowo wy-
branych produktów reakcji PCR. Ich analiza wykaza³a,
i¿ do matrycy-produktu reakcji amplifikacji hybrydyzo-
wa³ jedynie jeden z u¿ytych w badaniach w³asnych star-
terów (forward-P1), podczas gdy P2, mimo ¿e wykazy-
wa³ komplementarno�æ sekwencji nukleotydowej, nie
ulega³ wi¹zaniu z amplikonem. Efektem tego by³o uzys-
kanie sekwencji pochodz¹cych jedynie od jednego star-
tera. Zsekwencjonowane fragmenty o d³ugo�ci 1190 pz
wykazywa³y wzajemnie wysok¹ homologiê, jak i wyso-
kiego stopnia podobieñstwo z wzorcow¹ sekwencj¹ genu
VP2 CPV 2b pochodz¹c¹ z internetowej bazy danych
GenBank: FJ 222823 rzêdu 99,2-100%.

W przeprowadzonych badaniach porównano przydat-
no�æ dwóch metod molekularnych, PCR oraz Real-Time
PCR, do diagnostyki klinicznych przypadków parwowi-
rozy. Zarówno w przypadku konwencjonalnej metody,
jak i PCR w czasie rzeczywistym dla wszystkich bada-
nych 22 próbek ka³u uzyskano wyniki dodatnie. �wiad-
czy to o wysokiej i porównywalnej czu³o�ci tych metod.
Na odpowiedni¹ czu³o�æ i swoisto�æ PCR wp³ywa pra-
wid³owy wybór sekwencji wyj�ciowej, stanowi¹cej ma-
trycê do namna¿ania kwasu nukleinowego. Nawet poje-
dyncza mutacja punktowa w amplifikowanym DNA,
szczególnie w okolicy 3� pozycji startera, mo¿e byæ przy-
czyn¹ fa³szywie ujemnych wyników reakcji. Obecno�æ
zmiennych regionów w matrycy mo¿na wykazaæ drog¹
sekwencjonowania (10). Dlatego te¿, w celu dok³adniej-
szej analizy wyników otrzymanych w reakcji PCR, uzys-
kane amplikony poddano oczyszczaniu i sekwencjono-
waniu. Osiem wybranych losowo i zsekwencjonowanych
amplikonów wykazywa³o podobieñstwo rzêdu 99,2-100%
zarówno wzajemnych sekwencji, jak i z sekwencj¹ FJ
222823, nale¿¹c¹ do szczepu CPV 2b oraz z wirusem
szczepionkowym (Nobivac) u¿ytym jako kontrola dodat-
nia. Powy¿sze wyniki badañ w³asnych wskazuj¹ na swo-
isto�æ PCR oraz Real-Time PCR.

W wyniku reakcji PCR oraz sekwencjonowania uzys-
kano fragmenty specyficzne, o wielko�ci zbli¿onej, jed-
nak nie identycznej, do odcinków otrzymanych przez
Salwê i Kopczewskiego (15), na publikacji których siê

wzorowano. Analizuj¹c uzyskane sekwencje izolatów
w³asnych mo¿na wywnioskowaæ, i¿ starter P1 (forward)
przy³¹cza³ siê do odpowiadaj¹cego mu komplementar-
nego fragmentu matrycy, natomiast P2 (reverse) ze wzglê-
du na brak hybrydyzacji do sekwencji docelowej unie-
mo¿liwi³ polimerazie dobudowywanie nukleotydów
w przeciwnym kierunku. W wyniku tego pozostawa³y one
fragmentami jednoniciowymi, dominuj¹cymi produkta-
mi reakcji. Poniewa¿ teoretycznie amplifikowana by³a
tylko ta niæ DNA, do której hybrydyzowa³ P1, mog³o to
byæ przyczyn¹ wolniejszej amplifikacji i pó�niejszego
osi¹gniêcia przez emitowan¹ fluorescencjê poziomu pro-
gowego. Z tego powodu uzyskany w przypadku Real-
-Time PCR wska�nik Ct móg³ mieæ tak wysok¹ warto�æ.
Udowodniono, i¿ przy wykorzystaniu pojedynczego star-
tera w metodzie cyklicznego sekwencjonowania, bardzo
podobnej do konwencjonalnej PCR, ilo�æ produktu przy-
rasta w trakcie reakcji liniowo, a nie wyk³adniczo (16).
Przyczyn¹ uzyskania warto�ci progowej po tak du¿ej licz-
bie cykli mog³a byæ te¿ ma³a ilo�æ matrycowego DNA
oraz jego znaczna d³ugo�æ.

Wzrastaj¹cy w Real-Time PCR poziom fluorescencji,
mimo przewa¿aj¹cej w reakcji liczby produktów jedno-
niciowych, wskazuje na mo¿liwo�æ wi¹zania siê barwni-
ka SYBR Green I równie¿ z ssDNA (jednoniciowym
DNA). Fakt ten pokrywa siê z wynikami badañ uzyska-
nymi przez Zippera i wsp. (19), którzy poddali szczegó-
³owej analizie ten asymetryczny cyjaninowy barwnik fluo-

Ryc. 3. Analiza krzywej topnienia amplikonów, CPV uzyska-
nych w reakcji Real-Tmie PCR. Temperatura topnienia (Tm)
uzyskanych produktów wirusa mie�ci siê w przedziale od
80,5°C do 85°C

Ryc. 2. Warto�ci Ct dla produktów Real-Time PCR genu VP2
CPV
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rescencyjny. Wed³ug tych badaczy, SYBR Green I wi¹¿e
siê z ssDNA, jednak poziom jego fluorescencji jest przy-
najmniej 11 razy ni¿szy ni¿ po interkalacji do dsDNA,
co wyja�nia³oby du¿o wiêksz¹ ilo�æ cykli (60 zamiast 30),
konieczn¹ do wykrycia produktów reakcji PCR w czasie
rzeczywistym przeprowadzonej w badaniach w³asnych.
Konieczno�æ przeprowadzenia wiêkszej liczby cykli w ce-
lu uzyskania produktu w Real-Time PCR wynika³a tak¿e
ze znacznej wielko�ci (ponad 1000 par zasad) sekwencji
docelowej. Temperatura topnienia przekraczaj¹ca 80°C,
poszczególnych produktów reakcji Real-Time PCR,
�wiadczy o ich swoisto�ci. Amplifikacja, mimo wyko-
rzystania tylko jednego startera, jednoniciowej matrycy
oraz znacznej d³ugo�ci produktu, dowodzi niezwykle
wysokiej skuteczno�ci zarówno techniki PCR, jak i Real-
-Time PCR.

Do tej pory ma³o jest informacji na temat zastosowa-
nia nieswoistych metod Real-Time PCR wykorzystuj¹-
cych barwnik SYBR Green I do detekcji CPV-2. Techni-
ka ta by³a wykorzystana m.in. do identyfikacji genu VP2
ró¿nych wariantów parwowirusa �wiñ (18), natomiast
badania przeprowadzone przez Manaresi i wsp. (11) do-
wiod³y wysokiej czu³o�ci, skuteczno�ci i du¿ej szybko�-
ci tej techniki w zakresie wykrywania ludzkiego parwo-
wirusa B19. Badania Desario i wsp. (7) maj¹ce na celu
porównanie szeregu metod s³u¿¹cych do detekcji CPV
i wybór najbardziej odpowiedniego testu diagnostyczne-
go wykaza³y, ¿e najskuteczniejsz¹ metod¹ jest PCR
w czasie rzeczywistym, który wykazuje najwy¿sz¹ kore-
lacjê z tradycyjnym PCR. Zgodno�æ wyników obu badañ
wynosi³a 94,38%. W przypadku innych metod wykry-
wania CPV, tak czu³o�æ, jak i korelacja miêdzy nimi by³y
na ni¿szym poziomie. Badania te wykaza³y równie¿, i¿
swoiste metody Real-Time PCR s¹ niezwykle specyficz-
ne, czu³e, bardziej powtarzalne i mniej czasoch³onne ni¿
konwencjonalne PCR, wymagaj¹ jednak drogiego sprzêtu
i odczynników, co czyni je obecnie niedostêpnymi dla
rutynowej praktyki klinicznej. Wyniki powy¿szych ba-
daczy wskazuj¹ równie¿ na fakt, i¿ sekwencjonowanie
jest metod¹ bardzo przydatn¹ do genotypowania CPV,
pod warunkiem, ¿e wykorzysta siê do tego celu odpo-
wiedni fragment genu VP2, w którym wystêpuj¹ ró¿nice
nukleotydowe charakterystyczne dla wariantów 2a, 2b
oraz 2c powy¿szego wirusa. Z obserwacjami tymi po-
krywaj¹ siê dane opublikowane przez Decaro i wsp. (6),
którzy wskazali na znacznie wy¿sz¹ czu³o�æ Real-Time
PCR ani¿eli testu HA oraz tradycyjnej metody PCR
w rozpoznawaniu zaka¿eñ parwowiusowych u psów.
Technika ta zapewnia dodatkowo powtarzalne wyniki
w zakresie 8 rzêdów wielko�ci, od 102 do 109 kopii, oraz
pozwala na precyzyjn¹ kalkulacjê obci¹¿enia badanej
próbki DNA CPV.

Wyniki badañ w³asnych nieznacznie odbiegaj¹ od da-
nych przedstawionych przez innych autorów. Porówna-
nie konwencjonalnej reakcji PCR oraz Real-Time PCR
(metoda SYBR Green I), zastosowanych w badaniach
w³asnych dowodzi, i¿ obie metody s¹ specyficzne, czu³e
i powtarzalne, jednak w przypadku amplifikacji tak d³u-
gich oraz jednoniciowych fragmentów DNA, jakie opi-
sano powy¿ej, nieco szybsza ni¿ Real-Time PCR (trwa
ok. 4,5 h) okazuje siê tradycyjna metoda PCR (trwa ok.

3,5 h). W stosunku do innych danych pi�miennictwa, ana-
lizowana przez autorów sekwencja DNA jest jednak
znacznie d³u¿sza, dlatego d³u¿szy musi byæ te¿ ca³kowi-
ty czas reakcji Real-Time PCR. Aby skróciæ czas trwa-
nia PCR w czasie rzeczywistym nale¿a³oby amplifiko-
waæ krótsze odcinki DNA (co jest zalecane przez twór-
ców komercyjnych zestawów do Real-Time PCR) oraz
stosowaæ dwa komplementarne do matrycy startery. Mimo
rozwoju nowoczesnych metod, takich jak np. mikroma-
cierze, oraz pocz¹tkowych trudno�ci, wystêpuj¹cych nie-
kiedy w przypadku PCR w czasie rzeczywistym, dziêki
swoim licznym zaletom technika ta znajduje siê na dob-
rej drodze, by byæ standardow¹ metod¹ badawcz¹ w wie-
lu laboratoriach diagnostycznych (17), za� jego odmiana
wykorzystuj¹ca barwnik SYBR Green I mo¿e staæ siê
du¿o bardziej u¿yteczna do wykrywania CPV ni¿ kon-
wencjonalny PCR.
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