Medycyna Wet. 2011, 67 (7)

Praca oryginalna

483

Original paper

Zastosowanie real time RT-PCR do wykrywania wirusa

biegunki bydta i choroby bton Sluzowych (BVD-MD)
typu 11 typu 3 w materiale biologicznym

MAGDALENA LARSKA*, **, MIROSLAW P. POLAK**

*Department of Clinical Sciences, Swedish University of Agricultural Sciences (SLU),
BOX 7054, SE 750 07 Uppsala, Szwecja
**Zaktad Wirusologii Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego,
Al. Partyzantéw 57, 24-100 Putawy

Larska M., Polak M. P.

Application of real time RT-PCR for the detection of type 1 and type 3
of bovine viral diarrhea virus (BVDV) in biological material

Summary

The aim of the study was to use real time RT-PCR for the detection of genetic material of bovine viral
diarrhea virus (BYDYV) type 1 and type 3 in serum and milk samples. Material tested included the fetal calf
serum used for cell culture, serum samples from healthy calves and from calves experimentally inoculated
with BVDV type 1 and type 3, and milk samples (pasteurized and treated with ultra high temperature).
Sensntwlty of the test was 200 copies of RNA per reaction (10° viral RNA copies per ml) for both types of
BVDY, using dedicated primers and standards. Detection limit was 10 tissue culture infectious dose 50 (TCID_)
and 1 TCID_, for type 1 and type 3, respectively. Diagnostic specificity of the method was 100%. Out of 10
samples of mllk 3 were positive for BYDV type 1, while none was positive for type 3. On the other hand,
BVDYV type 3 was found in 6 out of 10 samples of fetal calf serum. Real Time RT-PCR for BYDV type 1 and
type 3 proved to be a highly sensitive and highly specific technique, enabling the detection of viral genetic
material in various samples, even when its detection by virus isolation or antigen ELISA tests is impossible
because of virus inactivation by such processes as high temperature, gamma irradiation, or the presence of

virus neutralizing antibodies.
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Wirus biegunki bydta i choroby bton §luzowych
(BVD-MD) to powszechnie wystepujacy patogen, pro-
wadzacy do powaznych strat ekonomicznych w ho-
dowliirozrodzie bydta. Zwierzgta zakazone trwale tym
wirusem wydalaja go przez cate zycie w znaczacych
ilosciach we wszystkich wydalinach 1 wydzielinach.
Ostatnio coraz czgsciej zwraca si¢ uwagg na problem
zakazen ostrych, w ktoérych pomimo krétkotrwatej
wiremii, zakonczonej serokowersja dochodzi do siew-
stwa wirusa, ktore w przypadku nasienia buhajow moze
trwa¢ nawet kilka miesigcy. Stwierdzany najczgsciej
w przypadku zakazenia wirusem BVD-MD subklinicz-
ny przebieg choroby dodatkowo utrudnia prawidtowa
diagnostyke. Patogen ten, wraz z wirusami klasyczne-
go pomoru $win (CSFV) i choroby granicznej owiec
(BDV), nalezy do rodzaju Pestivirus w rodzinie Fla-
viviridae. Do niedawna wyrdzniano dwa typy (geno-
typy) wirusa BVD-MD: typ 1 (BVDV-1) wystepujacy

powszechnie u bydta na calym $wiecie oraz typ 2
(BVDV-2) (12) wywo%ujqcy posta¢ krwotoczna cho-
roby i stwierdzany najczesciej w krajach Ameryki Pot-
nocnej. W ostatnich latach wykryto nowe podtypy
pestiwirusow, takie jak: wirus wyizolowany od zyrafy
i renifera (1), wirus Bungowannah (8, 11) wywotuja-
cy zespot zapalenia migs$nia sercowego prosiat ssacych
oraz pestiwirus kozic pirenejskich (6). W 2004 r.
w bydlecej surowicy ptodowej (FCS) pochodzacej
z Brazylii wykryto nowego pestiwirusa (D32/_Hobi),
wykazujacego najwicksze pokrew1enstwo z wirusem
BVD-MD. Obecnos¢ wirusow Hobi-pokrewnych po-
twierdzono takze w innych partiach FCS z Ameryki
Potudniowej, a nastgpnie wykryto je u trwale zakazo-
nego zwierzecia z Tajlandii (19). Dzigki zastosowa-
niu czutej metody RT-PCR specyficznej dla tego typu
wirusow (9) obecno$¢ kolejnych wiruséw podobnych
do Hobi (coraz czgsciej okreslanych jako nowy typ
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BVDV-3) wykryto w surowicy bydlecej pochodzacej
z Australii, a ostatnio nawet u cielat z objawami ze
strony uktadu oddechowego w Kalabrii we Wtoszech
(4). Ten ostatni przypadek zwiazany byt prawdopo-
dobnie z kontaminacja szczepionki lub innych produk-
tow medycznych stosowanych w zakazonym gospo-
darstwie, co podkresla ryzyko, jakie niesie ze soba brak
odpowiednich metod wykrywania wirusa BVD-MD
typu 3.

Celem badan bylo zastosowanie metody RT-PCR
w czasie rzeczywistym (real time RT-PCR) do ozna-
czania ilosciowego RNA wirusow typu BVDV-1
i BVDV-3 w probkach surowicy oraz mleka bydta.
W badaniach wykorzystano technike oparta o sondy
TagMan (7). Uzywany zazwyczaj test izolacji wirusa
to kosztowna, czasochlonna i1 pracochtonna metoda
diagnostyczna, wymagajaca posiadania wrazliwej
linii komorkowej 1 ptynéw hodowlanych, wolnych od
zakazenia wirusem BVD-MD. Do badan prowadzo-
nych na calym $wiecie wykorzystywane sa coraz lep-
sze 1 skuteczniejsze techniki biologii molekularnej, jak
real time RT-PCR oraz jego modyfikacje, charaktery-
zujace si¢ wysoka czutoscia i specyficznoscia, pozwa-
lajace na oznaczenie ilo§ciowe kwasu nukleinowego
w badanej probce. Mozliwos$¢ oceny uzyskiwanych
wynikow na biezaco, w trakcie prowadzenia analizy,
z pominigciem czasochtonnej, mniej czutej 1 wyma-
gajacej systemu dokumentacji analizy w Zelu agaro-
zowym, pozwala skroci¢ czas badania, obnizy¢ jego
koszty 1 zwigkszy¢ bezpieczenstwo pracy.

Materiat i metody

Prébki do badan oraz szczepy wirusowe. Materiat do
badan stanowilo 10 probek ptodowej surowicy bydlecej
(FCS) uzywanej w hodowlach komoérkowych, 75 probek
surowicy pozyskanych od cielat wolnych od zakazenia
i cielat zakazonych eksperymentalnie typem 1 oraz typem 3
wirusa BVD-MD (publikacja w przygotowaniu) oraz 10
probek mleka krowiego pasteryzowanego lub poddanego
dziataniu wysokiej temperatury (UHT). Wszystkie probki
badane byly na obecno$¢ wirusowego antygenu z uzyciem
zestawu diagnostycznego BVD HerdChek ELISA Ag
(Idexx) wedhug zalecen producenta. Jako kontroli dodat-
niej testow uzywano szczepow referencyjnych Singer oraz
Th/04 KhonKaen, reprezentujacych, odpowiednio, typ 1
1 typ 3 wirusa BVD-MD. Wirusy namnazano w hodowli
komorek nerki bydlecej (MDBK) oraz w hodowli komo-
rek bydlgcej matzowiny nosowej
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time PCR uzyto ¢cDNA szczepu wirusa BVD-MD typu 1
(NADL) i typu 3 (Th/04 KhonKaen), ktoére powstaty po
przepisaniu wirusowego RNA, amplifikacji, oczyszczeniu
1 wklonowaniu do plazmidu (9). Standardy otrzymano
dzieki uprzejmosci dr Liu z SVA w Uppsali, Szwecja. [1o§¢
RNA dla standardow zostata okreslona na podstawie ana-
lizy spektrofotometrycznej i wzoru: N = stezenie RNA
(ng/uly/wielkos¢ fragmentu (bp) x 182,5 x 10" jako liczba
kopii/ml.

Ekstrakcja wirusowego RNA. Catkowite RNA ekstra-
howano z probek surowicy, leukocytow krwi obwodowej
imleka przy uzyciu odczynnika TRI (Sigma) zgodnie z pro-
cedura producenta. Do 500 pul badanej probki dodawano
1 ml odezynnika TRI, mieszano i inkubowano 5 min. w tem-
peraturze pokojowej. Nastgpnie do probéwki dodawano
200 pl chloroformu, cato$¢ wytrzasano przez 15 sek. 1 wi-
rowano przy 12 000 x g przez 15 min. w temperaturze 4°C.
Gorna frakcjg przenoszono do nowej proboéwki, dodawano
takq sama objgtos¢ izopropanolu, mieszano i po 5 min. in-
kubacji w temperaturze pokojowej wirowano przy 12 000
x g przez 10 min. w temperaturze 4°C. Po usunigciu super-
natantu z proboéwki dodawano 1 ml 75% etanolu, mieszano
na wytrzasarce (vortex) i wirowano przy 7500 x g przez
5 min. w temperaturze 4°C. Po wylaniu alkoholu z pro-
bowki zawarto$¢ suszono przez okoto 10 min. w tempera-
turze pokojowej. Osad RNA rozpuszczano w 20 pl wody
redestylowanej traktowanej DEPC, inkubowano przez
5 min. w temperaturze 57°C i przechowywano w tempera-
turze —70°C do czasu dalszych badan.

Real time RT-PCR. Do badan wykorzystano wczes$niej
opisane startery wyszczegolnione w tabeli 1. Reakcje od-
wrotnej transkrypcji 1 amplifikacji przeprowadzono przy
uzyciu jednoprobowkowego zestawu RNA Ultrasense One-
step qRT-PCR System Mix (Invitrogen) w termocyklerze
Mx3005P (Stratagene). Przed przystapieniem do badan
zoptymalizowano warunki reakcji, tj. temperaturg przyta-
czania starteroOw, stgzenie starterow i sondy oraz liczbeg
cykli amplifikacji. Optymalny sktad mieszaniny reakcyj-
nej dla obu testow okreslono jako: 14,75 ul wody wolnej
od RNaz (traktowanej DEPC); 5 pl mieszaniny reakcyjnej
testu (5 x); 0,5 ul barwnika referencyjnego ROX; po 0,5 pl
kazdego ze starterow w stezeniu 10 uM; 0,5 pl sondy
w stezeniu 5 uM; 1,25 pl mieszaniny enzymow i 2 pl za-
wiesiny badanego RNA. Optymalny profil temperaturowy
obejmowatl: etap odwrotnej transkrypcji w temperaturze
50°C przez 30 min., denaturacje w 95°C przez 15 min.
i koncowych 40 dwustopniowych cykli przebiegajacych
w 95°C przez 20 sek. i w 60°C przez 60 sek.

Tab. 1. Startery i sondy TagMan

(BT) w srodowisku wolnym od za-

nleczyszcrze.:r} wirusem BVD'MI,)’ Tvp Oligonukleotyd Sekwencja (5’ 3’) Pi§miennictwo
w obecnosci jatowego plynu Eagle’a | WirUsa
z dodatkiem 10% surowicy bydle- Pesti-F CTAGCCATGCCCTTAGTAG
: o ) .
cej w atmosferze 5% CO, i tempe- | 4 |pggiig CGTCGAACCAGTGACGACT Ei
raturze 37°C przez 5-7 dni. Obec-
no$é¢ wirusa potwierdzana byta Sonda TagMan BVDV1 |FAM-TAGCAACAGTGGTGAGTTCGTTGGATGGCT-BHQ
testem immunoperoksydazowym T134-F GACTAGTGGTGGCAGTGAGC
(13). ' 3 |T220-R GAGGCATTCCTTGATGCGTC "'“2'0‘3’85""
Standardy wirusowego RNA.
Do okreélenia czutosci testu real Sonda TagMan T155r-P | FAM-ACTCGGGGCTTCGGTGATCCAGGG-BHQ
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Wyniki i omowienie

Czulo$¢ analityczng reakcji okreslono przy uzyciu
10-krotnych rozcienczen standardow RNA wirusow
BVDV-1 1 BVDV-3, a wyniki przedstawiono na
ryc. 112. Wartosci Ct (cyklu progowego) dla kazdego
z rozcienczen standardu mierzone w trzech kolejnych
reakcjach real time RT-PCR zestawiono wobec liczby
kopii wirusowego RNA w skali logarytmicznej. Za-
lezno$ci wyrazone zostaly jako krzywe standardowe
wykreslone przez krzywe regresji liniowej, w ktorych
warto$ci wspolczynnika korelacji (1) byly wysokie
1 wynosity 0,99 dla BVDV-11BVDV-3. Czuto$¢ wy-
niosta 200 kopii RNA na reakcje (10° kopii wiruso-
wego RNA/ml) identycznie dla obu wiruséw przy uzy-
ciu odpowiednich standardow.
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danych na obecno$¢ wirusa BVD-MD testem ELISA,
3 reagowaty dodatnio w real time RT-PCR ze startera-
mi 1 sondami specyficznymi dla typu 1. Nie stwier-
dzono dodatniej reakcji w probkach mleka dla wirusa
typu 3. Natomiast obecnos¢ RNA typu 3 stwierdzono
w 6 z 10 probek surowicy ptodowej bydlgcej. W trzech
z szesciu probek dodatnich dla typu 3 stwierdzono kon-
taminacj¢ typem 1, podczas gdy obecno$¢ antygenu
wirusa w tescie ELISA wykryto tylko w dwoch prob-
kach surowicy. Wszystkie probki dodatnie pochodzi-
ty z Australii lub Ameryki Potudniowej. Specyficz-
no$¢ diagnostyczna (stosunek liczby wynikoéw ujem-
nych do ogoélnej liczby zwierzat nie zakazonych) okres-
lona dla obu testow z uzyciem surowic od zwierzat

Dodatkowo okreslono czulos¢ re-

akcji w odniesieniu do miana zakaz-
nego (TCID,) szczepu referencyj-
nego Singer wirusa BVDV-1 oraz
szczepu Th/04_KhonKaen wirusa
BVDV-3, co przedstawiono naryc. 3.
Prég wykrywalnosci dla metody wy-
niost 10> TCID,, i 1 TCID,, czyli
5 TCID,, oraz O 05 TCID,, na re-
akcje, odpow1edn10 dla BVDV-1
i BVDV-3.

Powtarzalno$¢ testu ustalono po-
przez 3-krotne badanie standardow

wirusowego RNA metoda real time 20
RT-PCR w odstgpach 1-dniowych.
Na podstawie odchylen standardo-

Liczba kopii RNA/reakcje (log)

wych 1 $redniej wartosci Ct obliczo-
no wspolczynniki zmiennosci (CV)
dla standardow RNA, ktére wyno-
sity:
—dla BVDV-1: od 0,8 % (dla 2 x
105 kopii/reakcj¢) do 2,7% (dla 200
kopii/reakcje),

— dla BVDV-3: od 0,3% (dla 2 %
10® kopii/reakcje) do 3,4% (dla 2000
kopii/reakcje).

Uzyskane warto$ci wspotczynnika
zmiennosci wskazuja, ze powtarzal-
nos$¢ testow byta wysoka.

Nastgpnie okreslono czulo$¢ i spe-
cyficzno$¢ diagnostyczng real time
RT-PCR w badaniu probek mleka
zbiorczego (spozywczego), probek
surowicy ptodowej bydlecej oraz
probek pochodzacych z zakazenia
doswiadczalnego cielat typem 11 3
wirusa BVD-MD. Probki surowicy
poddano réwnocze$nie badaniu na
obecno$¢ antygenu wirusowego
w tescie antygenowym HerdChek
ELISA Ag (Idexx) (tab. 2). Wérod 10
probek mleka spozywczego, nie ba-

Ryc. 1. Krzywa regresji przygotowana w oparciu o wyniki real time RT-PCR
z uzyciem starterow Pesti-F i Pesti-R oraz sondy BYDV-1 dla standardu wirusa
typu-1 w rozcienczeniach zawierajacych od 2 x 10° do 2 (log 6,3-2,3) kopii wiruso-
wego RNA/reakcje. Stupki bledow odnosza si¢ do odchylenia standardowego war-
tosci uzyskanych w 3 powtorzeniach dla badanego standardu

ffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffff y=-3,2067x + 44,564 g

2 3 4 5 6 7 8 9 10
Liczba kopii RNA/reakcje (log)

Ryec. 2. Krzywa regresji wykreslona w oparciu o wyniki real time RT-PCR z uzy-
ciem starteréw T134-F i T220-R oraz sondy T155r-P dla standardu wirusa
BVDV-3 w rozcienczeniach zawierajacych od 2 x 10* do 2 (log 9,3-2,3) kopii RNA/
reakcje. Stupki bledow odnosza si¢ do odchylenia standardowego wartosci uzys-
kanych w 3 powtorzeniach dla badanego standardu
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ocenia si¢, ze
=0 ponad 80% by-
B T @ BVDVA dta miato kon-
B[N | mBVWDV3 takt z wirusem
B | N N (14). W diag-
ol NN nostyce zaka-
30 NG e y=-318x+46224 zen tradycyjnie
3 r2=09998 uzywa sig testu
izolacji wirusa
B N w hodowli ko-
I morkowej oraz
2 Uy — testow ELISA,
L - - -~ ————fzgfg%—gg L jednakze me-
18 tody te cechuje
0 i 2 ‘ 2 6 7 | czasochton-
TCID50 (log) " .
nos$¢, wysoki

Ryc. 3. Krzywa regresji warto$ci Ct dla badanych rozcienczen od 10° do 1 (log 6-1) TCID, szczepu Singer

(typ 1) oraz szczepu Th/04_KhonKaen (typ 3)

koszt oraz roz-
naczuto$¢ i spe-
cyficznosé, za-

Tab. 2. Poré6wnanie wynikow real time RT-PCR z wynikami HerdChek ELISA lezna od zmienno$ci izolatow tereno-

Ag (Idexx) wych. Wykrywanie wirusa w hodowli
o komorkowej czgsto musi by¢ poprze-
! ' . dzone kilkoma $lepymi pasazami,
ELISA aniygenowa | DU DV-d realtime | BUDV-S realtime | , 1ok efektu cytopatycznego dla
RT-PCR RT-PCR . o .

. L o wigkszos$ci izolatow terenowych
dodatni | ujemny | dodatni | ujemny | dodatni | ujemny oznacza konieczno$é stosowania
Mieko - - 8 7 0 10 przeciwcial mono- lub poliklonal-
Surowica do hodowli* 2 8 3 7 6 4 nych, co wydtuza czas badania. W la-
Cislgta ujsmne** 0 25 0 25 0 25 borgtonach prowadzqcych badania
_ - z uzyciem hodowli komérkowych

Cieleta zakazone 10 15 17 8 0 25 t . k Lo
Surowica |BVDV-1 rutynowo powinno wykonywa¢ sig
T TR badania na obecnos$¢ typu 1 i typu 2
BVDﬁI-3 9 16 0 25 10 15 wirusa BVD-MD. Kontamlnaqa ho-

Objasnienia: * —

wirusa BVD-MD z wynikiem ujemnym

kontrolnych z zakazenia do$wiadczalnego wirusem
typem 1 i typem 3 wirusa BVD-MD wyniosta 100%
(25/25). Czutos¢ diagnostyczna dla testu wykrywaja-
cego RNA typu 1 wirusa byta wyzsza o 70% (17/10)
w stosunku do testu ELISA, natomiast czulo$¢ real time
RT-PCR dla typu 3 byta okoto 11% (10/ 9) wyZsza niz
w tescie ELISA. Testy te jednak roznily si¢ specyficz-
no$cia w badaniu surowic od zwierzat eksperymental-
nie zakazonych wirusem typu 3. W real time RT-PCR
dla antygenowo dodatnich probek uzyskano 2 wyniki
ujemne i odwrotnie — trzy probki, w ktorych wykryto
RNA dla wirusa typu 3 dawaly wynik ujemny w tescie
ELISA.

Wirus biegunki bydta i choroby bton §luzowych jest
szeroko rozpowszechniony w wielu krajach 1 tylko
w nielicznych z nich (kraje skandynawskie oraz Aus-
tria) wprowadzono skuteczne programy zwalczania
zakonczone uwolnieniem bydla od zakazenia tym wi-
rusem. W Polsce na podstawie badan serologicznych

komercyjna ptodowa surowica bydlgca od roznych producentow i z
roznych serii, uzywana jako suplement hodowli komérkowych; ** — cielgta wolne od
zakazenia wirusem BVD-MD, w zakazeniu doswiadczalnym stanowity kontrolg ujem-
na, poddane uprzedniemu 2-krotnemu badaniu na obecnos$¢ antygenu i przeciwciat dla

dowli komérkowych wirusem BVD-
-MD jest czesciej spotykana niz
w przypadku innych patogenéw byd-
ta ze wzgledu na powszechnie wyste-
pujace zakazenia tym wirusem w po-
pulacji bydta na calym $wiecie oraz
zdolno$¢ wywotywania trwalego zakazenia ptodow
droga tozyskowa (10, 13). Brak statlego monitorowa-
nia zwierzat badz tez stosowanie mato czutych metod
wykrywania pestiwirusow moze doprowadzi¢ do roz-
przestrzenienia si¢ wirusa w populacji bydta. Przypa-
dek taki zanotowano na poczatku lat 90., gdy zasto-
sowanie zanieczyszczonej wirusem szczepionki dato
poczatek epizootii nowego wtedy typu 2 wirusa BVD-
-MD, ktory w kolejnych latach rozprzestrzenit si¢ na
caty swiat (2). Do podobnej sytuacji moze dojs¢ przy
udziale nowych pestiwirusow typu Hobi (BVDV-3),

ktére, mimo ze zostaty wykryte w surowicy ptodowe;j
pochodzacej z Brazylii, mogly si¢ juz rozprzestrzeni¢
w Europie (4, 17). Dlatego tez wykonane badania skie-
rowane byty na wprowadzenie i oceng szybkiej 1 czu-
tej metody real time RT-PCR do wykrywania typu 1
wirusa BVD-MD wystepujacego w Polsce (15) oraz
nowego typu 3. Oprocz analizy probek surowicy prze-
prowadzono oceng mozliwosci zastosowania testu do
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analizy ewentualnej kontaminacji komercyjnie dostgp-
nych surowic ptodowych bydta szczepami BVDV-1
1 BVDV-3 (poddanych uprzednio obrébce termiczne;j
lub inaktywowanych promieniami gamma). W 6 z 10
badanych probek plodowej surowicy bydlecej po-
chodzacych od 3 réznych dostawcéw z Australii lub
z Ameryki Poludniowej stwierdzono kontaminacj¢
typem 3 wirusa BVD-MD. W trzech z tych probek
dodatkowo potwierdzono jednoczesna kontaminacje
typem 1. W niniejszym opracowaniu opisano wykry-
cie typu 3 wirusa BVD-MD w ptodowej surowicy
bydlecej po raz pierwszy w Polsce.

Real time RT-PCR okazat si¢ rowniez przydatny do
badania probek zbiorczych mleka. Wsréd 10 przeba-
danych probek mleka spozywczego pochodzqcego
z mleczarni z wojewodztw lubelskiego i mazowiec-
kiego typ 1 wirusa wykryto w 3 probkach, natomiast
wszystkie badania w kierunku typu 3 daty wyniki ujem-
ne. Zastosowanie real time RT-PCR w badaniach pro-
bek mleka zbiorczego oraz od pojedynczych zwierzat
w celu 1dentyﬁkaCJ1 zwierzat trwale zakazonych W sta-
dzie WydaJe si¢ prosta 1 malo inwazyjna metoda
w porownaniu z badaniem krwi i czasochtonnym tes-
tem izolacji czy mniej czutym testem ELISA (5, 16).

Czulo$¢ analityczna zastosowanego real time RT-
-PCR dla szczepu referencyjnego Singer (typ 1) wy-
niosta 5 TCID, i byfa 20 razy wyzsza od czutosci ozna-
czonej dla szczepu NADL (100 TCID,)) przez Ba-
xiego 1 wsp. (3). Dodatkowo oznaczono czuto$¢ testu
w odniesieniu do standardu RNA wirusa NADL,
ktora wyniosta 200 kopii na reakcje. W badaniach
Stadejka 1 wsp. (18) uzyskano czuto$¢ na poziomie
400-40 000 kopii dla szczepu wirusa BVD-MD w za-
leznos$ci od uzytego zestawu do real time RT-PCR.
Czulo$¢ uzyskana w badaniach wtasnych dla typu 1
byta porownywalna z czutoscia dla typu 3 1 jednoczes-
nie byta identyczna z czuto$cia oznaczona pierwotnie
przez Liu i wsp. (9), ktérzy jako pierwsi wprowadzili
te metode do wykrywania wirusow z grupy Hobi (17).
100% specyficznos¢ obu metod real time RT-PCR
zostala potwierdzona w badaniach z uzyciem prébek
surowicy od cielat wolnych od zakazenia wirusem
BVD-MD. Nieznaczne réznice w wykrywaniu typu 1
i typu 3 migdzy real time RT-PCR i antygenowym
testem ELISA zwiazane byly prawdopodobnie albo
z wyzsza czuto$cia testu RT-PCR, albo ze specyfika
testow ELISA (ptytki ELISA optaszczone sa przeciw-
ciatami specyficznymi dla typu 1). Reakcje krzyzowe
migdzy przeciwciatami dla typu 1 a antygenem typu 3
wymagaja dalszych badan.

Podsumowujac, zastosowana metoda real time RT-
-PCR dla typu-1 1 typu-3 wirusa BVD-MD okazata
si¢ wysoce czula i swoista technika, pozwalajaca na
wykrycie materiatu genetycznego wirusa w réznych
probkach, nawet jesli jego wykrycie w tescie izolacji
1 ELISA byto niemozliwe z powodu proces6w inakty-
wacji wirusa, takich jak: wysoka temperatura, promie-
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niowanie gamma czy tez obecnos¢ przeciwciat neu-
tralizujacych wirus.
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