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Wirus biegunki byd³a i choroby b³on �luzowych
(BVD-MD) to powszechnie wystêpuj¹cy patogen, pro-
wadz¹cy do powa¿nych strat ekonomicznych w ho-
dowli i rozrodzie byd³a. Zwierzêta zaka¿one trwale tym
wirusem wydalaj¹ go przez ca³e ¿ycie w znacz¹cych
ilo�ciach we wszystkich wydalinach i wydzielinach.
Ostatnio coraz czê�ciej zwraca siê uwagê na problem
zaka¿eñ ostrych, w których pomimo krótkotrwa³ej
wiremii, zakoñczonej serokowersj¹ dochodzi do siew-
stwa wirusa, które w przypadku nasienia buhajów mo¿e
trwaæ nawet kilka miesiêcy. Stwierdzany najczê�ciej
w przypadku zaka¿enia wirusem BVD-MD subklinicz-
ny przebieg choroby dodatkowo utrudnia prawid³ow¹
diagnostykê. Patogen ten, wraz z wirusami klasyczne-
go pomoru �wiñ (CSFV) i choroby granicznej owiec
(BDV), nale¿y do rodzaju Pestivirus w rodzinie Fla-
viviridae. Do niedawna wyró¿niano dwa typy (geno-
typy) wirusa BVD-MD: typ 1 (BVDV-1) wystêpuj¹cy

powszechnie u byd³a na ca³ym �wiecie oraz typ 2
(BVDV-2) (12) wywo³uj¹cy postaæ krwotoczn¹ cho-
roby i stwierdzany najczê�ciej w krajach Ameryki Pó³-
nocnej. W ostatnich latach wykryto nowe podtypy
pestiwirusów, takie jak: wirus wyizolowany od ¿yrafy
i renifera (1), wirus Bungowannah (8, 11) wywo³uj¹-
cy zespó³ zapalenia miê�nia sercowego prosi¹t ss¹cych
oraz pestiwirus kozic pirenejskich (6). W 2004 r.
w bydlêcej surowicy p³odowej (FCS) pochodz¹cej
z Brazylii wykryto nowego pestiwirusa (D32/_Hobi),
wykazuj¹cego najwiêksze pokrewieñstwo z wirusem
BVD-MD. Obecno�æ wirusów Hobi-pokrewnych po-
twierdzono tak¿e w innych partiach FCS z Ameryki
Po³udniowej, a nastêpnie wykryto je u trwale zaka¿o-
nego zwierzêcia z Tajlandii (19). Dziêki zastosowa-
niu czu³ej metody RT-PCR specyficznej dla tego typu
wirusów (9) obecno�æ kolejnych wirusów podobnych
do Hobi (coraz czê�ciej okre�lanych jako nowy typ
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Summary

The aim of the study was to use real time RT-PCR for the detection of genetic material of bovine viral
diarrhea virus (BVDV) 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).
Sensitivity of the test was 200 copies of RNA per reaction (105 viral RNA copies per ml) for both types of
BVDV, using dedicated primers and standards. Detection limit was 102 tissue culture infectious dose 50 (TCID50)
and 1 TCID50 for type 1 and type 3, respectively. Diagnostic specificity of the method was 100%. Out of 10
samples of milk, 3 were positive for BVDV type 1, while none was positive for type 3. On the other hand,
BVDV type 3 was found in 6 out of 10 samples of fetal calf serum. Real Time RT-PCR for BVDV 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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BVDV-3) wykryto w surowicy bydlêcej pochodz¹cej
z Australii, a ostatnio nawet u ciel¹t z objawami ze
strony uk³adu oddechowego w Kalabrii we W³oszech
(4). Ten ostatni przypadek zwi¹zany by³ prawdopo-
dobnie z kontaminacj¹ szczepionki lub innych produk-
tów medycznych stosowanych w zaka¿onym gospo-
darstwie, co podkre�la ryzyko, jakie niesie ze sob¹ brak
odpowiednich metod wykrywania wirusa BVD-MD
typu 3.

Celem badañ by³o zastosowanie metody RT-PCR
w czasie rzeczywistym (real time RT-PCR) do ozna-
czania ilo�ciowego RNA wirusów typu BVDV-1
i BVDV-3 w próbkach surowicy oraz mleka byd³a.
W badaniach wykorzystano technikê opart¹ o sondy
TaqMan (7). U¿ywany zazwyczaj test izolacji wirusa
to kosztowna, czasoch³onna i pracoch³onna metoda
diagnostyczna, wymagaj¹ca posiadania wra¿liwej
linii komórkowej i p³ynów hodowlanych, wolnych od
zaka¿enia wirusem BVD-MD. Do badañ prowadzo-
nych na ca³ym �wiecie wykorzystywane s¹ coraz lep-
sze i skuteczniejsze techniki biologii molekularnej, jak
real time RT-PCR oraz jego modyfikacje, charaktery-
zuj¹ce siê wysok¹ czu³o�ci¹ i specyficzno�ci¹, pozwa-
laj¹ce na oznaczenie ilo�ciowe kwasu nukleinowego
w badanej próbce. Mo¿liwo�æ oceny uzyskiwanych
wyników na bie¿¹co, w trakcie prowadzenia analizy,
z pominiêciem czasoch³onnej, mniej czu³ej i wyma-
gaj¹cej systemu dokumentacji analizy w ¿elu agaro-
zowym, pozwala skróciæ czas badania, obni¿yæ jego
koszty i zwiêkszyæ bezpieczeñstwo pracy.

Materia³ i metody
Próbki do badañ oraz szczepy wirusowe. Materia³ do

badañ stanowi³o 10 próbek p³odowej surowicy bydlêcej
(FCS) u¿ywanej w hodowlach komórkowych, 75 próbek
surowicy pozyskanych od ciel¹t wolnych od zaka¿enia
i ciel¹t zaka¿onych eksperymentalnie typem 1 oraz typem 3
wirusa BVD-MD (publikacja w przygotowaniu) oraz 10
próbek mleka krowiego pasteryzowanego lub poddanego
dzia³aniu wysokiej temperatury (UHT). Wszystkie próbki
badane by³y na obecno�æ wirusowego antygenu z u¿yciem
zestawu diagnostycznego BVD HerdChek ELISA Ag
(Idexx) wed³ug zaleceñ producenta. Jako kontroli dodat-
niej testów u¿ywano szczepów referencyjnych Singer oraz
Th/04 KhonKaen, reprezentuj¹cych, odpowiednio, typ 1
i typ 3 wirusa BVD-MD. Wirusy namna¿ano w hodowli
komórek nerki bydlêcej (MDBK) oraz w hodowli komó-
rek bydlêcej ma³¿owiny nosowej
(BT) w �rodowisku wolnym od za-
nieczyszczeñ wirusem BVD-MD,
w obecno�ci ja³owego p³ynu Eagle�a
z dodatkiem 10% surowicy bydlê-
cej w atmosferze 5% CO

2
 i tempe-

raturze 37°C przez 5-7 dni. Obec-
no�æ wirusa potwierdzana by³a
testem immunoperoksydazowym
(13).

Standardy wirusowego RNA.
Do okre�lenia czu³o�ci testu real

time PCR u¿yto cDNA szczepu wirusa BVD-MD typu 1
(NADL) i typu 3 (Th/04_KhonKaen), które powsta³y po
przepisaniu wirusowego RNA, amplifikacji, oczyszczeniu
i wklonowaniu do plazmidu (9). Standardy otrzymano
dziêki uprzejmo�ci dr Liu z SVA w Uppsali, Szwecja. Ilo�æ
RNA dla standardów zosta³a okre�lona na podstawie ana-
lizy spektrofotometrycznej i wzoru: N = stê¿enie RNA
(µg/µl)/wielko�æ fragmentu (bp) × 182,5 × 1013 jako liczba
kopii/ml.

Ekstrakcja wirusowego RNA. Ca³kowite RNA ekstra-
howano z próbek surowicy, leukocytów krwi obwodowej
i mleka przy u¿yciu odczynnika TRI (Sigma) zgodnie z pro-
cedur¹ producenta. Do 500 µl badanej próbki dodawano
1 ml odczynnika TRI, mieszano i inkubowano 5 min. w tem-
peraturze pokojowej. Nastêpnie do probówki dodawano
200 µl chloroformu, ca³o�æ wytrz¹sano przez 15 sek. i wi-
rowano przy 12 000 × g przez 15 min. w temperaturze 4°C.
Górn¹ frakcjê przenoszono do nowej probówki, dodawano
tak¹ sama objêto�æ izopropanolu, mieszano i po 5 min. in-
kubacji w temperaturze pokojowej wirowano przy 12 000
× g przez 10 min. w temperaturze 4°C. Po usuniêciu super-
natantu z probówki dodawano 1 ml 75% etanolu, mieszano
na wytrz¹sarce (vortex) i wirowano przy 7500 × g przez
5 min. w temperaturze 4°C. Po wylaniu alkoholu z pro-
bówki zawarto�æ suszono przez oko³o 10 min. w tempera-
turze pokojowej. Osad RNA rozpuszczano w 20 µl wody
redestylowanej traktowanej DEPC, inkubowano przez
5 min. w temperaturze 57°C i przechowywano w tempera-
turze �70°C do czasu dalszych badañ.

Real time RT-PCR. Do badañ wykorzystano wcze�niej
opisane startery wyszczególnione w tabeli 1. Reakcjê od-
wrotnej transkrypcji i amplifikacji przeprowadzono przy
u¿yciu jednoprobówkowego zestawu RNA Ultrasense One-
step qRT-PCR System Mix (Invitrogen) w termocyklerze
Mx3005P (Stratagene). Przed przyst¹pieniem do badañ
zoptymalizowano warunki reakcji, tj. temperaturê przy³¹-
czania starterów, stê¿enie starterów i sondy oraz liczbê
cykli amplifikacji. Optymalny sk³ad mieszaniny reakcyj-
nej dla obu testów okre�lono jako: 14,75 µl wody wolnej
od RNaz (traktowanej DEPC); 5 µl mieszaniny reakcyjnej
testu (5 ×); 0,5 µl barwnika referencyjnego ROX; po 0,5 µl
ka¿dego ze starterów w stê¿eniu 10 µM; 0,5 µl sondy
w stê¿eniu 5 µM; 1,25 µl mieszaniny enzymów i 2 µl za-
wiesiny badanego RNA. Optymalny profil temperaturowy
obejmowa³: etap odwrotnej transkrypcji w temperaturze
50°C przez 30 min., denaturacjê w 95°C przez 15 min.
i koñcowych 40 dwustopniowych cykli przebiegaj¹cych
w 95°C przez 20 sek. i w 60°C przez 60 sek.

pyT
asuriw dytoelkunogilO '5(ajcnewkeS ® )'3 owtcinneim�iP

1

F-itseP GATGATTCCCGTACCGATC
,.pswiixaB

6002
R-itseP TCAGCAGTGACCAAGCTGC

1VDVBnaMqaTadnoS QHB-TCGGTAGGTTGCTTGAGTGGTGACAACGAT-MAF

3

F-431T CGAGTGACGGTGGTGATCAG
,.pswiuiL

8002
R-022T CTGCGTAGTTCCTTACGGAG

P-r551TnaMqaTadnoS QHB-GGGACCTAGTGGCTTCGGGGCTCA-MAF

Tab. 1. Startery i sondy TaqMan
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Wyniki i omówienie
Czu³o�æ analityczn¹ reakcji okre�lono przy u¿yciu

10-krotnych rozcieñczeñ standardów RNA wirusów
BVDV-1 i BVDV-3, a wyniki przedstawiono na
ryc. 1 i 2. Warto�ci Ct (cyklu progowego) dla ka¿dego
z rozcieñczeñ standardu mierzone w trzech kolejnych
reakcjach real time RT-PCR zestawiono wobec liczby
kopii wirusowego RNA w skali logarytmicznej. Za-
le¿no�ci wyra¿one zosta³y jako krzywe standardowe
wykre�lone przez krzywe regresji liniowej, w których
warto�ci wspó³czynnika korelacji (r2) by³y wysokie
i wynosi³y 0,99 dla BVDV-1 i BVDV-3. Czu³o�æ wy-
nios³a 200 kopii RNA na reakcjê (105 kopii wiruso-
wego RNA/ml) identycznie dla obu wirusów przy u¿y-
ciu odpowiednich standardów.

Dodatkowo okre�lono czu³o�æ re-
akcji w odniesieniu do miana zaka�-
nego (TCID

50
) szczepu referencyj-

nego Singer wirusa BVDV-1 oraz
szczepu Th/04_KhonKaen wirusa
BVDV-3, co przedstawiono na ryc. 3.
Próg wykrywalno�ci dla metody wy-
niós³ 102 TCID

50
 i 1 TCID

50
, czyli

5 TCID
50

 oraz 0,05 TCID
50

 na re-
akcjê, odpowiednio, dla BVDV-1
i BVDV-3.

Powtarzalno�æ testu ustalono po-
przez 3-krotne badanie standardów
wirusowego RNA metod¹ real time
RT-PCR w odstêpach 1-dniowych.
Na podstawie odchyleñ standardo-
wych i �redniej warto�ci Ct obliczo-
no wspó³czynniki zmienno�ci (CV)
dla standardów RNA, które wyno-
si³y:

� dla BVDV-1: od 0,8 % (dla 2 ×
105 kopii/reakcjê) do 2,7% (dla 200
kopii/reakcjê),

� dla BVDV-3: od 0,3% (dla 2 ×
108 kopii/reakcjê) do 3,4% (dla 2000
kopii/reakcjê).

Uzyskane warto�ci wspó³czynnika
zmienno�ci wskazuj¹, ¿e powtarzal-
no�æ testów by³a wysoka.

Nastêpnie okre�lono czu³o�æ i spe-
cyficzno�æ diagnostyczn¹ real time
RT-PCR w badaniu próbek mleka
zbiorczego (spo¿ywczego), próbek
surowicy p³odowej bydlêcej oraz
próbek pochodz¹cych z zaka¿enia
do�wiadczalnego ciel¹t typem 1 i 3
wirusa BVD-MD. Próbki surowicy
poddano równocze�nie badaniu na
obecno�æ antygenu wirusowego
w te�cie antygenowym HerdChek
ELISA Ag (Idexx) (tab. 2). W�ród 10
próbek mleka spo¿ywczego, nie ba-

danych na obecno�æ wirusa BVD-MD testem ELISA,
3 reagowa³y dodatnio w real time RT-PCR ze startera-
mi i sondami specyficznymi dla typu 1. Nie stwier-
dzono dodatniej reakcji w próbkach mleka dla wirusa
typu 3. Natomiast obecno�æ RNA typu 3 stwierdzono
w 6 z 10 próbek surowicy p³odowej bydlêcej. W trzech
z sze�ciu próbek dodatnich dla typu 3 stwierdzono kon-
taminacjê typem 1, podczas gdy obecno�æ antygenu
wirusa w te�cie ELISA wykryto tylko w dwóch prób-
kach surowicy. Wszystkie próbki dodatnie pochodzi-
³y z Australii lub Ameryki Po³udniowej. Specyficz-
no�æ diagnostyczna (stosunek liczby wyników ujem-
nych do ogólnej liczby zwierz¹t nie zaka¿onych) okre�-
lona dla obu testów z u¿yciem surowic od zwierz¹t
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Ryc. 2. Krzywa regresji wykre�lona w oparciu o wyniki real time RT-PCR z u¿y-
ciem starterów T134-F i T220-R oraz sondy T155r-P dla standardu wirusa
BVDV-3 w rozcieñczeniach zawieraj¹cych od 2 × 108 do 2 (log 9,3-2,3) kopii RNA/
reakcjê. S³upki b³êdów odnosz¹ siê do odchylenia standardowego warto�ci uzys-
kanych w 3 powtórzeniach dla badanego standardu

Ryc. 1. Krzywa regresji przygotowana w oparciu o wyniki real time RT-PCR
z u¿yciem starterów Pesti-F i Pesti-R oraz sondy BVDV-1 dla standardu wirusa
typu-1 w rozcieñczeniach zawieraj¹cych od 2 × 105 do 2 (log 6,3-2,3) kopii wiruso-
wego RNA/reakcjê. S³upki b³êdów odnosz¹ siê do odchylenia standardowego war-
to�ci uzyskanych w 3 powtórzeniach dla badanego standardu
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kontrolnych z zaka¿enia do�wiadczalnego wirusem
typem 1 i typem 3 wirusa BVD-MD wynios³a 100%
(25/25). Czu³o�æ diagnostyczna dla testu wykrywaj¹-
cego RNA typu 1 wirusa by³a wy¿sza o 70% (17/10)
w stosunku do testu ELISA, natomiast czu³o�æ real time
RT-PCR dla typu 3 by³a oko³o 11% (10/9) wy¿sza ni¿
w te�cie ELISA. Testy te jednak ró¿ni³y siê specyficz-
no�ci¹ w badaniu surowic od zwierz¹t eksperymental-
nie zaka¿onych wirusem typu 3. W real time RT-PCR
dla antygenowo dodatnich próbek uzyskano 2 wyniki
ujemne i odwrotnie � trzy próbki, w których wykryto
RNA dla wirusa typu 3 dawa³y wynik ujemny w te�cie
ELISA.

Wirus biegunki byd³a i choroby b³on �luzowych jest
szeroko rozpowszechniony w wielu krajach i tylko
w nielicznych z nich (kraje skandynawskie oraz Aus-
tria) wprowadzono skuteczne programy zwalczania
zakoñczone uwolnieniem byd³a od zaka¿enia tym wi-
rusem. W Polsce na podstawie badañ serologicznych

ocenia siê, ¿e
ponad 80% by-
d³a mia³o kon-
takt z wirusem
(14). W diag-
nostyce zaka-
¿eñ tradycyjnie
u¿ywa siê testu
izolacji wirusa
w hodowli ko-
mórkowej oraz
testów ELISA,
jednak¿e me-
tody te cechuje
czasoch ³on-
no�æ, wysoki
koszt oraz ró¿-
na czu³o�æ i spe-
cyficzno�æ, za-

le¿na od zmienno�ci izolatów tereno-
wych. Wykrywanie wirusa w hodowli
komórkowej czêsto musi byæ poprze-
dzone kilkoma �lepymi pasa¿ami,
a brak efektu cytopatycznego dla
wiêkszo�ci izolatów terenowych
oznacza konieczno�æ stosowania
przeciwcia³ mono- lub poliklonal-
nych, co wyd³u¿a czas badania. W la-
boratoriach prowadz¹cych badania
z u¿yciem hodowli komórkowych
rutynowo powinno wykonywaæ siê
badania na obecno�æ typu 1 i typu 2
wirusa BVD-MD. Kontaminacja ho-
dowli komórkowych wirusem BVD-
-MD jest czê�ciej spotykana ni¿
w przypadku innych patogenów byd-
³a ze wzglêdu na powszechnie wystê-
puj¹ce zaka¿enia tym wirusem w po-
pulacji byd³a na ca³ym �wiecie oraz

zdolno�æ wywo³ywania trwa³ego zaka¿enia p³odów
drog¹ ³o¿yskow¹ (10, 13). Brak sta³ego monitorowa-
nia zwierz¹t b¹d� te¿ stosowanie ma³o czu³ych metod
wykrywania pestiwirusów mo¿e doprowadziæ do roz-
przestrzenienia siê wirusa w populacji byd³a. Przypa-
dek taki zanotowano na pocz¹tku lat 90., gdy zasto-
sowanie zanieczyszczonej wirusem szczepionki da³o
pocz¹tek epizootii nowego wtedy typu 2 wirusa BVD-
-MD, który w kolejnych latach rozprzestrzeni³ siê na
ca³y �wiat (2). Do podobnej sytuacji mo¿e doj�æ przy
udziale nowych pestiwirusów typu Hobi (BVDV-3),
które, mimo ¿e zosta³y wykryte w surowicy p³odowej
pochodz¹cej z Brazylii, mog³y siê ju¿ rozprzestrzeniæ
w Europie (4, 17). Dlatego te¿ wykonane badania skie-
rowane by³y na wprowadzenie i ocenê szybkiej i czu-
³ej metody real time RT-PCR do wykrywania typu 1
wirusa BVD-MD wystêpuj¹cego w Polsce (15) oraz
nowego typu 3. Oprócz analizy próbek surowicy prze-
prowadzono ocenê mo¿liwo�ci zastosowania testu do
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Ryc. 3. Krzywa regresji warto�ci Ct dla badanych rozcieñczeñ od 106 do 1 (log 6-1) TCID
50

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

Obja�nienia: * � komercyjna p³odowa surowica bydlêca od ró¿nych producentów i z
ró¿nych serii, u¿ywana jako suplement hodowli komórkowych; ** � cielêta wolne od
zaka¿enia wirusem BVD-MD, w zaka¿eniu do�wiadczalnym stanowi³y kontrolê ujem-
n¹, poddane uprzedniemu 2-krotnemu badaniu na obecno�æ antygenu i przeciwcia³ dla
wirusa BVD-MD z wynikiem ujemnym

Tab. 2. Porównanie wyników real time RT-PCR z wynikami HerdChek ELISA
Ag (Idexx)

kinyW

awonegytnaASILE emitlaer1-VDVB
RCP-TR

emitlaer3-VDVB
RCP-TR

intadod ynmeju intadod ynmeju intadod ynmeju

okelM � � 3 17 0 01

*ilwodohodaciworuS 2 18 3 17 6 14

aciworuS

**enmejuatêleiC 0 52 0 52 0 52

eno¿akazatêleiC
1-VDVB

01 1 51 71 1 18 0 52

eno¿akazatêleiC
3-VDVB 9 61 0 52 01 1 51



Medycyna Wet. 2011, 67 (7) 487

analizy ewentualnej kontaminacji komercyjnie dostêp-
nych surowic p³odowych byd³a szczepami BVDV-1
i BVDV-3 (poddanych uprzednio obróbce termicznej
lub inaktywowanych promieniami gamma). W 6 z 10
badanych próbek p³odowej surowicy bydlêcej po-
chodz¹cych od 3 ró¿nych dostawców z Australii lub
z Ameryki Po³udniowej  stwierdzono kontaminacjê
typem 3 wirusa BVD-MD. W trzech z tych próbek
dodatkowo potwierdzono jednoczesn¹ kontaminacjê
typem 1. W niniejszym opracowaniu opisano wykry-
cie typu 3 wirusa BVD-MD w p³odowej surowicy
bydlêcej po raz pierwszy w Polsce.

Real time RT-PCR okaza³ siê równie¿ przydatny do
badania próbek zbiorczych mleka. W�ród 10 przeba-
danych próbek mleka spo¿ywczego pochodz¹cego
z mleczarni z województw lubelskiego i mazowiec-
kiego typ 1 wirusa wykryto w 3 próbkach, natomiast
wszystkie badania w kierunku typu 3 da³y wyniki ujem-
ne. Zastosowanie real time RT-PCR w badaniach pró-
bek mleka zbiorczego oraz od pojedynczych zwierz¹t
w celu identyfikacji zwierz¹t trwale zaka¿onych w sta-
dzie wydaje siê prost¹ i ma³o inwazyjn¹ metod¹
w porównaniu z badaniem krwi i czasoch³onnym tes-
tem izolacji czy mniej czu³ym testem ELISA (5, 16).

Czu³o�æ analityczna zastosowanego real time RT-
-PCR dla szczepu referencyjnego Singer (typ 1) wy-
nios³a 5 TCID

50
 i by³a 20 razy wy¿sza od czu³o�ci ozna-

czonej dla szczepu NADL (100 TCID
50

) przez Ba-
xiego i wsp. (3). Dodatkowo oznaczono czu³o�æ testu
w odniesieniu do standardu RNA wirusa NADL,
która wynios³a 200 kopii na reakcjê. W badaniach
Stadejka i wsp. (18) uzyskano czu³o�æ na poziomie
400-40 000 kopii dla szczepu wirusa BVD-MD w za-
le¿no�ci od u¿ytego zestawu do real time RT-PCR.
Czu³o�æ uzyskana w badaniach w³asnych dla typu 1
by³a porównywalna z czu³o�ci¹ dla typu 3 i jednocze�-
nie by³a identyczna z czu³o�ci¹ oznaczon¹ pierwotnie
przez Liu i wsp. (9), którzy jako pierwsi wprowadzili
tê metodê do wykrywania wirusów z grupy Hobi (17).
100% specyficzno�æ obu metod real time RT-PCR
zosta³a potwierdzona w badaniach z u¿yciem próbek
surowicy od ciel¹t wolnych od zaka¿enia wirusem
BVD-MD. Nieznaczne ró¿nice w wykrywaniu typu 1
i typu 3 miêdzy real time RT-PCR i antygenowym
testem ELISA zwi¹zane by³y prawdopodobnie albo
z wy¿sz¹ czu³o�ci¹ testu RT-PCR, albo ze specyfik¹
testów ELISA (p³ytki ELISA op³aszczone s¹ przeciw-
cia³ami specyficznymi dla typu 1). Reakcje krzy¿owe
miêdzy przeciwcia³ami dla typu 1 a antygenem typu 3
wymagaj¹ dalszych badañ.

Podsumowuj¹c, zastosowana metoda real time RT-
-PCR dla typu-1 i typu-3 wirusa BVD-MD okaza³a
siê wysoce czu³¹ i swoist¹ technik¹, pozwalaj¹c¹ na
wykrycie materia³u genetycznego wirusa w ró¿nych
próbkach, nawet je�li jego wykrycie w te�cie izolacji
i ELISA by³o niemo¿liwe z powodu procesów inakty-
wacji wirusa, takich jak: wysoka temperatura, promie-

niowanie gamma czy te¿ obecno�æ przeciwcia³ neu-
tralizuj¹cych wirus.
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