Streszczenie

Wirusowa biegunka bydta i choroba btofluzowych (BVD-MD) jest jeda
z wazniejszych jednostek chorobowych, awanych z zaburzeniami ze strony uktadu
pokarmowego, oddechowego i rozrodczego, pow@mduprzy tym milionowe straty
w nowoczesnej hodowli bydta. Zdolitowirusa biegunki bydta i choroby btostiuzowych
(BVDV) do przekraczania bariery 2gskowe] we wczesnym okresieazy (40-120 dzié)
moze wywot& u ptodu stan zakania trwatego (Pl). Zwierta Pl wydzielag wirus o
wysokim mianie przez cate swojgcie we wszystkich wydalinach i wydzielinackydac
gldbwnym zrodiem tego patogenu w stadzie. Zwalczanie zakaviaze st z identyfikacy i
usuwaniem ze stada osobnikéw Pl. Wik wystpowania zwiergt Pl na poziomie stada
jest niski i wynosi od 0,5% do 2%, dlatego wykrytyeh zwierat wymaga zbadania catego
stada, a die zr@nicowanie genetyczne iantygenowe wirusa dodatkoutoudnia
identyfikacg zaka&onych zwierat. R@norodnd¢ genetyczna wirusa w Polsce nie byta
okreslona. Brak bada dotyczicych charakterystyki molekularnej wirusa wysijacego w
naszym kraju sprawikze jednym z celéw pracy byta charakterystyka molaind i analiza
filogenetyczna izolatébw BVDV kgacych na terenie Polski.

Analize filogenetyczm wykonano dla dwéch fragmentow genomu wirusa: 5'UTR
NP, Wszystkie izolaty wirusa nalaty do jednego z pciu podtypéw genotypu 1 wirusa 1b,
1d, 1e, 1f i 1g oraz do jednego podtypu genotypa djanowicie 2a. \&fdd analizowanych
izolatow nie zidentyfikowano genotypu BVDV-la (domjacego w szczepionkach) oraz
atypowego pestiwirusa byglego BVDV-3 (opisanego niedawno w Ameryce Potudmioiv
we Wioszech). Tylko w jednym stadzie stwierdzonewims¢ dwoch rénych podtypow 1b i
1f wirusa. W przypadku stad, gdzie zidentyfikowam@cej nz 1 zwierz; Pl zakaone tym
samym podtypem wirusa, stwierdzono wysoki procemteniycznéci sekwencji
nukleotydowych tych izolatow. Genotyp 2 BVDV spowedht znaczne straty ekonomiczne
w stadzie szczepionym przeciwko BVDV-1 i zostat zofowany od zdrowych klinicznie
zwierzt. Nie stwierdzono zakmosci geograficznej wzghlem wys¢powania poszczegdélnych
podtypdw wirusa. Na podstawie badairusologicznych i filogenetycznych przedstawiohyc
W prezentowanej rozprawie mua stwierdzi, ze wystpowanie BVDV na terenie Polski ma
charakter powszechny, ach@dsetek osobnikéw Pl w badanych stadach ksztaktsiyana
normalnym poziomie pownej 3%.

Zatazeniem drugiego etapu badhyto opracowanie technik biologii molekularnej do

wykrywania i okrélania statusu zakan BVDV oraz metod genotypowania bez konieczio



sekwencjonowania wyosobnionych izolatéw. Jak wykabadania wiasne, metoda real-time
RT-PCR z zastosowaniem sond TagMan pozwala na szydkosciowa i ilosciowa ocerg
obecndci materiatu genetycznego BVDV w badanej probcetdda mae by wykorzystana
do badania zwient niezalenie od ich wieku, statusu immunologicznego i teg&im
podtypem wirusa byty zakane. Za pomacwyznaczonych progow waloi granicznych Ct
mozliwe byto odr&nienie zakaenia ostrego od zakenia trwatego podczas jednokrotnego
badania. Wysoka czué opracowanej metody, ktGra znacznie przeswata czutéé testu
ELISA antygenowa (ELISA Ag) pozwalata tak na pulowanie probek, co znacznie
zmniejszato koszty badania. Metoda cechuje wsiysoky powtarzalnécia, czutGcia

I specyficzndcia.

Zaprojektowana metoda analizy restrykcyjnej praduk amplifikacji klasycznego
RT-PCR na podstawie sekwencji izolatow terenowyohwmlita na skuteczne rozndienie
podtypéw BVDV-1: 1a, 1b, 1d, le, 1f, 1g oraz BVD¥-2zolatow wystpujacych w
populacji bydta w Polsce. Za pompcwybranych enzyméw uzyskano 7 wzoréw
restrykcyjnych, z ktérych kaly byt specyficzny tylko dla jednego podtypu wirugieki
zastosowaniu analizy do badania wgae] niesklasyfikowanych izolatow udato ¢si
zidentyfikowa& po raz pierwszy w Polsce podtyp 1le wirusa, uzyskujowy wzor
restrykcyjny. Wynik ten zostat potwierdzony mejosekwencjonowania. Przeprowadzone
badania pozwolity na stwierdzenieg analiza restrykcyjna umlwia szybkie genotypowanie
izolatow BVDV z doktadnécia zblizona do sekwencjonowania.

Opracowana oryginalna metoda amplifikacji kawej (CPA) z ayciem dwoch
zestawoOw starterow umliwiata szybkie i ekonomiczne wykrywanie zeka BVDV-1 oraz
BVDV-2. Technika CPA nie wymaga zastosowania drggie specjalistycznego spitzi, a
reakcja przeprowadzana jest wzda wodnej w warunkach statej temperatury. Granica
wykrywalncdici dla tej metody zostata oznaczonazyaiem rozciéczer standardow RNA, a
jej czutags¢ byta wystarczaica, aby wykrg zwierzta zakaone trwale. Jest to metoda
jakosciowa, ktora nie umdiwia rozréznienia genotypéw wirusa. Za pompotej metody
mozna wykry¢ wszystkie genotypy wirusa, ktére do tej pory ziygékowano w Polsce. Oba
zestawy starteroOw nie wykrywajzolatow atypowego pestiwirusa bydégo, nie uzyskano
rowniez wynikéw fatszywie dodatnich w przypadku probek mje/ch i kontroli ujemnej.
Otrzymane wyniki zostaly potwierdzone testem reakt RT-PCR oraz RT-PCR.
Opracowana metoda diagnostyczna jest pierwszswiecie, ktdra wykorzystuje techrgk
CPA do wykrywania zaken BVDV.



