
W  sierpniu 2006  r. choroba niebie-
skiego języka (bluetongue – BT) 

pojawiła się w krajach Europy Północ-
nej. Do 1  lutego 2007  r. zarejestrowano 
2120 ognisk w Belgii, Holandii, we Fran-
cji, w Luksemburgu oraz w Niemczech. 
Przyczyną epizootii był serotyp 8 wirusa 
(BTV-8). Przed 2006  r. choroba niebie-
skiego języka występowała głównie w kra-
jach basenu Morza Śródziemnego, gdzie 
stwierdzano serotypy 1, 2, 4, 9, 16. Lata 
2007–2008 to okres dalszego szerzenia się 
BTV-8 oraz BTV-1 w Europie. W 2008 r. 
BTV‑8 pojawił się u bydła w południo-
wo-wschodnim regionie Zjednoczone-
go Królestwa, a w latach 2008–2009 ten 
sam wirus krążył w  północnych Wło-
szech (1). Od 2007 do 2015 r. w Europie 
Zachodniej i Środkowej wykryto siedem 
serotypów BTV (2). Wiosną 2007 r. wiele 
krajów przystąpiło do masowych szcze-
pień przeciwko BTV-8 i BTV-1 zwierząt 
wrażliwych. W 2009 r. w Belgii, Holandii 
i Niemczech zarejestrowano przypadki BT 
związane ze szczepieniami. W tym samym 
roku BTV-8 dotarł do Norwegii i Szwecji. 
Badania i obserwacje epidemiologiczne 
wskazywały, że obok kuczmanów (Culi-
coides), które są głównym wektorem sze-
rzenia się wirusa, również wymiana han-
dlowa i przemieszczanie (transport) zwie-
rząt wrażliwych na zakażenie odgrywa 
określoną rolę w  transmisji BTV do re-
gionów wolnych od wirusa i choroby. Stąd 
rozporządzenie 1266/2007 wprowadzało 

monitoring i nadzór nad występowaniem 
BTV, restrykcje w przemieszczaniu zwie-
rząt wrażliwych oraz szczepienia jako 
główne elementy kontroli rozprzestrzenia-
nia wirusa. Załącznik III rozporządzenia 
1266/2007 zezwala na zwolnienie z zaka-
zu opuszczania strefy zamkniętej zwierząt 
wrażliwych na zakażenie, jeśli zwierzęta 
podczas transportu do miejsca przezna-
czenia zostaną zabezpieczone przed ata-
kiem wektora (kuczmany), a także zosta-
ną spełnione określone warunki. Regula-
cje zawarte w rozporządzeniu 1266/2007 
są o tyle dotkliwe, że zwierzęta ze strefy 
zamkniętej mogą być zwolnione z zaka-
zu opuszczania tej strefy po 2  latach od 
ostatniego przypadku.

Ogniska BT, a  właściwie epizootia 
BT, która w 2009 r. wystąpiła we Francji, 
w Hiszpanii, Niemczech i Wielkiej Bryta-
nii spowodowała ogromne straty ekono-
miczne jako skutek śmiertelności zwie-
rząt, obniżonej produkcyjności i  zakazu 
przemieszczania zwierząt (3, 4). Zatem 
rola badań i  szczepień zwierząt wrażli-
wych stanowiących warunki zwolnienia 
z zakazu opuszczania strefy zamkniętej 
była drogą do ograniczenia tych strat. Jak 
wykazują dotychczasowe doświadczenia 
zebrane w opinii naukowej Europejskie-
go Urzędu ds. Bezpieczeństwa Żywności 
(EFSA), szczepienia prowadzone nawet 
przez 3 lata nie eliminują choroby niebie-
skiego języka i może się ona pojawić po-
nownie (5, 6). Dyrektywa 2000/75/EC usta-
nawia strefę ochrony o promieniu 100 km 
wokół ogniska choroby i  strefę nadzoru 
o głębokości 50 km, która wyznaczana 
jest na zewnątrz strefy ochrony. Artyku-
ły 9 i 10 dyrektywy 2000/75/EC dopusz-
czały szczepienia tylko w strefie ochro-
ny. W tym czasie – lata 2008–2009 – na 
skutek wystąpienia ognisk choroby we 
wschodnich landach Niemiec 43 powia-
ty w Polsce wzdłuż granicy z Niemcami 
znalazły się w strefie ograniczenia prze-
mieszczeń zwierząt wrażliwych. W wy-
niku wdrożonych przez Inspekcję Wete-
rynaryjną działań Polska została uznana 
przez Komisję Europejską za kraj wolny od 

BT 1 czerwca 2010 r. W kontekście przed-
stawionych informacji, aktualnej sytuacji 
epizootycznej choroby niebieskiego języ-
ka w Europie, to jest wystąpienie BTV‑4 
w krajach południowo-wschodniej Euro-
py oraz ponowne pojawienie się BTV-8 
we Francji w 2015 r. – w celu zabezpie-
czenia Polski przed wprowadzeniem wi-
rusa wykonywane są badania laboratoryj-
ne zwierząt wrażliwych, które docierają 
do Polski w ramach handlu wewnątrzw-
spólnotowego. Zgodnie z zapisami ust. 18 
preambuły rozporządzenia 1266/2007 we-
dług opinii panelu naukowego ds. zdrowia 
i dobrostanu zwierząt EFSA z 24 kwiet-
nia 2007 r. przemieszczanie zwierząt im-
munizowanych w następstwie stosowa-
nia szczepionki lub zwierząt, które naby-
ły odporność drogą naturalną, może być 
uważane za bezpieczne bez względu na 
krążenie wirusa w miejscu ich pochodze-
nia czy obecność wektora w miejscu prze-
znaczenia. Konieczne jest, aby zwierzęta 
poddane szczepieniu spełniały określone 
warunki przed opuszczeniem strefy za-
mkniętej, zawarte w załączniku III ust. 5 
rozporządzenia 1266/2007. Zwierzęta po-
winny pochodzić ze stada, dla którego 
kompetentne władze zaakceptowały pro-
gram szczepień, zwierzęta były szczepio-
ne szczepionką przeciwko określonemu 
serotypowi lub serotypom występującym 
bądź mogącym występować na określo-
nym obszarze epidemiologicznym pocho-
dzenia zwierząt, zwierzęta są w okresie od-
porności poszczepiennej gwarantowanej 
przez producenta szczepionki oraz zwie-
rzęta te spełniają co najmniej jeden z na-
stępujących warunków:
a)	� zostały poddane szczepieniom przynaj-

mniej 60 dni przed datą przemieszcze-
nia;

b)	� były szczepione szczepionką inaktywo-
waną w terminie, który zapewnia wy-
tworzenie skutecznej odporności, który 
to termin został określony w specyfika-
cji szczepionki zaaprobowanej do sto-
sowania w danym programie szczepień, 
a zwierzęta poddano zgodnie z Pod-
ręcznikiem OIE testowi na obecność 
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czynnika, uzyskując wynik negatywny, 
a  test wykonano przynajmniej 14 dni 
po wytworzeniu odporności, który to 
termin został określony w specyfikacji 
szczepionki użytej w zaakceptowanym 
programie szczepień;

c)	� były wcześniej zaszczepione i poddane 
rewakcynacji szczepionką inaktywowa-
ną w okresie trwania odporności gwa-
rantowanym w specyfikacji szczepion-
ki zaaprobowanej w programie szcze-
pień;

d)	� były utrzymywane w okresie wolnym se-
zonowo od wektora, określonym zgod-
nie z przepisami załącznika V, zwie-
rzęta były trzymane od urodzenia lub 
przez okres co najmniej 60 dni w stre-
fie sezonowo wolnej od choroby niebie-
skiego języka oraz zostały zaszczepio-
ne szczepionką inaktywowaną przed 
okresem niezbędnym do wytworzenia 
odporności określonym w specyfikacji 
szczepionki zaaprobowanej w progra-
mie szczepień.
Włochy dopuszczają import zwie-

rząt wrażliwych ze stref zamkniętych 
Austrii i Francji już 10 dni po zakończe-
niu szczepień.

Od szczepionek BTV oczekuje się re-
dukcji liczby przypadków klinicznych, in-
dukcji przeciwciał neutralizujących wirus 
i, co najważniejsze, zapobiegania wiremii, 
a przez to ograniczenie transmisji wiru-
sa. Jednak, jak wskazują publikacje, wy-
niki badań wykonane zgodnie z zalece-
niami Podręcznika OIE (7, 8) mogą po-
wodować problemy z interpretacją statusu 
immunologicznego i epidemiologicznego 
przemieszczanych zwierząt szczególnie 
w kontekście szczepień, terminów i miej-
sca wykonania badań – przed wysyłką czy 
po przybyciu zwierząt do miejsca prze-
znaczenia. Przytoczone powyżej przepi-
sy wskazują na reżim, w  jakim stosowa-
ne są szczepienia, i  stąd niezwykle waż-
na jest informacja, jaka towarzyszy danej 
przesyłce zwierząt. Nie wszystkie uod-
porniane zwierzęta są chronione przed 
zakażeniem/wiremią i dlatego powinny 
być badane serologicznie i wirusologicz-
nie przed wysyłką. Dodatkową trudność 
sprawia liczba serotypów BTV, bowiem 
wyniki uzyskiwane dla jednego serotypu 
nie powinny być odnoszone do innych se-
rotypów BTV. Oprócz tego w obrębie tej 
grupy wirusów występują różne linie ewo-
lucyjne lub topotypy w zależności od ich 
geograficznego pochodzenia. Umożliwia 
to różnicowanie wariantów BTV nawet 
w obrębie tego samego serotypu pocho-
dzących z różnych źródeł (9, 10, 11, 12). 
Dlatego trudne jest określenie jednolitych 
zaleceń postępowania we wszystkich sy-
tuacjach i należałoby stosować analizę 
ryzyka uwzględniającą wiele czynników 
mogących rzutować na status i  sytuację 

epidemiologiczną przemieszczanych i ba-
danych zwierząt. Tak jak w przypadku 
wielu innych chorób zakaźnych real time 
RT-PCR (rtRT-PCR) jest stosowany także 
w diagnostyce choroby niebieskiego języ-
ka, dając możliwość bezpośredniego wy-
krycia wirusowego RNA w próbkach krwi 
od zwierząt wrażliwych.

Dodatni wynik rtRT-PCR BTV wska-
zuje na obecność u zwierząt materiału ge-
netycznego wirusa choroby niebieskiego 
języka. Pojawia się zatem pytanie o zwią-
zek, zależność pomiędzy występowaniem 
u zwierząt wirusa choroby niebieskiego 
języka (zwierzęta „zakaźne”) a obecno-
ścią materiału genetycznego (kwasu nu-
kleinowego) wirusa choroby niebieskie-
go języka (zwierzęta „niezakaźne”, po-
mimo dodatniego wyniku rtRT-PCR). 
W  przypadku choroby niebieskiego ję-
zyka występuje szczególne zjawisko, na 
które wskazują publikacje naukowe, że 
„okres zakaźny” przyjęty w Podręczniku 
OIE (2016), rozdz. 8.3. Infection with Blu-
etongue artykuł 8.3.1. wynosi 60 dni i nie 
pokrywa się z okresem, w którym moż-
na stwierdzić obecność materiału gene-
tycznego wirusa choroby niebieskiego ję-
zyka w teście rtRT-PCR (13, 14). Wyni-
ki badań przedstawione w publikacjach 
wskazują, że materiał genetyczny BTV-8 
może być wykrywany testem rtRT-PCR do 
ok. 157–180 dnia po zakażeniu ekspery-
mentalnym (15, 16, 17), a według danych 
z literatury okres utrzymywania się wire-
mii zależy od serotypu BTV, typu zakaże-
nia (naturalne, eksperymentalne), wieku 
zwierzęcia i metody izolacji wirusa (18). 
W  2008  r. u  kóz w  rejonie Toggenburg 
w Szwajcarii wykryty został nowy sero-
typ BTV-25 (19, 20). Kozy nie wykazywa-
ły żadnych objawów klinicznych choro-
by, pomimo że wirus był obecny we krwi 
przez ponad rok. Pięć ze 110 kóz reago-
wało dodatnio na BTV-25 przez okres 
19–25 miesięcy. Krwi tych kóz użyto do 
eksperymentalnego zakażenia kóz nega-
tywnych i wykazano wzrastające poziomy 
wirusowego RNA. Autorzy uznali, że wy-
niki tego eksperymentu dostarczają do-
wodów na znacznie dłuższe utrzymywa-
nie się w organizmie zwierząt zakażonych 
wirusa niż dotychczas sądzono na przy-
kładzie innych serotypów BTV. Z punk-
tu widzenia epizootiologii BTV i analizy 
ryzyka jest to niezwykle istotna informa-
cja, która każe z rozwagą interpretować 
wyniki uzyskiwanych badań. Badaczom 
nie udało się wyizolować tego wirusa ani 
w hodowli komórkowej, w zalężonych ja-
jach kurzych, ani poprzez zakażenie my-
szy. Dlatego metoda RT-PCR była jedyną 
metodą z wyboru wykrywania tego sero-
typu. W rozdziale 2.1.3. Podręcznika OIE 
(2014) w punkcie 1.3. Molecular methods 
– detection of nucleic acid zawarta jest 

uwaga, że „Technika RT-PCR zapewnia 
szybką identyfikację wirusowego kwasu 
nukleinowego BT w krwi i innych tkan-
kach zakażonych zwierząt”. Istotne jest to, 
że diagnostyka oparta na RT-PCR powin-
na być interpretowana z ostrożnością, po-
nieważ procedura RT-PCR będzie wykry-
wać specyficzny dla wirusa kwas nukleino-
wy, podczas gdy „żywy” wirus może już 
nie występować i nie dochodzi do usta-
nowienia nowego zakażenia u  owadów 
(wektor) lub ssaków (gospodarz). Stąd do-
datni wynik RT-PCR niekoniecznie wska-
zuje na obecność zakaźnego wirusa (21). 
W świetle najnowszych danych literatu-
rowych przytoczonych powyżej ostatnia 
informacja wymaga komentarza. Albo-
wiem nieprzypadkowo znalazło się tu sło-
wo „niekoniecznie”. Według jednych auto-
rów wartość Ct uzyskana w teście RT-PCR 
na poziomie 26–27 daje możliwość izola-
cji wirusa z takiej próbki, ale według in-
nych przy Ct=30 można również wyizo-
lować wirus BT. Zaskakujący był fakt sto-
sunkowo długiego okresu, kiedy wysokie 
miano przeciwciał neutralizujących wy-
stępowało równocześnie z wysokim mia-
nem wirusa. Z próbek polskich przesła-
nych w 2012 r. do unijnego laboratorium 
referencyjnego dla BT (EU-RL), które mia-
ły Ct na poziomie 24–33, laboratorium 
w Pirbright wyizolowało BTV-14, którego 
sekwencja nukleotydowa genu kodującego 
białko VP2 w ponad 90% wykazywała po-
dobieństwo do sekwencji nukleotydowej 
referencyjnego szczepu BTV wykorzysty-
wanego w Republice Południowej Afryki 
do produkcji szczepionki przeciwko BTV. 
Jest oczywiste, że im system detektorowy 
jest czulszy, tym łatwiej wirus wyizolować. 
Najczulszym według danych literatury jest 
zakażenie owiec i taką metodę zastosowa-
ło EU-RL w Pirbright w stosunku do prób-
ki przesłanej z Polski. Nie ma jednoznacz-
nie określonej wartości Ct, od której moż-
na by stwierdzić brak zakaźnego wirusa 
w próbce krwi na podstawie wyniku ba-
dania RT-PCR. Ważny jest system, jaki za-
stosowano do izolacji wirusa BT (hodowle 
komórkowe, zalężone jaja kurze, ekspery-
mentalne zakażenie zwierząt wrażliwych). 
Nie mniej istotny jest serotyp wirusa BT, 
czego dowodem jest przytoczony powy-
żej serotyp BTV-25. Zarówno dodatni wy-
nik testu izolacji wirusa BT, jak i stwier-
dzenie obecności jego materiału gene-
tycznego wskazują na kontakt zwierzęcia 
z wirusem. Jednak należy zaznaczyć, że 
test RT-PCR może dawać wynik dodatni 
u zwierząt szczepionych szczepionką in-
aktywowaną przeciwko chorobie niebie-
skiego języka. W tym ostatnim przypad-
ku wyniki badań różnych autorów znacz-
nie odbiegają od siebie. Eschbaumer i wsp. 
(22) wykonali eksperymentalne zakażenie 
u owiec immunizowanych inaktywowaną 
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szczepionką BTV-8. Wirus do zakażenia 
kontrolnego pochodził z  epizootii BT, 
która miała miejsce w Aachen w Niem-
czech w 2007 r. Spośród 17 zaszczepio-
nych owiec dodatni wynik w badaniu se-
rologicznym uzyskano u 16 zwierząt. Dla 
jednej z immunizowanych owiec uzyska-
no wynik dodatni w rtRT-PCR o warto-
ści Ct=36 (22). Jeśli tym immunizowa-
nym owcom podano „żywy, zakaźny wirus 
BT” i u jednej stwierdzono dodatni wy-
nik na poziomie Ct=36, to czy przy świa-
domości, że immunizowana owca zaka-
żona została „żywym wirusem BT” moż-
na uznać, że wynik Ct na poziomie  36 
nie stanowi ryzyka transmisji wirusa do 
innych zwierząt wrażliwych? I  chociaż 
ten dodatni wynik rtRT-PCR wystąpił 
w 10 dniu, a kolejne pobrania były nega-
tywne, to wydaje się, że teza o braku za-
kaźności BTV przy Ct powyżej 26 może 
być ryzykowna. W przytoczonym ekspe-
rymencie zarówno warunki immunizacji, 
jak i zakażenia eksperymentalnego podle-
gały ścisłej kontroli. Dodatkowo, jak po-
dali Eschbaumer i wsp. (22), nieoczekiwa-
nie jedna z kontrolnych, nieimmunizowa-
nych owiec uległa serokonwersji, chociaż 
testem rtRT-PCR nie wykryto materiału 
genetycznego BTV. Świadczy to o moż-
liwości transmisji wirusa użytego do za-
każenia kontrolnego owiec immunizowa-
nych do wrażliwych owiec kontrolnych. 
Zatem sugestia/twierdzenie, że zwierzę-
ta immunizowane są „bezpieczne”, może 
nie do końca być słuszna.

Badacze włoscy Gialleonardo i wsp. 
(23), badając okres utrzymywania się wi-
remii u bydła zakażonego BTV-8 w zależ-
ności od dawki wirusa, wykazali, że wire-
mia występowała przez 39 dni po zakaże-
niu, natomiast test rtRT-PCR wykrywał 
wirusowe RNA do 151 dnia po zakażeniu. 
Autorzy ci dodają także, że nie wszystkie 
zwierzęta uodporniane są chronione przed 
wiremią będącą następstwem zakażenia 
i powinny być badane serologicznie i wi-
rusologicznie przed wysyłką. Metodą, jaką 
zalecają, jest test rtRT-PCR jako najczul-
szy i wysoce specyficzny. Takie postępo-
wanie powinno zapobiec wysyłce zwie-
rząt zakażonych, które są głównym źró-
dłem rozprzestrzenia BTV. Ale też dodają, 
że w teście rtRT-PCR uzyskuje się wyniki 
dodatnie w dłuższym okresie niż trwa wi-
remia. Niestety, nie udało im się znaleźć 
korelacji pomiędzy wartością Ct a obec-
nością zakaźnego wirusa. Na początku 
eksperymentu BTV był izolowany z pró-
bek o Ct=30, podczas gdy po 39 dniach od 
zakażenia nie było możliwe wyizolowanie 
wirusa, pomimo że stwierdzane wartości 
Ct wynosiły poniżej 30 (23).

Moulin i wsp. (24) immunizowali owce 
szczepionką BTV8 (MSD) i zakażali eks-
perymentalnie BTV-8. Wyniki badania 

rtRT-PCR wykazały, że owce immunizo-
wane miały niższe średnie wartości Ct niż 
owce kontrolne. U  jednej z uodpornio-
nych owiec rozwinęła się wiremia. War-
tości Ct skategoryzowano wg następują-
cego klucza:

–– Ct>=35 – wiremia negatywna,
–– Ct 30<=Ct<35 – wiremia wątpliwa,
–– Ct 30< – wiremia dodatnia.

Oceniając wyniki RT-PCR według po-
wyższego klucza, autorzy stwierdzili wire-
mię u jednej ze szczepionych owiec.

Z kolei Oura i wsp. (25) uodporniali 
owce szczepionką BTV8 INTERVET, a na-
stępnie poddawali je zakażeniu kontrol-
nemu. W celu określenia, czy u zwierząt 
immunizowanych szczepionką BTV inak-
tywowaną wykrywa się wirusowe RNA, 
grupę 33 owiec uodporniano, a następnie 
badano testem rtRT-PCR w pierwszym 
i  siódmym dniu po podaniu szczepion-
ki. U żadnego z 33 zwierząt immunizo-
wanych nie wykrywali wirusowego RNA. 
Grupę 7 owiec autorzy poddali zakażeniu 
kontrolnemu. U sześciu z siedmiu owiec 
uodpornianych wykrywano przeciwciała 
BTV w sELISA (sandwich double anty-
gen) i SNT (test seroneutralizacji) w dniu 
zakażenia kontrolnego, ale nie wszystkie 
z nich reagowały dodatnio w teście cELI-
SA (competitive ELISA). Zakażenie kon-
trolne wypadło negatywnie u 6 owiec – 
nie wystąpiły u nich objawy kliniczne ani 
nie wykrywano wirusowego RNA. U jed-
nej owcy, u której nie wykrywano prze-
ciwciał BTV, nie obserwowano objawów 
klinicznych BT, temperatura ciała była 
poniżej 40°C, ale rozwinęła się u niej wi-
remia utrzymująca się od 2 dnia po zaka-
żeniu kontrolnym przez okres 21 dni (ko-
niec obserwacji). U owcy tej wartości Ct 
były niższe w porównaniu do owiec kon-
trolnych (nieuodpornianych). Nie moż-
na wykluczyć sytuacji, że szczepienie tej 
owcy wykonano niewłaściwie, co skutko-
wało niepełną ochroną. Autorzy podkre-
ślają słabą korelację pomiędzy wynikami 
cELISA (brak przeciwciał BTV u 3 owiec) 
a wynikiem zakażenia kontrolnego. Pomi-
mo wyniku negatywnego cELISA owce 
te nie wykazywały objawów klinicznych 
BT i pozostały wirusologicznie negatyw-
ne po zakażeniu kontrolnym. Oura i wsp. 
(25) przytaczają obserwacje Unijnego La-
boratorium Referencyjnego dla BT w Pir-
bright, które stwierdzało, że wiele z uod-
pornianych owiec w kampanii szczepień 
2008  r. nie posiadało przeciwciał w  te-
ście cELISA. Pojawiło się zatem pyta-
nie: czy wynik cELISA odzwierciedla ni-
ską immunogenność szczepionki, czy ni-
ską czułość testu cELISA? Wyniki badań 
Oury i wsp. (25) wykazały, że cELISA ma 
niższą czułość niż sELISA. Autorzy zale-
cają test sELISA do badania efektywności 
szczepień BTV.

Zagadnienie występowania dodatnich 
reakcji rtRT-PCR u owiec szczepionych 
przeciwko BTV-8  poruszane jest tak-
że w publikacji Steinrigl i wsp. (26). Au-
torzy podają, że od początku szczepień 
BTVPUR AlSap 8 w 2008 r., często reje-
strowali dodatnie wyniki rtRT-PCR przy 
wysokich wartościach Ct wskazujące na 
obecność niskich koncentracji wirusowe-
go RNA w próbkach od zwierząt. Typo-
we było, że badanie rtRT-PCR wypada-
ło negatywnie dla próbek pobranych po-
nownie kilka dni do kilku tygodni później. 
Na tej podstawie postawiono hipotezę, że 
choć szczepionka przeciwko BTV-8 zo-
stała podana podskórnie, to dostawała 
się do krwiobiegu i w konsekwencji wy-
krywana była w  teście rtRT-PCR. Stąd 
badacze podjęli próbę eksperymental-
nego potwierdzenia tej hipotezy. Bada-
li oni za pomocą RT-qPCR (rtRT-PCR 
z  analizą ilościową) obecność wiruso-
wego RNA w  próbkach krwi od pięciu 
owiec uodpornianych komercyjną, inak-
tywowaną szczepionką BTVPUR AlSap 8 
(Merial, Francja). Każdej owcy poda-
no jedną dawkę szczepionki – 1 ml pod-
skórnie. Eksperyment wykonano w mie-
siącach lipiec–sierpień. U czterech owiec 
zarejestrowano łagodny wzrost tempe-
ratury ciała w 1–2 dniu po szczepieniu, 
a u trzech epizod ten powtórzył się po-
między 15 a 30 dniem obserwacji. Sero-
konwersja wystąpiła w dniu 5 i 7 po szcze-
pieniu. Obecność wirusowego RNA bada-
no metodą rtRT-qPCR w okresie 75 dni 
po szczepieniu, prowadząc amplifikację 
do 45  cyklu. Użyto trzech różnych ze-
stawów do przeprowadzenia rtRT-qPCR 
w celu wykrycia obecności RNA pocho-
dzącego ze szczepionki BTVPUR AlSap 8. 
U  wszystkich owiec wynik rtRT-qPCR 
wypadł dodatnio w  okresie do 7  dnia 
po szczepieniu, a  wartości Ct wahały 
się w zakresie 31,9–43 (26). Pojedyncze 
owce reagowały dodatnio do 15 dnia po 
szczepieniu. U jednej owcy wynik dodat-
ni rtRT-qPCR wystąpił jeszcze w 54 dniu 
po szczepieniu, ale już po 61  dniu od 
szczepienia nie wykryto dodatniej reakcji 
rtRT-PCR. Jest sprawą oczywistą, że czu-
łość metody rtRT-PCR jest wysoka – wy-
krywa kilka kopii poszukiwanych sekwen-
cji nukleotydowych. Autorzy austriac-
cy komentują, że o ile ta wysoka czułość 
rtRT-PCR jest korzystna z punktu widze-
nia jakości testu, to może ona prowadzić 
do wyników fałszywie dodatnich u zwie-
rząt szczepionych i  dodają, że test ten 
może wykrywać ślady kwasów nukleino-
wych pochodzących ze szczepionki i jest 
to stan przemijający (26). Autorzy doda-
ją, że Austria była krajem wolnym od BT 
przed i w okresie trwania eksperymentu, 
a dodatni terenowy przypadek BT wystą-
pił w okresie 2 miesięcy po zakończeniu 
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eksperymentu i  w  miejscu oddalonym 
o 200 km, co w zasadzie wykluczało moż-
liwość zakażenia owiec eksperymental-
nych szczepem terenowym BTV. Ponadto 
stwierdzają, że wirusowe RNA stanowiące 
ekwiwalent 0,5 µl szczepionki (zastosowa-
na dawka 1 ml) było wykrywane we krwi 
owiec w pierwszym dniu po szczepieniu 
BTVPUR AlSap 8 (ustalono na podstawie 
rozcieńczeń szczepionki). To sugeruje, że 
tylko bardzo minimalne ilości szczepionki 
dostają się do układu krążenia. Można to 
wyrazić jako równoważnik 0,03 µl szcze-
pionki rozcieńczonej w 3 litrach krwi, co 
odpowiada owcy o masie 60 kg. Autorzy 
zaznaczają, że producent szczepionki nie 
podaje liczby cząstek wirusowych w daw-
ce szczepionki (26).

Wyniki badań zespołu Steinrigl (26) po-
zostają w kontrowersji do wyników Oury 
i wsp.(25). Jednak nie można zastosować 
prostego porównania, ponieważ oba zespo-
ły wykonały badania dla innych szczepio-
nek i w odniesieniu do innego fragmentu 
genomu BTV oraz zastosowały inne pro-
tokoły rtRT-PCR. W przypadku Oury (25) 
była to szczepionka BTV-8 vaccine Inte-
rvet, Boxmeer, Holandia i segment 1 BTV 
w badaniu rt RT-PCR. Natomiast Steinrigl 
i wsp. (26) wykonali badania ze szczepion-
ką BTVPUR AlSap 8 firmy Merial, Francja 
i w odniesieniu do segmentu 5 BTV tech-
niką rtRT-qPCR.

Zientara i Sánchez-Vizcaíno (27), oma-
wiając epizootię BT w Europie, podkre-
ślają, że serotyp BTV-8, który pojawił się 
w północnej Europie, był wysoce zjadliwy 
dla bydła, owiec i wielbłądów południo-
woamerykańskich, był w stanie przenikać 
barierę łożyskową, co nie było cechą typo-
wą dla szczepów BTV izolowanych dotąd 
w Europie. W celu ograniczenia strat Ko-
misja Europejska zaakceptowała programy 
zwalczania epizootii BT poprzez stosowa-
nie szczepionek i programów szczepień. 
W latach 2006–2013 użyto ponad 100 mln 
dawek szczepionki, uzyskując szybki spa-
dek liczby ognisk choroby. W  kolejnej 
publikacji Zientara i wsp. (28) przedsta-
wiają trudności z interpretacją wyników 
badań testu RT-PCR we Francji. Ilościo-
wy rtRT-PCR był i  jest metodą diagno-
styczną w programach nadzoru nad wy-
stępowaniem choroby. W 2007 r. wykry-
to we Francji ponad 14 tys. przypadków 
BT, ponad 38  tys. w  2008  r., mniej niż 
90 w 2009 r. i tylko jeden w 2010 r. W la-
tach 2009–2010 ponad 80% pogłowia by-
dła, owiec i kóz zostało zaszczepione we 
Francji. Pozytywną diagnozę postawiono 
u zwierząt z niską wartością Ct (poniżej 
25) i wykazujących jednocześnie objawy 
kliniczne sugerujące chorobę niebieskie-
go języka. Autorzy przedstawiają sze-
reg przypadków (ok. 100) dodatnich wy-
ników rt-RT-PCR wykrytych w  okresie 

2009–2010  z  wysokimi wartościami Ct 
>33. Zwierzęta nie wykazywały objawów 
klinicznych choroby. Zakażanie zalężo-
nych jaj kurzych, hodowli komórkowych 
KC (owadzich) dało wynik negatywny. 
Ponowne badania w 15 dniu po pierw-
szym pobraniu próbek dały również wy-
nik negatywny. Następnie w okresie od 
czerwca 2009  r. do grudnia 2010  r. wy-
kryto 1792 dodatnie w rt-RT-PCR prób-
ki dostarczone do laboratorium w  ra-
mach aktywnego monitoringu BT (28). 
Autorzy sugerują, że część tych dodat-
nich wyników była efektem krążenia wi-
rusa w 2009 r., a część była następstwem 
szczepień. W 95% próbek nie udało się 
ustalić serotypu wirusa, ale wśród próbek, 
dla których ustalono serotyp, w 83% był to 
BTV-8, w 16,4% był to BTV-1, a w 0,6% był 
to równocześnie serotyp BTV-8 i BTV-1. 
W 2011 r. sytuacja ta się powtórzyła – do-
datnie wyniki rt-RT-PCR wystąpiły w zi-
mie, w pierwszych kilku miesiącach roku, 
kiedy nie było wektora, nie szczepiono 
zwierząt i nie stwierdzono kontaminacji 
laboratoryjnej próbek. Autorzy dodają, 
że trudno określić, czy te dodatnie wyni-
ki rtRT-PCR wystąpiły jako skutek krąże-
nia wirusa, utrzymywania się wirusowe-
go RNA w organizmie zwierząt, czy może 
wykrywano genom BTV obecny w szcze-
pionce inaktywowanej. Wyniki te spowo-
dowały alarm w krajach, które doświad-
czyły epidemii BT i gdzie osiągnięto do-
bre efekty zwalczania choroby. Tak może 
się dziać, gdy szczepienia i monitorowa-
nie występowania choroby prowadzone 
są jednocześnie (28).

Spedicato i wsp. (29), badając na owcach 
skuteczność szczepionki BTVPUR AlSap 8, 
nie wykrywali wirusowego RNA w prób-
kach od zwierząt, które zakażano ekspe-
rymentalnie w 14 dniu po szczepieniu 
i wykrywali wirusowe RNA u 2 z 6 owiec 
zakażanych w 7 dniu po podaniu szcze-
pionki. Autorzy sugerują, że owce mogą 
być wprowadzone do rejonu wolnego od 
BTV po 20–30 dniach (maksymalny okres 
wiremii u owiec uodpornianych i podda-
nych zakażeniu kontrolnemu), jeśli poda-
no jedną dawkę szczepionki.

Najnowsza wersja opinii naukowej EFSA 
(marzec 2017 r.) podkreśla, że zakażenie 
BTV u przeżuwaczy utrzymuje się długo, 
ale nie jest ono trwałe. Długość okresu wi-
remicznego w części zależy od okresu ży-
cia krwinek czerwonych. Zgodnie z opinią 
OIE, na podstawie analizy danych z praw-
dopodobieństwem >99% można przyjąć, że 
okres zakaźny trwa u przeżuwaczy 60 dni. 
U bydła dorosłego wiremia zanika przed 
9  tygodniem. Ten 60-dniowy okres za-
kaźności jest znacznie krótszy niż okres 
do 7 miesięcy, a może i dużej, w którym 
kwas nukleinowy BTV może być wykrywa-
ny we krwi przeżuwaczy testem RT-PCR. 

W konkluzji opinia naukowa EFSA stwier-
dza, że technika RT-PCR jest nadmiernie 
czuła w identyfikacji zwierząt „wirusowo 
dodatnich”.

Wobec przedstawionych powyżej da-
nych z literatury, kontrowersyjnych w od-
niesieniu do interpretacji wyniku do-
datniego PCR (rt-RT-PCR, rtRT-qPCR) 
u zwierząt uodpornianych szczepionka-
mi komercyjnymi kwestia, czy zwierzęta 
takie mogą stwarzać niebezpieczeństwo 
transmisji i być źródłem wirusa choroby 
niebieskiego języka dla wektorów pomi-
mo, że były szczepione przeciwko BTV 
– pozostaje otwarta. Osobną i chyba nie-
zwykle ważną sprawą jest status kraju 
względem BT. Polska jest krajem wol-
nym od choroby niebieskiego języka od 
1 czerwca 2010 r. i nie jest obojętne, czy 
na terytorium naszego kraju znajdują się 
zwierzęta zarówno RT-PCR, jak i  sero-
logicznie dodatnie (wyniki testów wska-
zują na kontakt z wirusem lub na zasto-
sowanie szczepionki p-ko BTV). Należa-
łoby nadmienić, że w latach 2007–2010, 
zgodnie z polityką Głównego Lekarza We-
terynarii, był zakaz szczepień, a zwierzę-
ta wprowadzane do Polski eliminowane 
były z hodowli, jeżeli którykolwiek z te-
stów, czy to RT-PCR, czy badania serolo-
giczne, wypadły dodatnio. Jednocześnie 
prowadzono i  prowadzi się nadal pro-
gram wykrywania występowania zaka-
żeń wirusem choroby niebieskiego języ-
ka w stosunku do bydła rodzimego. Pomi-
mo że rozporządzenie 1266/2007 uznaje 
zwierzęta szczepione szczepionką okre-
ślonego typu za bezpieczne, to nawet do-
datni wynik badania serologicznego rów-
nież powinien być rejestrowany, ponie-
waż może wskazywać na krążenie wirusa 
w danym regionie.
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Arginina należy do aminokwasów, 
które budzą szczególne zaintereso-

wanie badaczy, zwłaszcza w kontekście 
rozwoju organizmu we wczesnych okre-
sach życia. W ostatnich latach opubliko-
wano szereg badań przeprowadzonych na 
lochach, którym podawano dodatek ar-
gininy. Prace te dowodzą znaczenia tego 
aminokwasu dla prawidłowego rozwoju 
i  funkcjonowania łożyska oraz gruczo-
łu sutkowego.

Arginina jest substratem w syntezie 
tlenku azotu i poliamin, dlatego może od-
działywać na proces angiogenezy i prze-
pływ krwi w naczyniach krwionośnych. 
Aminokwas ten ma zasadniczy wpływ na 
wymianę substancji odżywczych i pro-
duktów przemiany materii między orga-
nizmem matki i płodu, a poprzez to regu-
luje wzrost i rozwój płodu (1). Niedobór 
białka w diecie ciężarnej samicy może za-
burzać te procesy. Wynika to z obniżonej 
zawartości argininy oraz upośledzenia syn-
tezy tlenku azotu i poliamin w łożysku (2). 
Inną przyczyną zaburzeń wzrostu płodów 
jest ograniczona dostępność aminokwa-
sów. Obniżone stężenia aminokwasów, 
między innymi argininy, mogą występo-
wać zarówno we krwi płodów, jak i w pły-
nie omoczniowym. Samice żywione paszą 
niedoborową w białko w pierwszej poło-
wie ciąży mogą utrzymać prawidłowe stę-
żenia aminokwasów we krwi dzięki mobi-
lizowaniu rezerw organizmu i ogranicze-
niu ich degradacji. Może jednak dojść do 
zaburzeń transportu aminokwasów z krwi 
matki do płodu (3).

Arginina jest głównym nośnikiem azo-
tu w  tkankach płodu. Azot aminokwa-
sowy stanowi 83–88% azotu zawartego 
w organizmie płodu w okresie od 40. do 

114. dnia ciąży. Od 60. dnia ciąży nastę-
puje stopniowy wzrost zawartości amino-
kwasów (4). Dodawanie argininy do die-
ty samicy między 14. a 25. dniem ciąży 
może zwiększyć przeżywalność płodów. 
Dowodzą tego badania przeprowadzone 
na loszkach, które otrzymywały dodatek 
argininy w ilości 0,4 lub 0,8% dawki po-
karmowej. Stwierdzono, że suplementa-
cja powoduje zwiększenie liczby żywych 
płodów. Dochodzi do zwiększenia objęto-
ści płynu owodniowego, który charakte-
ryzuje się wyższą zawartością większości 
aminokwasów i fruktozy. Więcej argininy 
gromadzi się we krwi matki oraz w pły-
nach omoczniowym i owodniowym (5). 
Podobnych obserwacji dokonano w ba-
daniach na loszkach, którym podawano 
dodatek argininy w  ilości 26 g dziennie 
w okresie od 14. do 28. dnia ciąży. Efek-
tem suplementacji była większa liczba ży-
wych płodów w 75. dniu ciąży. Dodatko-
wo wykryto korzystny wpływ argininy na 
proces miogenezy (6).

W kręgu zainteresowań naukowców 
znalazły się efekty suplementacji argininy 
od początku ciąży. Niedawno opubliko-
wano pracę, w której świnie żywione pa-
szą z 1,3-procentowym dodatkiem chloro-
wodorku argininy w pierwszym miesiącu 

Importance of l-arginine in fetal 
and neonatal pig development

Mirowski A.

Nutrition is one of the most important factors 
influencing health status. Arginine is a  basic 
functional amino acid. It is involved in regulating 
synthesis of nitric oxide, polyamines, and proteins. 
These substances enhance in turn, the uterine, 
placental and mammary glands growth and 
functions. Arginine supplementation during gestation 
period can improve the reproductive performance. 
First of all, it can enhance embryonic and fetal 
survival and growth. Total number of piglets born 
and born alive and also litter birth weight can be 
higher. Adding arginine to maternal diet during 
lactation can increase concentrations of amino acids 
in milk and also litter weight gains. The aim of this 
paper was to present the aspects connected with 
the importance of l-arginine in fetal and neonatal 
pig development.
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