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The problem with interpretation
of bluetongue PCR and cELISA results
in animals under intra community trade
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This paper was aimed at the presentation
of difficulties in the interpretation of bluetongue
(BT) diagnostic RT-PCR results in cattle. The possible
role of cattle vaccination with commercial vaccines
in the yielding a number of positive, real time RT-
PCR results was discussed. Also the relationship
between the RT-PCR Ct value and the potential
infectivity of an animal showing RT-PCR positive
result was described to address the question of BT
virus transmission between animals under intra-
community trade. Even weakly positive RT-PCR
result can cause the significant alarm in a country
that is free from bluetongue. The persistence of BT
virus in a host animal, versus the RT-PCR positive
result, in relation to the time elapsed from natural
infection or vaccination with inactivated vaccine,
was highlighted.
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W sierpniu 2006 r. choroba niebie-
skiego jezyka (bluetongue — BT)
pojawila sie w krajach Europy Péinoc-
nej. Do 1 lutego 2007 r. zarejestrowano
2120 ognisk w Belgii, Holandii, we Fran-
¢ji, w Luksemburgu oraz w Niemczech.
Przyczyna epizootii byt serotyp 8 wirusa
(BTV-8). Przed 2006 r. choroba niebie-
skiego jezyka wystepowata gléwnie w kra-
jach basenu Morza Srédziemnego, gdzie
stwierdzano serotypy 1, 2, 4, 9, 16. Lata
2007-2008 to okres dalszego szerzenia si¢
BTV-8 oraz BT V-1 w Europie. W 2008 r.
BTV-8 pojawil sie u bydla w potudnio-
wo-wschodnim regionie Zjednoczone-
go Krdlestwa, a w latach 2008—-2009 ten
sam wirus krazyl w péinocnych Wto-
szech (1). Od 2007 do 2015 r. w Europie
Zachodniej i Srodkowej wykryto siedem
serotypow BTV (2). Wiosng 2007 r. wiele
krajéw przystapito do masowych szcze-
pien przeciwko BTV-8 i BT V-1 zwierzat
wrazliwych. W 2009 r. w Belgii, Holandii
i Niemczech zarejestrowano przypadki BT
zwigzane ze szczepieniami. W tym samym
roku BTV-8 dotart do Norwegii i Szwecji.
Badania i obserwacje epidemiologiczne
wskazywaly, ze obok kuczmanéw (Culi-
coides), ktore sa gléwnym wektorem sze-
rzenia si¢ wirusa, réwniez wymiana han-
dlowa i przemieszczanie (transport) zwie-
rzat wrazliwych na zakazenie odgrywa
okreslona role w transmisji BTV do re-
gionéw wolnych od wirusa i choroby. Stad
rozporzadzenie 1266/2007 wprowadzalo
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monitoring i nadzér nad wystepowaniem
BTV, restrykcje w przemieszczaniu zwie-
rzat wrazliwych oraz szczepienia jako
gléwne elementy kontroli rozprzestrzenia-
nia wirusa. Zatacznik III rozporzadzenia
1266/2007 zezwala na zwolnienie z zaka-
zu opuszczania strefy zamknietej zwierzat
wrazliwych na zakazenie, jesli zwierzeta
podczas transportu do miejsca przezna-
czenia zostang zabezpieczone przed ata-
kiem wektora (kuczmany), a takze zosta-
na spetnione okres$lone warunki. Regula-
cje zawarte w rozporzadzeniu 1266/2007
sa o tyle dotkliwe, ze zwierzeta ze strefy
zamknietej moga by¢ zwolnione z zaka-
zu opuszczania tej strefy po 2 latach od
ostatniego przypadku.

Ogniska BT, a wlasciwie epizootia
BT, ktéra w 2009 r. wystapila we Francji,
w Hiszpanii, Niemczech i Wielkiej Bryta-
nii spowodowala ogromne straty ekono-
miczne jako skutek $§miertelnosci zwie-
rzat, obnizonej produkcyjnosci i zakazu
przemieszczania zwierzat (3, 4). Zatem
rola badan i szczepien zwierzat wrazli-
wych stanowiacych warunki zwolnienia
z zakazu opuszczania strefy zamknietej
byla droga do ograniczenia tych strat. Jak
wykazuja dotychczasowe do$wiadczenia
zebrane w opinii naukowej Europejskie-
go Urzedu ds. Bezpieczeristwa Zywnosci
(EFSA), szczepienia prowadzone nawet
przez 3 lata nie eliminuja choroby niebie-
skiego jezyka i moze si¢ ona pojawic po-
nownie (5, 6). Dyrektywa 2000/75/EC usta-
nawia strefe ochrony o promieniu 100 km
wokét ogniska choroby i strefe nadzoru
o glebokosci 50 km, ktéra wyznaczana
jest na zewnatrz strefy ochrony. Artyku-
ty 9i 10 dyrektywy 2000/75/EC dopusz-
czaly szczepienia tylko w strefie ochro-
ny. W tym czasie — lata 2008—2009 — na
skutek wystapienia ognisk choroby we
wschodnich landach Niemiec 43 powia-
ty w Polsce wzdluz granicy z Niemcami
znalazly si¢ w strefie ograniczenia prze-
mieszczen zwierzat wrazliwych. W wy-
niku wdrozonych przez Inspekcje Wete-
rynaryjna dziatan Polska zostala uznana
przez Komisje Europejska za kraj wolny od

BT 1 czerwca 2010 r. W kontekscie przed-
stawionych informacji, aktualnej sytuacji
epizootycznej choroby niebieskiego jezy-
ka w Europie, to jest wystapienie BT V-4
w krajach potudniowo-wschodniej Euro-
py oraz ponowne pojawienie sie BTV-8
we Francji w 2015 r. — w celu zabezpie-
czenia Polski przed wprowadzeniem wi-
rusa wykonywane sa badania laboratoryj-
ne zwierzat wrazliwych, ktére docieraja
do Polski w ramach handlu wewnatrzw-
spolnotowego. Zgodnie z zapisami ust. 18
preambuly rozporzadzenia 1266/2007 we-
dlug opinii panelu naukowego ds. zdrowia
i dobrostanu zwierzat EFSA z 24 kwiet-
nia 2007 r. przemieszczanie zwierzat im-
munizowanych w nastepstwie stosowa-
nia szczepionki lub zwierzat, ktére naby-
ty odporno$¢ droga naturalng, moze by¢
uwazane za bezpieczne bez wzgledu na
krazenie wirusa w miejscu ich pochodze-
nia czy obecno$¢ wektora w miejscu prze-
znaczenia. Konieczne jest, aby zwierzeta
poddane szczepieniu spetnialy okreslone
warunki przed opuszczeniem strefy za-
mknietej, zawarte w zataczniku III ust. 5
rozporzadzenia 1266/2007. Zwierzeta po-
winny pochodzi¢ ze stada, dla ktérego
kompetentne wladze zaakceptowaly pro-
gram szczepien, zwierzeta byly szczepio-
ne szczepionka przeciwko okreslonemu
serotypowi lub serotypom wystepujacym
badZ mogacym wystepowac na okreslo-
nym obszarze epidemiologicznym pocho-
dzenia zwierzat, zwierzeta sa w okresie od-
pornosci poszczepiennej gwarantowanej
przez producenta szczepionki oraz zwie-
rzeta te spelniaja co najmniej jeden z na-
stepujacych warunkéw:

a) zostaly poddane szczepieniom przynaj-
mniej 60 dni przed datg przemieszcze-
nia;

b) byly szczepione szczepionka inaktywo-
wana w terminie, ktéry zapewnia wy-
tworzenie skutecznej odpornosci, ktory
to termin zostal okreslony w specyfika-
cji szczepionki zaaprobowanej do sto-
sowania w danym programie szczepien,
a zwierzeta poddano zgodnie z Pod-
recznikiem OIE testowi na obecno$é
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czynnika, uzyskujac wynik negatywny,

a test wykonano przynajmniej 14 dni

po wytworzeniu odpornosci, ktéry to

termin zostal okreslony w specyfikacji
szczepionki uzytej w zaakceptowanym
programie szczepien;

¢) byly wczesniej zaszczepione i poddane
rewakcynacji szczepionka inaktywowa-
na w okresie trwania odpornosci gwa-
rantowanym w specyfikacji szczepion-
ki zaaprobowanej w programie szcze-
pien;

d) byly utrzymywane w okresie wolnym se-
zonowo od wektora, okreslonym zgod-
nie z przepisami zalacznika V, zwie-
rzeta byly trzymane od urodzenia lub
przez okres co najmniej 60 dni w stre-
fie sezonowo wolnej od choroby niebie-
skiego jezyka oraz zostaly zaszczepio-
ne szczepionka inaktywowana przed
okresem niezbednym do wytworzenia
odpornosci okreslonym w specyfikacji
szczepionki zaaprobowanej w progra-
mie szczepien.

Wlochy dopuszczaja import zwie-
rzat wrazliwych ze stref zamknietych
Austrii i Francji juz 10 dni po zakoricze-
niu szczepien.

Od szczepionek BTV oczekuje sie re-
dukgji liczby przypadkéw klinicznych, in-
dukcji przeciwcial neutralizujacych wirus
i, co najwazniejsze, zapobiegania wiremii,
a przez to ograniczenie transmisji wiru-
sa. Jednak, jak wskazuja publikacje, wy-
niki badan wykonane zgodnie z zalece-
niami Podrecznika OIE (7, 8) moga po-
wodowac problemy z interpretacja statusu
immunologicznego i epidemiologicznego
przemieszczanych zwierzat szczegdlnie
w kontekscie szczepien, terminéw i miej-
sca wykonania badan — przed wysylka czy
po przybyciu zwierzat do miejsca prze-
znaczenia. Przytoczone powyzej przepi-
sy wskazuja na rezim, w jakim stosowa-
ne sa szczepienia, i stad niezwykle waz-
na jest informacja, jaka towarzyszy danej
przesylce zwierzat. Nie wszystkie uod-
porniane zwierzeta sa chronione przed
zakazeniem/wiremia i dlatego powinny
by¢ badane serologicznie i wirusologicz-
nie przed wysylka. Dodatkowa trudno$¢
sprawia liczba serotypéw BTV, bowiem
wyniki uzyskiwane dla jednego serotypu
nie powinny by¢ odnoszone do innych se-
rotypéw BTV. Oprécz tego w obrebie tej
grupy wiruséw wystepuja rézne linie ewo-
lucyjne lub topotypy w zaleznosci od ich
geograficznego pochodzenia. Umozliwia
to réznicowanie wariantéw BTV nawet
w obrebie tego samego serotypu pocho-
dzacych z réznych zrédet (9, 10, 11, 12).
Dlatego trudne jest okreslenie jednolitych
zalecenl postepowania we wszystkich sy-
tuacjach i nalezaloby stosowac analize
ryzyka uwzgledniajaca wiele czynnikow
mogacych rzutowac na status i sytuacje
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epidemiologiczna przemieszczanych i ba-
danych zwierzat. Tak jak w przypadku
wielu innych choréb zakaznych real time
RT-PCR (rtRT-PCR) jest stosowany takze
w diagnostyce choroby niebieskiego jezy-
ka, dajac mozliwo$¢ bezposredniego wy-
krycia wirusowego RNA w prébkach krwi
od zwierzat wrazliwych.

Dodatni wynik rtRT-PCR BTV wska-
zuje na obecno$¢ u zwierzgt materiatu ge-
netycznego wirusa choroby niebieskiego
jezyka. Pojawia sie zatem pytanie o zwia-
zek, zalezno$¢ pomiedzy wystepowaniem
u zwierzat wirusa choroby niebieskiego
jezyka (zwierzeta ,zakazne”) a obecno-
$cia materialu genetycznego (kwasu nu-
kleinowego) wirusa choroby niebieskie-
go jezyka (zwierzeta ,niezakazne”, po-
mimo dodatniego wyniku rtRT-PCR).
W przypadku choroby niebieskiego je-
zyka wystepuje szczegélne zjawisko, na
ktére wskazujg publikacje naukowe, ze
»okres zakazny” przyjety w Podreczniku
OIE (2016), rozdz. 8.3. Infection with Blu-
etongue artykul 8.3.1. wynosi 60 dni i nie
pokrywa si¢ z okresem, w ktérym moz-
na stwierdzi¢ obecno$¢ materialu gene-
tycznego wirusa choroby niebieskiego je-
zyka w teécie rtRT-PCR (13, 14). Wyni-
ki badan przedstawione w publikacjach
wskazuja, ze material genetyczny BT V-8
moze by¢ wykrywany testem rtRT-PCR do
ok. 157-180 dnia po zakazeniu ekspery-
mentalnym (15, 16, 17), a wedlug danych
z literatury okres utrzymywania si¢ wire-
mii zalezy od serotypu BTV, typu zakaze-
nia (naturalne, eksperymentalne), wieku
zwierzecia i metody izolacji wirusa (18).
W 2008 r. u kéz w rejonie Toggenburg
w Szwajcarii wykryty zostal nowy sero-
typ BTV-25 (19, 20). Kozy nie wykazywa-
ty zadnych objawéw klinicznych choro-
by, pomimo ze wirus byl obecny we krwi
przez ponad rok. Pie¢ ze 110 kéz reago-
walo dodatnio na BTV-25 przez okres
19-25 miesiecy. Krwi tych kéz uzyto do
eksperymentalnego zakazenia kéz nega-
tywnych i wykazano wzrastajace poziomy
wirusowego RNA. Autorzy uznali, ze wy-
niki tego eksperymentu dostarczaja do-
wodoéw na znacznie dluzsze utrzymywa-
nie sie w organizmie zwierzat zakazonych
wirusa niz dotychczas sadzono na przy-
kladzie innych serotypéw BTV. Z punk-
tu widzenia epizootiologii BTV i analizy
ryzyka jest to niezwykle istotna informa-
cja, ktora kaze z rozwaga interpretowaé
wyniki uzyskiwanych badan. Badaczom
nie udato si¢ wyizolowac¢ tego wirusa ani
w hodowli komérkowej, w zalezonych ja-
jach kurzych, ani poprzez zakazenie my-
szy. Dlatego metoda RT-PCR byla jedyna
metoda z wyboru wykrywania tego sero-
typu. W rozdziale 2.1.3. Podrecznika OIE
(2014) w punkcie 1.3. Molecular methods
— detection of nucleic acid zawarta jest
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uwaga, ze ,Technika RT-PCR zapewnia
szybka identyfikacje wirusowego kwasu
nukleinowego BT w krwi i innych tkan-
kach zakazonych zwierzat” Istotne jest to,
ze diagnostyka oparta na RT-PCR powin-
na by¢ interpretowana z ostroznoscia, po-
niewaz procedura RT-PCR bedzie wykry-
wac specyficzny dla wirusa kwas nukleino-
wy, podczas gdy ,zywy” wirus moze juz
nie wystepowac i nie dochodzi do usta-
nowienia nowego zakazenia u owadéw
(wektor) lub ssakéw (gospodarz). Stad do-
datni wynik RT-PCR niekoniecznie wska-
zuje na obecno$¢ zakaznego wirusa (21).
W $wietle najnowszych danych literatu-
rowych przytoczonych powyzej ostatnia
informacja wymaga komentarza. Albo-
wiem nieprzypadkowo znalazlo sie tu sto-
wo ,niekoniecznie” Wedlug jednych auto-
réw warto$¢ Ct uzyskana w tescie RT-PCR
na poziomie 26—27 daje mozliwo$¢ izola-
cji wirusa z takiej probki, ale wedlug in-
nych przy Ct=30 mozna réwniez wyizo-
lowac¢ wirus BT. Zaskakujacy byt fakt sto-
sunkowo dlugiego okresu, kiedy wysokie
miano przeciwcial neutralizujacych wy-
stepowalo réwnoczeénie z wysokim mia-
nem wirusa. Z prébek polskich przesta-
nych w 2012 r. do unijnego laboratorium
referencyjnego dla BT (EU-RL), ktére mia-
ty Ct na poziomie 24-33, laboratorium
w Pirbright wyizolowalo BT V-14, ktérego
sekwencja nukleotydowa genu kodujacego
biatko VP2 w ponad 90% wykazywata po-
dobienstwo do sekwencji nukleotydowej
referencyjnego szczepu BTV wykorzysty-
wanego w Republice Potudniowej Afryki
do produkgji szczepionki przeciwko BTV.
Jest oczywiste, ze im system detektorowy
jest czulszy, tym latwiej wirus wyizolowac.
Najczulszym wedlug danych literatury jest
zakazenie owiec i taka metode zastosowa-
fo EU-RL w Pirbright w stosunku do préb-
ki przestanej z Polski. Nie ma jednoznacz-
nie okreslonej warto$ci Ct, od ktérej moz-
na by stwierdzi¢ brak zakaznego wirusa
w prébee krwi na podstawie wyniku ba-
dania RT-PCR. Wazny jest system, jaki za-
stosowano do izolacji wirusa BT (hodowle
komorkowe, zalezone jaja kurze, ekspery-
mentalne zakazenie zwierzat wrazliwych).
Nie mniej istotny jest serotyp wirusa BT,
czego dowodem jest przytoczony powy-
zej serotyp BTV-25. Zaréwno dodatni wy-
nik testu izolacji wirusa BT, jak i stwier-
dzenie obecnosci jego materiatu gene-
tycznego wskazuja na kontakt zwierzecia
z wirusem. Jednak nalezy zaznaczy¢, ze
test RT-PCR moze dawa¢ wynik dodatni
u zwierzat szczepionych szczepionka in-
aktywowana przeciwko chorobie niebie-
skiego jezyka. W tym ostatnim przypad-
ku wyniki badan réznych autoréw znacz-
nie odbiegaja od siebie. Eschbaumer i wsp.
(22) wykonali eksperymentalne zakazenie
u owiec immunizowanych inaktywowana
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szczepionka BTV-8. Wirus do zakazenia
kontrolnego pochodzit z epizootii BT,
ktéra miata miejsce w Aachen w Niem-
czech w 2007 r. Sposréd 17 zaszczepio-
nych owiec dodatni wynik w badaniu se-
rologicznym uzyskano u 16 zwierzat. Dla
jednej z immunizowanych owiec uzyska-
no wynik dodatni w rtRT-PCR o warto-
$ci Ct=36 (22). Jesli tym immunizowa-
nym owcom podano ,,zywy, zakazny wirus
BT” i u jednej stwierdzono dodatni wy-
nik na poziomie Ct=36, to czy przy $wia-
domosci, ze immunizowana owca zaka-
zona zostala ,zywym wirusem BT” moz-
na uzna¢, ze wynik Ct na poziomie 36
nie stanowi ryzyka transmisji wirusa do
innych zwierzat wrazliwych? I chociaz
ten dodatni wynik rtRT-PCR wystapit
w 10 dniu, a kolejne pobrania byly nega-
tywne, to wydaje sig, ze teza o braku za-
kazno$ci BTV przy Ct powyzej 26 moze
by¢ ryzykowna. W przytoczonym ekspe-
rymencie zaréwno warunki immunizacji,
jak i zakazenia eksperymentalnego podle-
galy §cislej kontroli. Dodatkowo, jak po-
dali Eschbaumer i wsp. (22), nieoczekiwa-
nie jedna z kontrolnych, nieimmunizowa-
nych owiec ulegla serokonwersji, chociaz
testem rtRT-PCR nie wykryto materiatu
genetycznego BTV. Swiadczy to o moz-
liwosci transmisji wirusa uzytego do za-
kazenia kontrolnego owiec immunizowa-
nych do wrazliwych owiec kontrolnych.
Zatem sugestia/twierdzenie, ze zwierze-
ta immunizowane sg ,bezpieczne’, moze
nie do konca by¢ stuszna.

Badacze wloscy Gialleonardo i wsp.
(23), badajac okres utrzymywania sie wi-
remii u bydta zakazonego BT V-8 w zalez-
nosci od dawki wirusa, wykazali, ze wire-
mia wystepowala przez 39 dni po zakaze-
niu, natomiast test rtRT-PCR wykrywal
wirusowe RNA do 151 dnia po zakazeniu.
Autorzy ci dodajg takze, ze nie wszystkie
zwierzeta uodporniane sg chronione przed
wiremia bedaca nastepstwem zakazenia
i powinny by¢ badane serologicznie i wi-
rusologicznie przed wysyltka. Metoda, jaka
zalecajy, jest test rtRT-PCR jako najczul-
szy i wysoce specyficzny. Takie postepo-
wanie powinno zapobiec wysylce zwie-
rzat zakazonych, ktére sa gléwnym zré-
dlem rozprzestrzenia BTV. Ale tez dodaja,
ze w tescie rtRT-PCR uzyskuje si¢ wyniki
dodatnie w dluzszym okresie niz trwa wi-
remia. Niestety, nie udalo im sie znalez¢
korelacji pomiedzy warto$cig Ct a obec-
noscia zakaznego wirusa. Na poczatku
eksperymentu BTV byl izolowany z pré-
bek o Ct=30, podczas gdy po 39 dniach od
zakazenia nie byto mozliwe wyizolowanie
wirusa, pomimo ze stwierdzane wartosci
Ct wynosily ponizej 30 (23).

Moulin i wsp. (24) immunizowali owce
szczepionka BTV8 (MSD) i zakazali eks-
perymentalnie BTV-8. Wyniki badania
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rtRT-PCR wykazaly, Ze owce immunizo-
wane mialy nizsze srednie warto$ci Ct niz
owce kontrolne. U jednej z uodpornio-
nych owiec rozwinela sie wiremia. War-
tosci Ct skategoryzowano wg nastepuja-
cego klucza:

— Ct>=35 — wiremia negatywna,

— Ct 30<=Ct<35 — wiremia watpliwa,

— Ct 30< — wiremia dodatnia.

Oceniajac wyniki RT-PCR wedlug po-
wyzszego klucza, autorzy stwierdzili wire-
mie u jednej ze szczepionych owiec.

Z kolei Oura i wsp. (25) uodporniali
owce szczepionka BTV8 INTERVET, a na-
stepnie poddawali je zakazeniu kontrol-
nemu. W celu okreslenia, czy u zwierzat
immunizowanych szczepionka BTV inak-
tywowana wykrywa sie wirusowe RNA,
grupe 33 owiec uodporniano, a nastepnie
badano testem rtRT-PCR w pierwszym
i siddmym dniu po podaniu szczepion-
ki. U zadnego z 33 zwierzat immunizo-
wanych nie wykrywali wirusowego RNA.
Grupe 7 owiec autorzy poddali zakazeniu
kontrolnemu. U sze$ciu z siedmiu owiec
uodpornianych wykrywano przeciwciala
BTV w sELISA (sandwich double anty-
gen) i SNT (test seroneutralizacji) w dniu
zakazenia kontrolnego, ale nie wszystkie
z nich reagowaly dodatnio w te$cie cELI-
SA (competitive ELISA). Zakazenie kon-
trolne wypadlo negatywnie u 6 owiec —
nie wystapily u nich objawy kliniczne ani
nie wykrywano wirusowego RNA. U jed-
nej owcy, u ktérej nie wykrywano prze-
ciwcial BTV, nie obserwowano objawéw
klinicznych BT, temperatura ciata byla
ponizej 40°C, ale rozwinela si¢ u niej wi-
remia utrzymujaca si¢ od 2 dnia po zaka-
zeniu kontrolnym przez okres 21 dni (ko-
niec obserwacji). U owcy tej wartosci Ct
byly nizsze w poréwnaniu do owiec kon-
trolnych (nieuodpornianych). Nie moz-
na wykluczy¢ sytuacji, ze szczepienie tej
owcy wykonano niewlasciwie, co skutko-
walo niepelna ochrong. Autorzy podkre-
$laja staba korelacje pomiedzy wynikami
cELISA (brak przeciwcial BTV u 3 owiec)
a wynikiem zakazenia kontrolnego. Pomi-
mo wyniku negatywnego cELISA owce
te nie wykazywaly objawéw klinicznych
BT i pozostaly wirusologicznie negatyw-
ne po zakazeniu kontrolnym. Oura i wsp.
(25) przytaczaja obserwacje Unijnego La-
boratorium Referencyjnego dla BT w Pir-
bright, ktére stwierdzalo, ze wiele z uod-
pornianych owiec w kampanii szczepien
2008 r. nie posiadalo przeciwcial w te-
$cie cELISA. Pojawilo sie zatem pyta-
nie: czy wynik cELISA odzwierciedla ni-
ska immunogenno$¢ szczepionki, czy ni-
ska czulo$¢ testu cELISA? Wyniki badan
Oury i wsp. (25) wykazaly, ze cELISA ma
nizsza czulo$¢ niz sELISA. Autorzy zale-
caja test SELISA do badania efektywnosci
szczepien BTV.

Zagadnienie wystepowania dodatnich
reakcji rtRT-PCR u owiec szczepionych
przeciwko BTV-8 poruszane jest tak-
ze w publikacji Steinrigl i wsp. (26). Au-
torzy podaja, ze od poczatku szczepien
BTVPUR AlSap 8 w 2008 r., czesto reje-
strowali dodatnie wyniki rtRT-PCR przy
wysokich wartosciach Ct wskazujace na
obecno$¢ niskich koncentracji wirusowe-
go RNA w probkach od zwierzat. Typo-
we bylo, ze badanie rtRT-PCR wypada-
fo negatywnie dla prébek pobranych po-
nownie kilka dni do kilku tygodni pdzniej.
Na tej podstawie postawiono hipoteze, ze
cho¢ szczepionka przeciwko BTV-8 zo-
stala podana podskérnie, to dostawala
sie do krwiobiegu i w konsekwencji wy-
krywana byla w tescie rtRT-PCR. Stad
badacze podjeli probe eksperymental-
nego potwierdzenia tej hipotezy. Bada-
li oni za pomocg RT-qPCR (rtRT-PCR
z analizg ilo§ciowa) obecno$¢ wiruso-
wego RNA w prébkach krwi od pieciu
owiec uodpornianych komercyjna, inak-
tywowana szczepionka BTVPUR AlSap 8
(Merial, Francja). Kazdej owcy poda-
no jedna dawke szczepionki — 1 ml pod-
skornie. Eksperyment wykonano w mie-
sigcach lipiec—sierpien. U czterech owiec
zarejestrowano tagodny wzrost tempe-
ratury ciala w 1-2 dniu po szczepieniu,
a u trzech epizod ten powtérzyt sie po-
miedzy 15 a 30 dniem obserwacji. Sero-
konwersja wystapita w dniu 51 7 po szcze-
pieniu. Obecno$¢ wirusowego RNA bada-
no metoda rtRT-qPCR w okresie 75 dni
po szczepieniu, prowadzac amplifikacje
do 45 cyklu. Uzyto trzech réznych ze-
stawdéw do przeprowadzenia rtRT-qPCR
w celu wykrycia obecno$ci RNA pocho-
dzacego ze szczepionki BTVPUR AlSap 8.
U wszystkich owiec wynik rtRT-qPCR
wypadl dodatnio w okresie do 7 dnia
po szczepieniu, a wartoéci Ct wahaty
sie¢ w zakresie 31,9—-43 (26). Pojedyncze
owce reagowaly dodatnio do 15 dnia po
szczepieniu. U jednej owcy wynik dodat-
ni rtRT-qPCR wystapil jeszcze w 54 dniu
po szczepieniu, ale juz po 61 dniu od
szczepienia nie wykryto dodatniej reakcji
rtRT-PCR. Jest sprawa oczywista, ze czu-
fos¢ metody rtRT-PCR jest wysoka — wy-
krywa kilka kopii poszukiwanych sekwen-
¢ji nukleotydowych. Autorzy austriac-
cy komentuja, ze o ile ta wysoka czulo$¢
rtRT-PCR jest korzystna z punktu widze-
nia jako$ci testu, to moze ona prowadzi¢
do wynikéw falszywie dodatnich u zwie-
rzat szczepionych i dodaja, Ze test ten
moze wykrywac¢ $lady kwaséw nukleino-
wych pochodzacych ze szczepionki i jest
to stan przemijajacy (26). Autorzy doda-
ja, ze Austria byla krajem wolnym od BT
przed i w okresie trwania eksperymentu,
a dodatni terenowy przypadek BT wysta-
pil w okresie 2 miesiecy po zakonczeniu
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eksperymentu i w miejscu oddalonym
0200 km, co w zasadzie wykluczato moz-
liwos¢ zakazenia owiec eksperymental-
nych szczepem terenowym BTV. Ponadto
stwierdzajg, ze wirusowe RNA stanowiace
ekwiwalent 0,5 pl szczepionki (zastosowa-
na dawka 1 ml) byto wykrywane we krwi
owiec w pierwszym dniu po szczepieniu
BTVPUR AlSap 8 (ustalono na podstawie
rozcieniczen szczepionki). To sugeruje, ze
tylko bardzo minimalne ilo$ci szczepionki
dostaja sie do uktadu krazenia. Mozna to
wyrazi¢ jako réwnowaznik 0,03 pl szcze-
pionki rozcieficzonej w 3 litrach krwi, co
odpowiada owcy o masie 60 kg. Autorzy
zaznaczaja, ze producent szczepionki nie
podaje liczby czastek wirusowych w daw-
ce szczepionki (26).

Wyniki badan zespolu Steinrigl (26) po-
zostaja w kontrowersji do wynikéw Oury
i wsp.(25). Jednak nie mozna zastosowac
prostego poréwnania, poniewaz oba zespo-
ty wykonaly badania dla innych szczepio-
nek i w odniesieniu do innego fragmentu
genomu BTV oraz zastosowaly inne pro-
tokoly rtRT-PCR. W przypadku Oury (25)
byla to szczepionka BT V-8 vaccine Inte-
rvet, Boxmeer, Holandia i segment 1 BTV
w badaniu rt RT-PCR. Natomiast Steinrigl
i wsp. (26) wykonali badania ze szczepion-
ka BTVPUR AlSap 8 firmy Merial, Francja
i w odniesieniu do segmentu 5 BTV tech-
nika rtRT-qPCR.

Zientara i Sanchez-Vizcaino (27), oma-
wiajac epizootie BT w Europie, podkre-
$laja, ze serotyp BTV-8, ktéry pojawil sie
w péinocnej Europie, byl wysoce zjadliwy
dla bydta, owiec i wielbtadéw potudnio-
woamerykanskich, byt w stanie przenika¢
bariere tfozyskowa, co nie bylo cecha typo-
wa dla szczepéw BTV izolowanych dotad
w Europie. W celu ograniczenia strat Ko-
misja Europejska zaakceptowala programy
zwalczania epizootii BT poprzez stosowa-
nie szczepionek i programéw szczepien.
W latach 2006—2013 uzyto ponad 100 mln
dawek szczepionki, uzyskujac szybki spa-
dek liczby ognisk choroby. W kolejnej
publikacji Zientara i wsp. (28) przedsta-
wiaja trudnosci z interpretacja wynikéw
badan testu RT-PCR we Francji. [lo$cio-
wy rtRT-PCR byl i jest metoda diagno-
styczna w programach nadzoru nad wy-
stepowaniem choroby. W 2007 r. wykry-
to we Francji ponad 14 tys. przypadkéw
BT, ponad 38 tys. w 2008 r., mniej niz
90 w 2009 r. i tylko jeden w 2010 r. W la-
tach 2009-2010 ponad 80% poglowia by-
dla, owiec i kéz zostato zaszczepione we
Francji. Pozytywna diagnoze postawiono
u zwierzat z niska warto$cig Ct (ponizej
25) i wykazujacych jednoczesnie objawy
kliniczne sugerujace chorobe niebieskie-
go jezyka. Autorzy przedstawiaja sze-
reg przypadkéw (ok. 100) dodatnich wy-
nikéw rt-RT-PCR wykrytych w okresie
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2009-2010 z wysokimi warto$ciami Ct
>33. Zwierzeta nie wykazywaly objawow
klinicznych choroby. Zakazanie zalezo-
nych jaj kurzych, hodowli komérkowych
KC (owadzich) dato wynik negatywny.
Ponowne badania w 15 dniu po pierw-
szym pobraniu prébek daly réwniez wy-
nik negatywny. Nastepnie w okresie od
czerwca 2009 r. do grudnia 2010 r. wy-
kryto 1792 dodatnie w rt-RT-PCR préb-
ki dostarczone do laboratorium w ra-
mach aktywnego monitoringu BT (28).
Autorzy sugeruja, ze cze$¢ tych dodat-
nich wynikéw byta efektem krazenia wi-
rusa w 2009 r., a cze$¢ byla nastepstwem
szczepien. W 95% prébek nie udalo sie
ustali¢ serotypu wirusa, ale wéréd préobek,
dla ktérych ustalono serotyp, w 83% byt to
BTV-8, w 16,4% byl to BT V-1, a w 0,6% byt
to réwnoczesnie serotyp BTV-8i BTV-1.
W 2011 r. sytuacja ta si¢ powtérzyta — do-
datnie wyniki rt-RT-PCR wystapily w zi-
mie, w pierwszych kilku miesiagcach roku,
kiedy nie bylo wektora, nie szczepiono
zwierzat i nie stwierdzono kontaminacji
laboratoryjnej probek. Autorzy dodaja,
ze trudno okresli¢, czy te dodatnie wyni-
ki rtRT-PCR wystapily jako skutek kraze-
nia wirusa, utrzymywania si¢ wirusowe-
go RNA w organizmie zwierzat, czy moze
wykrywano genom BTV obecny w szcze-
pionce inaktywowanej. Wyniki te spowo-
dowaly alarm w krajach, ktére doswiad-
czyly epidemii BT i gdzie osiagnieto do-
bre efekty zwalczania choroby. Tak moze
sie dzia¢, gdy szczepienia i monitorowa-
nie wystepowania choroby prowadzone
sa jednocze$nie (28).

Spedicato i wsp. (29), badajac na owcach
skuteczno$¢ szczepionki BTVPUR AlSap 8,
nie wykrywali wirusowego RNA w préb-
kach od zwierzat, ktére zakazano ekspe-
rymentalnie w 14 dniu po szczepieniu
i wykrywali wirusowe RNA u 2 z 6 owiec
zakazanych w 7 dniu po podaniu szcze-
pionki. Autorzy sugeruja, Ze owce moga
by¢ wprowadzone do rejonu wolnego od
BTV po 20-30 dniach (maksymalny okres
wiremii u owiec uodpornianych i podda-
nych zakazeniu kontrolnemu), jesli poda-
no jedna dawke szczepionki.

Najnowsza wersja opinii naukowej EFSA
(marzec 2017 r.) podkresla, ze zakazenie
BTV u przezuwaczy utrzymuje sie dlugo,
ale nie jest ono trwate. DIugos$c¢ okresu wi-
remicznego w czesci zalezy od okresu zy-
cia krwinek czerwonych. Zgodnie z opinia
OIE, na podstawie analizy danych z praw-
dopodobieristwem >99% mozna przyjacé, ze
okres zakazny trwa u przezuwaczy 60 dni.
U bydla dorostego wiremia zanika przed
9 tygodniem. Ten 60-dniowy okres za-
kaznosci jest znacznie krétszy niz okres
do 7 miesiecy, a moze i duzej, w ktérym
kwas nukleinowy BTV moze by¢ wykrywa-
ny we krwi przezuwaczy testem RT-PCR.

Prace pogladowe

W konkluzji opinia naukowa EFSA stwier-
dza, ze technika RT-PCR jest nadmiernie
czula w identyfikacji zwierzat ,wirusowo
dodatnich”

Wobec przedstawionych powyzej da-
nych z literatury, kontrowersyjnych w od-
niesieniu do interpretacji wyniku do-
datniego PCR (rt-RT-PCR, rtRT-qPCR)
u zwierzat uodpornianych szczepionka-
mi komercyjnymi kwestia, czy zwierzeta
takie moga stwarzad¢ niebezpieczenstwo
transmisji i by¢ Zrédlem wirusa choroby
niebieskiego jezyka dla wektoréw pomi-
mo, ze byly szczepione przeciwko BTV
— pozostaje otwarta. Osobna i chyba nie-
zwykle wazna sprawa jest status kraju
wzgledem BT. Polska jest krajem wol-
nym od choroby niebieskiego jezyka od
1 czerwca 2010 r. i nie jest obojetne, czy
na terytorium naszego kraju znajduja sie
zwierzeta zaréwno RT-PCR, jak i sero-
logicznie dodatnie (wyniki testéw wska-
zuja na kontakt z wirusem lub na zasto-
sowanie szczepionki p-ko BTV). Naleza-
foby nadmienic, ze w latach 2007-2010,
zgodnie z polityka Gtéwnego Lekarza We-
terynarii, byl zakaz szczepien, a zwierze-
ta wprowadzane do Polski eliminowane
byly z hodowli, jezeli ktérykolwiek z te-
stéw, czy to RT-PCR, czy badania serolo-
giczne, wypadly dodatnio. Jednoczesnie
prowadzono i prowadzi si¢ nadal pro-
gram wykrywania wystepowania zaka-
zen wirusem choroby niebieskiego jezy-
ka w stosunku do bydta rodzimego. Pomi-
mo ze rozporzadzenie 1266/2007 uznaje
zwierzeta szczepione szczepionka okre-
$lonego typu za bezpieczne, to nawet do-
datni wynik badania serologicznego réw-
niez powinien by¢ rejestrowany, ponie-
waz moze wskazywac na krazenie wirusa
w danym regionie.
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