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Polsce wirus wscieklizny wystepu-

je w dwdch, jak do tej pory wykaza-
no, genotypach: genotypu 1, wywolujacego
chorobe u ssakéw ladowych, oraz genoty-
pu 5, wystepujacego u nietoperzy (Europe-
an bat Lyssavirus 1- EBLV-1). W rutynowej
diagnostyce wscieklizny zalecany i stoso-
wany jest test immunofluorescencji bez-
posredniej oraz izolacja wirusa wéciekli-
zny na myszach lub w hodowli komérek
nerwiaka mysiego (neuroblastomy; 1,2,3).
Metody te maja jednak ograniczona czu-
tos¢, wynikajaca z mozliwoséci rozkladu
gnilnego tkanek w prébcee lub przesylania
do badania niekompletnej tkanki mézgo-
wej. Celem podjetych badan bylo opraco-
wanie oraz préba zastosowania najtanszej
i mozliwie najczulszej metody PCR, ktdra
mogtaby uzupelni¢ rutynowa diagnosty-
ke wscieklizny.

Materiat i metody

Do badan uzyto niestosowany dotychczas
w diagnostyce zakazen wirusem wsciekli-
zny zestaw odczynnikéw skltadajacy sie
z zestawu do izolacji RNA — Total RNA
produkcji A&A Biotechnology, Gdynia; do
odwrotnej transkrypcji i pierwszej reakcji
PCR - Transcriptor One-Step RT-PCR
Kit, produkgcji firmy Roche Diagnostics
GmbH; i do reakcji real time PCR — Real
Time 2xPCR Master Mix SYBR', produk-
cji A&A Biotechnology, Gdynia.

Przy opracowywaniu i optymalizacji
metody uzyto 100 prébek tkanki mézgo-
wej zwierzat nadeslanych do rutynowego
badania w zwigzku z pokasaniem ludzi,
homogenizaty tkanki mézgowej otrzy-
mane z Zakladu Wirusologii Panistwo-
wego Instytutu Weterynaryjnego w Pu-
tawach do badan miedzylaboratoryjnych
testu immunofluorescencji bezposrednie;j
z lat 2007-2008 oraz 10 prébek archiwal-
nych pochodzacych od réznych gatunkéw
zwierzat, w ktérych w tescie immunoflu-
orescencji bezposredniej wykazano obec-
no$¢ wirusa wécieklizny, w tym prébke od
nietoperza zakazonego genotypem 5 wiru-
sa wécieklizny.

Do walidacji metody wykorzystano
prébki homogenizatéw tkanki mézgowej
otrzymane z Zakladu Wirusologii Pan-
stwowego Instytutu Weterynaryjnego

Zycie Weterynaryjne * 2010  85(5)

w Pulawach do badai miedzylaborato-
ryjnych testu immunofluorescencji bez-
posredniej w latach 2008—2009 i proéb-
ke archiwalng od nietoperza zakazonego
genotypem 5 wirusa wscieklizny wyka-
zujaca wynik dodatni w tescie immuno-
fluorescencji bezposredniej oraz 5 pro-
bek nadestanych ostatnio do rutynowej
diagnostyki.

Izolacja RNA wirusa

Przed wykonaniem preparatéw do testu
immunofluorescencji bezposredniej po-
bierano probki tkanki, ktére kazdorazowo
wazono, tak zeby zgodnie z wymaganiami
zestawu Total RNA ich masa miescila sie
w granicach 20-50 mg. Nastepnie uzyski-
wano 10% zawiesing homogenizatu prébek,
ktéra uzywano do izolacji RNA. Homoge-
nizacje wykonywano recznie przy uzyciu
jednorazowych strzykawek do podawania
insuliny. Po wykonaniu testu immunoflu-
orescencji bezpos$redniej i odczycie w mi-
kroskopie fluorescencyjnym Nikon Eclipse
50i, dokonywano izolacji RNA z badanych
prébek wedtug protokotu producenta ze-
stawu Total RNA, opartego na zmodyfiko-
wanej metodzie Chomczyniskiego.
Zgodnie z protokolem producenta
w pierwszym etapie komérki poddawa-
ne sa lizie, a endogenne RNAzy inakty-
wowane sa przez dzialanie odczynnika
o nazwie Fenozol — mieszaniny soli cha-
otropowych i fenolu. W nastepnym etapie
dodawany jest chloroform i calo$¢ zostaje
odwirowana. RNA pozostaje w fazie gornej,
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The use of RT-PCR and Real-Time PCR to
complement routine rabies diagnostic methods

Mucha B., Rymer-Zamecka A., Veterinary
Hygiene Institute, Voivodship Veterinary
Inspectorate, Katowice

The aim of this paper was to present new methods,
namely RT-PCR and Real-Time PCR, for rabies virus
detection in animal brain tissues. Both methods were
prepared and applied for detection of two Polish iso-
[ates: classical rabies virus (genotype 1) and European
bat Lyssavirus type 1 (EBLV-1), defined as genotype
5. In RT-PCR the method contains only one RT-PCR
reaction, using kit designed for reduced primer-dimer
formation; this kit is designed for fast, sensitive and
specific end-point RT-PCR analysis using gene-specif-
ic primers to detect both rabies virus genotypes. Re-
al-Time PCR reaction with SYBR Green giving unam-
biguous results was used only for samples negative
in electrophoresis to detect genotype 5. Preparation
and optimization of the method was done with the
use of 100 samples from routine diagnostic research,
24 samples supplied for inter-laboratory fluorescent
antibody test, from years 2007-2008, given by De-
partment of Virology, National Veterinary Research
Institute in Putawy and 10 rabies-positive, archival
samples (more than 10 years old), from different an-
imals species. Validation was performed with the use
of 25 samples from inter-laboratory fluorescent an-
tibody test from years 2008-2009, the archival ra-
bies-positive sample (genotype 5 from bat brain),
and 5 samples from the last routine examinations.
The conformity between the results obtained by the
methods RT-PCR, Real-Time PCR and fluorescent an-
tibody test was 100%. These very sensitive and also
very cheap techniques should complement routine
diagnostic methods of rabies in Poland.

Keywords: rabies virus, diagnostics, Real-Time PCR,
RT-PCR.

interfazy i fazy dolnej. Faze z RNA zbiera
sie i po dodaniu izopropanolu nanosi na
minikolumne ze ztozem krzemionkowym.
Zloze to nie przepuszcza zanieczyszczen,
a osadzone i oczyszczone RNA wymywa

podczas, gdy DNA i bialka przechodza do  si¢ woda wolna od RNAz.
Tabela 1. Program temperaturowy reakcji RT-PCR
Reakcja Temperatura (°C) Czas Liczba cykli

Odwrotna transkrypcja 50 30 min 1
Denaturacja wstepna 94 7 min 1
Denaturacja 94 10s
Przytaczanie 55 30s 10
Wydtuzanie 68 60s
Denaturacja 94 10s
Przytaczanie 49 30s 25
Wydtuzanie 72 60s
Ostateczne wydtuzanie 72 7 min 1
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Walidacja Transcriptor One-Step RT-PCR
szereg gorny elektroforezy z 03.12.2009 r.

CW/136/09
CW/137/09
CW/138/09
CW/139/09
CW/140/09

Kontrolne RNA
wewnetrzna kontrola testu

Ryc. 1. Gorny szereg elektroforezy.

Jezeli badana tkanka mdzgowa jest zakazona wirusem wscieklizny - jest to widoczne w postaci $wiecacego

prazka.

Jezeli w badanej tkance mézgowej nie ma wirusa wécieklizny - prazek nie wystepuje.
Do pierwszego dotka dodano 9 pl Marker DNA 100 - 1000, a do kolejnych dotkéw dodano po 9 ul DNA -

produktéw reakcji:

K(-) reakcji - do mieszaniny reakcyjnej, zamiast RNA, dodawano wode wolng od RNAz i DNAz
Préby z badai rutynowych oznaczone numerami: CW/136,/09, CW/137/09, CW/138/09, CW/139/09,

CW/140/09.

K(-) kontr. RNA - kontrola mieszaniny reakcyjnej dla kontrolnego RNA

Kontrolne RNA wirusa zapalenia watroby typu A

K(-)/08 prébka z badar miedzylaboratoryjnych - kontrola ujemna

1/08 - 8/08 - prébki z badan miedzylaboratoryjnych

Walidacja Transcriptor One-Step RT-PCR
szereg dolny elektroforezy z 03.12.2009 r.

Ryc. 2. Dolny szereg elektroforezy.
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Jezeli badana tkanka mézgowa jest zakazona wirusem wscieklizny - jest to widoczne w postaci $wiecacego

prazka.

Jezeli w badanej tkance mézgowej nie ma wirusa wscieklizny - prazek nie wystepuje.
Do pierwszego dotka dodano 9 pl Marker DNA 100 - 1000, a do kolejnych dotkéw dodano po 9 ul DNA -

produktéw reakcji:

9/08 - 10/08 - prébki z badan migdzylaboratoryjnych z 2008 r.
K(+)/08 - prébka z badan miedzylaboratoryjnych - kontrola dodatnia

K(-) - prébka z badan miedzylaboratoryjnych 2009 r.- kontrola ujemna 1/09-10/09 prébki z badan

miedzylaboratoryjnych 22009 r.
K(+) - prébka z badar miedzylaboratoryjnych 22009 r.

L1/1pM/5/09 - standard genotypu 1 wscieklizny - homogenizat tkanki mézgowej myszy zarazonych wirusem

wscieklizny z 19 listopada 2009 r.

Nietoperzz 2006 r. - prébka z badar rutynowych uzyta jako standard dla genotypu 5 wirusa wscieklizny

Tak otrzymane RNA umieszczano na lo-
dzie do dalszego etapu badania, po czym po
rozlaniu na mniejsze porcje poddano gle-
bokiemu zamrozeniu w temp. —80°C.

Optymalizacja reakcji odwrotnej
transkrypcji

Optymalizacja reakcji odwrotnej trans-

krypcji polegala na:

1) ustaleniu optymalnej ilosci RNA,

2) ustaleniu optymalnego stezenia starte-
réw w mieszaninie reakcyjnej,

3) okreéleniu najlepszego, uniwersalne-
go programu temperaturowego reak-
cji PCR.

Do ustalenia optymalnej iloci RNA wy-
konywano pomiary w spektrofotometrze
przy dlugosci fal 260 nm i 320 nm oraz wy-
liczenia wg nastepujacego wzoru:

(warto$¢ absorbancji przy 260 nm —
warto$¢ absorbancji przy 320 nm)
x40x10/1000 =
=stezenie catkowitego RNA w pmol.

Wyniki miescily sie w granicach wy-
mogo6w protokotu Transcriptor One-Step
RT-PCR, tj. stezenia konicowego RNA
w mieszaninie reakcyjnej w granicach
1 fg — 100 ng. Im starsza lub gorszej ja-
kosci byla tkanka, tym stezenie RNA bylo
nizsze.

Zestaw Transcriptor One-Step RT-PCR
zawiera gotowa mieszaning enzymaéw, bu-
for reakcyjny, wode oraz kontrole we-
wnetrzng w postaci zestawu skladajacego
sie z RNA pochodzacego z namnozone-
go in vitro wirusa zapalenia watroby typu
A oraz mieszaniny starteréw.

Innowacyjny hot-start bufor zwieksza
czulo$¢ i redukuje powstawanie komplek-
s6w primer-dimer.

Do jednej reakcji sporzadzano dwie
mieszaniny reakcyjne, jedna dla kontrolne-
go RNA, a drugg dla RNA wirusa wsciekli-
zny, w ktérej stosowano nastepujgce star-
tery o stezeniu 10 umol:

JW. 12 (5 ATG TAA CAC CYC TAC
AAT G 3) (gdzie Y — C lub T) — pozycja
nukleotydéw 55-73.

JW. 6 (5 CAA TTC GCA CAC ATT
TTG TG 3’) z publikacji (1) — pozycja nu-
kleotyd6w 660-641.

W celu ustalenia optymalnego steze-
nia starteréw i RNA w granicach wyma-
ganych protokotem Transcriptor One-Step
RT-PCR 4 pMole/50 pl mieszaniny korzy-
stano ze wzoru:

poczatkowe: (Ckoﬁcowe/ Cpoczqtkowe) ><\/kmicowe

oczstiowe objetos¢ RNA lub startera jaka
nalezy doda¢ do mieszaniny reakcyjnej,
Croicowe — Stezenie RNA lub startera
w mieszaninie reakcyjnej,
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c — stezenie dodawanego RNA
poczatkowe
lub startera,
Vi icone — Obj€t0$¢ mieszaniny reakcyj-

nej.

Reakcje przeprowadzano w calkowitej
objetosci 25 ul po dodaniu 1 pl RNA i po
1 pl kazdego ze starteréw, co dawalo ste-
zenie koficowe w mieszaninie 0,4 pmola
starteréw i okolo 0,4 nmol RNA.

Mieszanine reakcyjna dla kontrolnego
RNA przygotowywano zgodnie z zalece-
niem producenta.

Zestaw Transcriptor One-Step RT-PCR
umozliwia reakcje w dwéch programach:
krétszym i standardowym — dluzszym —
zalecanym w identyfikacji wymagajacej wy-
sokiej czutosci i ten wlasnie program pod-
dano optymalizacji, w ktérej uwzglednio-
no temperatury topnienia starteréw JW12
i JW6 oraz mieszaniny starteréw dla kon-
trolnego RNA. Reakcje przeprowadzano
w termocyklerze Mastercycler®ep realplex,
firmy Eppendorf. W wyniku licznych préb
przyjeto program temperaturowy reakcji
przedstawiony w tabeli 1.

Rozdzial elektroforetyczny otrzyma-
nych produktéw dokonywano przez 30 mi-
nut przy stalym napieciu pradu elektrycz-
nego 90 V w aparacie do elektroforezy po-
ziomej SUBDNA, po naniesieniu na 2% zel
agarozowy. Zel sporzadzano przez roz-
puszczenie 2 g agarozy w 100 ml robocze-
go roztworu buforu TAE, otrzymywanego
w wyniku zmieszania 15 ml koncentratu
buforu TAE(50x) z 735 ml wody destylo-
wanej. Do zelu dodawano 1 krople brom-
ku etydyny. Analize elektroforegraméw
przeprowadzano w aparacie systemu do-
kumentacji zeli BioDoc-It Imaging System
UVP. W elektroforezie uzyto Markera DNA
M100-1000 produkcji A&A Biotechnolo-
gy i barwnika do nanoszenia prébek firmy
Sigma-Aldrich.

Walidacja reakcji RT-PCR przy uzyciu
zestawu Transcriptor One-Step RT-PCR

Walidacja to sprawdzenie przydatnosci
metody przez zbadanie i przedstawienie
obiektywnego dowodu, ze zostaly spetnio-
ne wszystkie wymagania, oraz ze umozli-
wia ona niezawodnie i w sposéb odtwarzal-
ny realizacje czynnosci, jakie ma na celu.
Wyniki walidacji zastosowanej metody sa
przedstawione na rycinach 11 2.

Uzyskane wyniki bylty w 100% zgod-
ne z wynikami wszystkich prébek w te-
$cie immunofluorescencji bezposredniej.
Ze wzgledu na to, ze prazek DNA geno-
typu 5 ma mniejszg intensywno$¢ $wiece-
nia (by¢ moze dlatego, ze tkanka mézgowa
nietoperza pochodzita sprzed ponad 3 lat),
kazdorazowo po wykonaniu odczytu elek-
troforezy wykonywano reakcje Real Time
PCR probek, ktore w elektroforezie dawa-
ty wynik ujemny, dla upewnienia sie, czy
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Tabela 2. Program temperaturowy reakcji real time PCR

Reakcja Temperatura (°C) Czas Liczba cykli
Denaturacja wstepna 95 2 min 1
Denaturacja 94 5s
Przytaczanie 49 5s 30
Wydtuzanie 72 20s

badane prébki nie byly zakazone genoty-
pem 5 wirusa wécieklizny.

Optymalizacja reakcji real time PCR

Optymalizacja reakgeji real time PCR po-

legata na:

1) ustaleniu optymalnej iloci DNA,

2) ustaleniu optymalnego stezenia starte-
réw w mieszaninie reakcyjnej,

3) opracowanie najlepszego, uniwersalne-
go programu temperaturowego reakcji.

Dla ustalenia optymalnej ilosci DNA wy-
konywano pomiary w spektrofotometrze,
przy dlugosci fal 260 nm i 320 nm, oraz
wyliczenia wedlug nastepujacego wzoru:

(warto$¢ absorbancji przy 260 nm —
warto$¢ absorbancji przy 320 nm)
x50x10/1000 =
= stezenie calkowitego DNA w pumol.

Wyniki miescily sie w granicach wy-
mogoéw protokotu Real Time 2xPCR
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Ryc. 3. Przyktadowy wykres reakgji real time PCR
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Ryc. 4. Wykresy reakcji real time PCR kolejnych rozcieficzefi DNA - wynik reakcji odwrotnej transkrypcji RNA wi-
rusa wscieklizny. Na osi odcietych liczba cykli, na osi rzednych poziom fluorescencii.

0d lewej, najpierw nierozcieficzone, potem kolejno rozciericzenia 10 do 1, do 2, do 3 do 4 ido 5.
Rozcieficzanie ma na celu, oprdcz ustalenia granic wykrywalnosci, sprawdzenie czy wszystkie parametry reak-

cji zostaty dobrane prawidtowo.
Krzywe przecinaja linie bazowa w réwnych odstepach.
do dalszych obliczei w metodach iloSciowych.

Punkt przecigcia okreslany jest jako warto$¢ C,, stuzaca

D3 - kontrola czysto$ci, do mieszaniny reakcyjnej dodano wode zamiast RNA
E4 - do mieszaniny reakcyjnej dodano nierozcieficzone DNA genotypu 5 wirusa wécieklizny o stezeniu 21,8 nMol

E5 rozcieficzenie 10 do 1 - 10 razy

E6 rozciericzenie 10 do 2 - 100 razy

E7 rozciericzenie 10 do 3 - 1000 razy
E8 rozciericzenie 10 do 4 - 10 000 razy
E9 rozcieficzenie 10 do 5 - 100 000 razy
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Amount [Copies]

Slope -3.767 R™2 0.992
Y-Intercept  12.35 Efficiency  0.84

Ryc. 5. Krzywa standardowa genotypu 5 wirusa wécieklizny, ktérego RNA wyizolowano z mdzgowia nietoperza,
nadestanego w 2006 r. do rutynowego badania w kierunku wécieklizny

Na osi rzednych wartoSci C, - numer cyklu, w ktrym krzywa przecieta linig bazowa,

Na osi odcietych liczba kopii

Slope - wspdtczynnik nachylenia krzywej standardowej, idealny = -3,32, wtedy wydajnos$¢ reakji jest rowna
100%

R"2 - wspétczynnik korelacji okreslajacy jak blisko krzywej standardowej znajduja sie punkty bedace odzwier-
ciedleniem przeciecia wykresow kolejnych rozcieficzen standardu z linig bazowg

Idealna warto$¢ = 1

Efficiency - wydajno$¢ reakcji - tutaj 84%

Y - Intercept - $rednia warto$¢ przeciecia krzywych z osig rzednych

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Woda |Woda |Woda

A

CW/13...|CW/13...[CW/13...|CW/13...[CW/13...|CW/13...[CW/13...|CW/13... [CW/13...
B

CW/13...|CW/13...|CW/13...[CW/14...|CW/14...|CW/14...|K(-)/08 |K(-)/08 |[K(-)/08
C

3/08 3/08 3/08 4/08 4/08 4/08 6/08 6/08 6/08
D

3/08 |3/08 [3/08 |K(-)/09 |K(-)/09 |K(-)/09 [3/09 |3/09 |3/09
E

4/09 |4/09 [4/09 |7/09 |7/09 |7/09 [9/09 |9/09 |9/09
F

1rozc.g.. | 1rozc.g... | 1rozc. g.. | 2rozc. g... | 210zC. &... | 2 rozc. §.. | 3rozc. &... | 3rozc. §.. | 3r0zc. &..
G 1:218 [1:2.18 [1:2.18 |1:0.218 |1:0.218 |1:0.218 |1:2.18E |1:2.18E |1:2.18E

Ryc. 6. Rozklad prébek w termocyklerze, po 3 powtdrzenia kazdej probki

Objasnienia:

A 5,6,7 - kontrola reakcji: do mieszaniny dodano wode, zamiast DNA, i dalej kolejno od 2B po 3 powtdrzenia
prébek z badar rutynowych: CW/136,/09, CW/137/09, CW/138,/09, CW/139/09, CW/140/09, prébek ujem-
nych w elektroforezie z badafi miedzylaboratoryjnych 2008 K(-), 3, 4, 6,9, az2009 K(-), 3, 4, 7, 9 oraz trzy po-
wtérzenia trzech rozcieficzeh DNA genotypu 5 wirusa wscieklizny nietoperza z 2006 r. - 10, 100 i 1000 razy

1000

100 -

Fluorescencja

0123 456 78 9 10111213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Numer cyklu

Ryc. 7. Wykresy reakcji w skali logarytmicznej - lepiej jest widoczne, jak zadna z badanych prob nie daje wykre-
su przecinajacego linie bazowa.

Linig bazowa przecinaja tylko 3 rozcieficzenia DNA genotypu 5 wirusa wscieklizny wyizolowanego z tkanki moz-
gowej nietoperza

Master Mix SYBR® stezenia koricowego
DNA w mieszaninie reakcyjnej w grani-
cach 10 pg-1 pg.

Zestaw Real Time 2xPCR Master Mix
SYBR® zawiera mieszaning Taq DNA po-
limerazy, buforu reakcyjnego, chlorku ma-
gnezu, dNTP, SYBR Green i stabilizatoréw
oraz wody wolnej od nukleaz.

W celu ustalenia optymalnej objetosci
starteréw i DNA dla uzyskania stezenia
konicowego, wymaganego protokotem Real
Time 2xPCR Master Mix SYBR®, 10 pg —
1 ug w mieszaninie reakcyjnej mieszaniny
korzystano ze wzoru uzytego w przypadku
Transcriptor One step RT-PCR.

W reakcji uzyto nastepujace startery
o stezeniu 10 pmol (2):

— gt5L (5" GAT CCC GAT TTG AAA

ACA GC3),

— gt5P (5 AGA CCA TGG CTC CAG

CTA AA?).

Po dodaniu po 0,5l kazdego ze star-
teréw i 1 ul DNA objeto$¢ mieszaniny re-
akcyjnej wynosila 20 ul, co w dawalo ste-
zenie koficowe w mieszaninie 0,25 pmole
starter6w i okoto 1 nmol DNA.

W wyniku optymalizacji reakeji opraco-
wano program PCR przedstawiony w tabe-
1i2, w ostatnim etapie kazdorazowo progra-
mujac krzywa topnienia (ryc. 3). Jezeli tkan-
ka jest zakazona wirusem jest to widoczne
jako krzywa logarytmiczna z fazg wyklad-
niczg, liniowg oraz plateau. Jezeli w badanej
tkance mézgowej nie ma wirusa wsciekli-
zny, jest to widoczne jako brak w wykresie
fazy wyktadniczej i liniowej §wiadczacych
o namnozeniu DNA.

Ostatecznym sprawdzianem poprawno-
$ci optymalizacji reakcji byta krzywa stan-
dardowa z uzyciem jako standardu préb-
ki pochodzacej z mézgowia nietoperza
zakazonego genotypem 5 wirusa wscie-
Klizny (ryc. 4, 5, 6).

Walidacja reakcji real time PCR przy uzyciu
Real Time 2xPCR Master Mix SYBR®

W walidacji przeprowadzono reakcje
z trzema powtorzeniami DNA wszystkich
prébek ujemnych w elektroforezie i DNA
nietoperza zakazonego genotypem 5 wi-
rusa wécieklizny, jako kontroli dodatniej
w trzech rozcieniczeniach oraz kontroli re-
akeji, w ktorej do mieszaniny reakcyjnej do-
dano wode wolng od RNAz i DNAz. Wyni-
ki badan przedstawiono na ryc. 7,8, 9 i 10.

Oméwienie wynikow

Wszystkie probki byty badane testem im-
munofluorescencji bezposredniej. Optyma-
lizacje przeprowadzono na 100 ujemnych
prébkach z badan rutynowych i 24 z mie-
dzylaboratoryjnych testéw immunoflu-
orescencji bezposredniej z 2007 i 2008 r.
oraz 10 dodatnich prébkach archiwalnych,
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z czego najstarsza pochodzita sprzed 10 lat.
Walidacje reakcji odwrotnej transkrypcji
wykonano z uzyciem 25 prébek (15 dodat-
nich i 10 ujemnych) z badari miedzylabora-
toryjnych testu immunofluorescencji bez-
posredniej 2008 i 2009 r., jednej pozytywnej
archiwalnej — genotyp 5 wirusa wéciekli-
zny z mdzgowia nietoperza oraz 5 prébek
pobranych z tkanek mézgowych nadesta-
nych tuz przed walidacja do rutynowego
badania w zwiazku z ekspozycja czlowieka
na wirus wécieklizny. Stezenie wyizolowa-
nego z tych prébek RNA kazdorazowo byto
w granicach wymaganych protokotem testu
do reakcji odwrotnej transkrypcji.

W walidacji reakcji real time PCR wy-
konano 3 powtérzenia 15 prébek, ktére
w elektroforezie daly wynik ujemny oraz
trzech rozciericzen prébki dodatniej — DNA
genotypu 5 wirusa wécieklizny. Stezenie
DNA kazdorazowo byto w granicach wyma-
ganych protokotem testu real time PCR.

W oparciu o PN-EN ISO/IEC
17025:2005+Apl/2007+AC/2007 do pra-
widlowego przeprowadzenia walidacji wy-
brano nastepujace parametry charaktery-
styki dziatania metody: czulo$¢, swoistos¢.
powtarzalnos¢ i odtwarzalnosé. Zostaly
one spelnione w 100%.

W kazdym przypadku uzyskano 100%
zgodno$¢ obu metod i testu immunofluore-
scencji bezposredniej. Transcriptor One-
Step RT-PCR Kit nie wymaga powtdérnego
namnozenia, co skraca czas badania. Inno-
wacyjny hot-start bufor zwieksza czuloé¢
i redukuje powstawanie komplekséw pri-
mer-dimer, co utatwia optymalizacje reakcji
real time PCR.

Reakcja real time PCR dla genotypu 5
wirusa wécieklizny jest dodatkowym spraw-
dzianem czulo$ci i specyficzno$ci metody.
Poprawnie zoptymalizowana reakcja Real
Time z SYBR Green daje jednoznaczne wy-
niki i jest wystarczajaca do jako$ciowego
badania jakim jest okreslenie obecnosci lub
braku wirusa wscieklizny w badanej tkance
mozgowej, bez wzgledu na jej stan.

Wazna zaleta uzywanych zestaw6w od-
czynnikéw, jest réwniez obnizenie kosztéw
badania, ponizej kosztoéw izolacji na myszach
i w hodowli komérek nerwiaka mysiego.
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Prace kliniczne i kazuistyczne
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Amount [nM]

-3.631
15.26
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Efficienty
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Y-Intercept

Ryc. 8. Krzywa standardowa genotypu 5 wirusa wécieklizny - z trzech powtérzeri trzech rozcieficzef

Na osi rzednych wartoSci C, - numer cyklu, w ktorym krzywa przecigta linig bazowa, na osi odcigtych liczba kopii
Slope - wspédtczynnik nachylenia krzywej standardowej - idealny = -3,32, wtedy wydajnos¢ reakcji jest row-

na 100%

R”2 - wspétezynnik korelacji okreslajacy jak blisko krzywej standardowej znajduja sie punkty bedace odzwier-
ciedleniem przeciecia wykresow kolejnych rozcieficzeri standardu z linig bazowa .

Idealna warto$¢ = 1

Efficiency - wydajnos¢ reakcji (tutaj 92%)

Y - Intercept - Srednia warto$é przeciecia krzywych z osig rzednych
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Ryc. 9. Krzywa topnienia produktéw reakcji real time PCR

Zeby upewnié sie, czy nie wystepuja niespecyficzne wigzania pomiedzy starterami, okre$lane jako kompleksy
primery-dimer, mozna przeprowadzi¢ analize krzywej topnienia. Polega ona na stopniowym podnoszeniu tem-
peratury mieszaniny az do momentu denaturacji DNA i pomiarze fluorescencji co 0,5°C. W momencie osig-
gniecia temperatury topnienia produktu nastepuje bardzo gwattowna denaturacja i ostry spadek fluorescencii.
Na krzywej topnienia mozna to zaobserwowac w postaci piku. Jezeli produkt jest specyficzny, to uzyskamy je-
den pik, poniewaz kazdy dwuniciowy odcinek DNA ma charakterystyczng dla siebie temperature topnienia.

Na rycinie wyraZnie widag, ze nie ma produktéw niespecyficznych, piki daja tylko produkty namnazania DNA ge-
notypu 5 wirusa wscieklizny wyizolowanego z mézgowia nietoperza
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Ryc. 10. Wizualizacja wynikéw. Kolor zielony oznacza ujemny wynik reakcji. Kolor czerwony oznacza dodatni wynik reakcji.
Wynik dodatni daty tylko rozcieficzenia DNA genotypu 5 wirusa wécieklizny wyizolowanego od nietoperza



