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entiwirusy matych przezuwaczy (ang. small ru-

minant lentiviruses — SRLV) to grupa wiruséw
w obrebie rodzaju Lentivirus, rodziny Retroviridae,
do ktérej nalezg dwa blisko spokrewnione wirusy:
wirus choroby maedi visna (ang. maedi-visna vi-
rus — MVV) i wirus zapalenia stawdéw i mézgu koz
(ang. caprine arthritis-encephalitis virus-CAEV).
Poczatkowo uwazano, ze wirus MVV zakaza wy-
tacznie owce, a wirus CAEV wylacznie kozy. Jed-
nak badania molekularne wykazaty, ze wirusy te
sa w stanie pokonac bariere gatunkowa i wywotaé
zakazenie zaréwno u owiec, jak i kdz. Mozliwos¢
pokonywania przez te wirusy bariery gatunko-
wej sprawila, Ze nie sg one uwazane za gatunkowo
specyficzne, lecz tworza obecnie jedng grupe wi-
rus6w, okreslanych jako SRLV. SRLV charakteryzuja
sie duza zmienno$cia genetyczna. SRLV mozna po-
dzieli¢ na pie¢ grup genetycznych (A-E). Do gru-
py A nalezg wirusy spokrewnione z wirusem MVV,
natomiast do grupy B wirusy blisko spokrewnio-
ne z wirusem CAEV. W grupie A mozna wyréznic
27 podtypoéw (A1-A27), natomiast w grupie B pie¢
podtypow (B1-B5). Wirusy nalezace do grupy AiBsa
szeroko rozpowszechnione w populacji kdz i owiec
na catym $wiecie, podczas gdy pozostate trzy ge-
notypy sa mniej powszechne (1). Do grupy C, DiE
nalezg szczepy, ktore znacznie r6znig sie zaréwno
od MVV, CAEV, jak i miedzy soba. Do grupy C na-
leza szczepy izolowane wylacznie w Norwegii, do
grupy D szczepy izolowane wylacznie w Szwaj-
carii i Hiszpanii, a do grupy E szczepy izolowane
wylacznie we Wtoszech (2). W Polsce nie prowadzi
sie systematycznych badan dotyczacych zakazen
SRLV, jednak badania serologiczne przeprowadzo-
ne w2013 1 2017 r. wykazaty, ze Sredni odsetek stad
owiec ikoz z odczynami dodatnimi wynosit, odpo-
wiednio, 33,31 72% (3, 4). Wykazano, ze SRLV izo-
lowane od owiec i ko6z z Polski sg wysoce zr6zni-
cowane i naleza do podtypdow Al, A5, A12, A13, A16,
Al7, A18, A23, A24, A27, B1iB2 (1).

Genom wirusa sktada sie z dwoch liniowych
czasteczek jednoniciowego RNA, ktére s3 prze-
ksztatcane w dwuniciowy DNA przez odwrotng
transkryptaze (RT), a nastepnie genom wirusa
jest integrowany z genomowym DNA gospodarza
jako prowirus. Zakazenie SRLV wywotuje prze-
wlekle nieuleczalne choroby zapalne, znane jako
maedi-visna (MV) oraz zapalenie stawdw i mézgu
kéz (CAE), ktoére sa na liscie chordb podlegajacych
obowigzkowi zgtaszania. Objawy kliniczne cho-
roby u przewlekle zakazonych zwierzat obejmuja
gtownie zapalenie ptuc, zapalenie gruczotu mleko-
wego i zapalenie stawdw. Zapalenie wymienia jest
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powszechne u obu gatunkéw zwierzat, zapalenie
ptuc wystepuje gtéwnie u zakazonych owiec, na-
tomiast zapalenie stawdw wystepuje gtéwnie u za-
kazonych koz. Jednak wiekszo$¢ zakazen zwierzat
jest zwykle bezobjawowa z powodu powolnej i po-
stepujacej infekcji. Zaréwno zwierzeta z objawami,
jak i niewykazujace objawéw choroby sa nosicie-
lami wirusa przez cate Zycie, a wirus obecny w ich
wydzielinach, mleku i siarze jest gtéwnym Zrédtem
infekcji dla potomstwa i innych zwierzat w stadzie
(2, 5). W licznych badaniach wykazano, ze wyste-
powanie zakazen SRLV przynosi wymierne straty
ekonomiczne. Zwigzane jest to m.in. ze zwigkszo-
na $miertelnoScia, stratami w produkcji mleka, ro-
dzeniem stabych jagniat (spadek masy ciata) oraz
stratami posrednimi powstatymi na skutek wtor-
nych zakazen bakteryjnych (2, 6).

Obecnie nie sg dostepne zadne szczepionki ani
skuteczne leki przeciwko zakazeniom SRLV, a zwal-
czanie choroby polega gtdwnie na identyfikacji i eli-
minacji zakazonych zwierzat. Dlatego tak duze
znaczenie przywiazuje sie do stosowania czutych
i swoistych testéow diagnostycznych. Diagnosty-
ka SRLV opiera sie gtéwnie na wykrywaniu prze-
ciwciat specyficznych dla SRLV za pomoca testéw
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serologicznych albo na wykrywaniu genomu wiru-
sa za pomoca testéw molekularnych. Jednak opra-
cowanie skutecznych testéw diagnostycznych dla
SRLV jest trudnym zadaniem ze wzgledu na ich duza
zmienno$¢ genetyczng zwigzang z wystepowaniem
mutacji, rekombinacji, transmisji miedzygatunko-
wej oraz humoralnej odpowiedzi immunologicznej
matych przezuwaczy w zakresie poznej serokonwer-
sji, przerywanej i specyficznej dla epitop6w produk-
cji przeciwciatl. Nie ma ztotego standardu w diagno-
styce zakazen SRLV. Zwigkszajacy sie odsetek probek
przysytanych do Panstwowego Instytutu Wetery-
naryjnego w Putawach do badan w kierunku SRLV
Swiadczy o wiekszej Swiadomosci wtascicieli stad
dotyczacej zagrozen zwigzanych z zakazeniami
SRLV. Z tego powodu celowe wydaje sie przyblize-
nie wiedzy na temat metod rutynowo stosowanych
do diagnostyki SRLV, a takze omdéwienie obecnych
i przysztych perspektyw, wyzwan oraz ograniczen
w diagnostyce zakazen SRLV.

Test immunodyfuzji w zelu agarowym — AGID
(ang. agar gel immunodiffusion) i test ELISA
(ang. enzyme-linked immunosorbent assay)

W przypadku lentiwiruséw matych przezuwaczy
przeciwciata nie chronia przed choroba, lecz s3 gtow-
nym wskaznikiem infekcji. Dwa najczesciej stoso-
wane testy do wykrywania swoistych przeciwciat
przeciwko SRLV to test immunodyfuzji w zelu aga-
rowym (AGID — agar gel immunodiffusion) i test
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Oba
s zalecane przez Swiatowa Organizacje Zdrowia
Zwierzat (WOAH; 7). Czuto$¢ testu AGID zalezy za-
réwno od uzytego szczepu wirusa, jak i zastosowa-
nego antygenu wirusowego. Najczesciej stosowany-
miantygenami sg biatko kapsydu MVV p25 lub CAEV
p28 (CA) oraz biatko glikoproteiny otoczkowej gp135
(SU) uzyskane z supernatantéw hodowli komoérko-
wych zakazonych okre§lonym wirusem. Badania
przeprowadzone przez Michiels i wsp. (8) zasuge-
rowaty, ze uzycie zar6wno p28/p25, jak i p135 jako
antygenu mogtoby zwiekszy¢ czutos¢ testu AGID,
poniewaz humoralna odpowiedZ immunologicz-
na zmienia sie w zalezno$ci od stadium zakazenia.
Przeciwciata przeciwko biatku kapsydu (p28/p25)
sa obecne we wczesnym stadium zakazenia, pod-
czas gdy przeciwciala przeciwko gpl35 dominuja
w p6zniejszym etapie zakazenia (20-33 tygodnie po
zakazeniu). Jednak do tej pory test AGID wykorzy-
stujacy p28/p25 i p135 jako antygen nie zostat opra-
cowany. Obecnie szczep CAEV-63 i MVV WLC1 (7) sg
stosowane do produkcji testéw AGID. Uzycie lokal-
nych szczepéw wirusa mogloby jednak poprawic¢
skuteczno$¢ diagnostyczna metody. Jednak takie
podejscie jest pracochtonne i kosztowne. AGID jest
czasochtonng metoda, poniewaz wyniki sg zwykle
odczytywane po 24—-48-godzinnej inkubacji, a do
wizualnej interpretacji linii precypityn utworzo-
nych w Zzelu agarowym wymagany jest wyspecjali-
zowany personel. Co wiecej, niska czuto$¢ AGID nie
sprzyja jego powszechnemu stosowaniu jako ru-
tynowej metody przesiewowej i obecnie metoda ta

zostata praktycznie zastgpiona przez testy ELISA.
AGID jest jednak przydatny do potwierdzenia po-
zytywnych wynikéw testu ELISA ze wzgledu na jego
wysoka specyficzno$c.

ELISA jako technika prosta, szybka, specyficzna
iczuta znalazta zastosowanie na duzg skale. Opraco-
wano wiele testéw ELISA do diagnostyki SRLV. Wiek-
$z0$¢ z tych testow to testy posrednie wykorzystuja-
ce caty wirus lub rekombinowane albo syntetyczne
peptydy wirusa jako antygen. W nielicznych testach
kompetycyjnych (konkurencyjnych) kombinacje
przeciwcial monoklonalnych sg wykorzystywane do
konkurowania z przeciwciatami surowicy o wigzanie
z antygenem wirusowym. Wada posrednich testéw
ELISA jest konieczno$¢ rozcienczania surowic w celu
zmniejszenia liczby wynikéw fatszywie dodatnich.
Natomiast konkurencyjne testy ELISA charaktery-
zuja sie wysoka czuloscia ze wzgledu na stosowanie
nierozcienczonych prébek surowicy. Swoistos¢ tych
testow jest jednak nizsza niz posrednich testéw ELI-
SA. Znaczaca zaletg testow ELISA w porownaniu z in-
nymi metodami serologicznymi jest mozliwo$¢ ich
stosowania w réznych prébkach biologicznych, ta-
kich jak surowica krwi, osocze oraz mleko (9). Spo-
$réd tych probek mleko wydaje sie by¢ najbardziej
niejednoznaczna matryca, biorac pod uwage fakt, ze
kilka czynnikéw moze negatywnie wptywaé na wia-
rygodna diagnoze, a mianowicie postepujaca reduk-
cjaprzeciwciat w trakcie laktacji oraz wystepowanie
fatszywie dodatnich wynikéw w przypadkach zapa-
lenia gruczotu mlekowego oraz zwiekszonej zawar-
tosci ttuszczu w mleku (10, 11).

Wiekszos$¢ diagnostycznych testéw posrednich
ELISA wykorzystuje jako antygen rekombinowane
biatko kapsydu p25/p28 (CA), glikoproteiny otocz-
kowej gp135 (SU) lub biatko transbtonowe gp46 (TM)
albo pochodzace od nich syntetyczne peptydy. W nie-
ktoérych testach antygeny te sg stosowane oddzielnie,
podczas gdy w innych testach antygeny SU gp135 i TM
gp46 stosowane sa w potaczeniu z antygenami CA
(p25/p28). Jak wykazaty badania, uzycie jako anty-
genu mieszaniny biatek pochodzacych z kapsydu
iotoczki skutkowato wyzszg czutoscia i swoistoscig
testow ELISA (12, 13). Dlatego tez uzycie takich testow
ma kluczowe znaczenie dla identyfikacji seropozy-
tywnych zwierzat na wszystkich etapach zakazenia.
Zmienno$¢ antygenowa SRLV, ktéra odzwierciedla
wysoka zmiennos$¢ genetyczna tych wirusow, oraz
ograniczenia w antygenowej reaktywnosci krzyzo-
wej miedzy grupami/podtypami SRLV zdecydowanie
ograniczaja skuteczno$¢ diagnostyczna testéw ELI-
SA opracowanych na bazie pojedynczego szczepu (14,
15). Swoistos¢ takich testow ELISA jest zwykle wyso-
ka, ale czuto$¢ wykazuje duza zmiennos¢. W zwigz-
ku z tym badania wykonane réznymi testami ELISA
czesto prowadza do uzyskania sprzecznych wyni-
kow. Na przyktad badania przeprowadzone za po-
moca testu Small Ruminant Lentivirus Antibody Test
Kit (cELISA, VMRD, Pullman, WA, USA) wykorzystu-
jacego rekombinowane biatko szczepu nalezacego
do grupy B SRLV oraz testu Eradikit SRLV Screening
(In3 Diagnostic, Torino, Wiochy) opracowanego na
bazie szczepow reprezentujacych zaréwno genotyp A,
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jak i B wykazaty 164 sprzecznych wynikow. Wiek-
szg liczbe seropozytywnych zwierzat stwierdzo-
no przy uzyciu testu cELISA w poréwnaniu z testem
Eradikit, identyfikujac, odpowiednio, 15,3% i 21%
wiecej zakazonych kéz i owiec (16). Innym przykta-
dem jest test CAEV/MVYV Total Ab (IDEXX Switzer-
land AG, Bielefeld-Bern, Szwajcaria), ktory nie byt
w stanie wykry¢ zwierzat zakazonych szczepami
nalezacymi do podtypu A4 (14). Wiekszo$¢ dostep-
nych na rynku testow ELISA nie jest takze w stanie
wykry¢ zakazen wywotywanych przez szczepy na-
lezace do grupy E, co jest spowodowane matym po-
dobienstwem sekwencji aminokwasowych pomie-
dzy szczepami nalezacymi do grupy E i B (CAEV)
lub A (MVV; 17). Dlatego obecnie cze$¢ komercyjnie
dostepnych testow ELISA wykorzystuje jako anty-
gen biatka pochodzace od szczep6w reprezentuja-
cych rézne grupy/podtypy SRLV. W teScie INGEZIM
Maedi ELISA (Ingenasa, Eurofins, Madrit, Hiszpania),
LSIVet Ruminant Maedi-Visna/CAEV kit (LSI, Ther-
mo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), ID Screen®
MVV/CAEV Indirect (IDvet, Grabels, Francja) stoso-
wane sg specyficzne peptydy pochodzace ze szczepow
SRLV nalezacych do grupy A i B, podczas gdy Eradi-
kit SRLV Screening (In3 Diagnostic, Torino, Wiochy)
wykorzystuje peptydy pochodzace ze szczepow re-
prezentujacych genotypy A, B i E. Jednak nadal nie
istnieje test ELISA, ktéry mogtby wykryc wszystkie
szczepy SRLV, a wiele zakazonych zwierzat pozosta-
je niezdiagnozowanymi nosicielami wirusa. Badania
przeprowadzone przez Echeverria i wsp. wykazaty,
ze zastosowanie kilku testéw ELISA moze zwigk-
szy¢ wskaznik wykrywalnoSci zwierzat seropozy-
tywnych nawet o 50% (18). Dlatego przy wyborze te-
stu ELISA nalezy zawsze bra¢ pod uwage homologie
miedzy szczepem uzytym w tescie a szczepem wy-
stepujacym w badanej populacji/regionie. Zastoso-
wanie wiecej niz jednego testu jest szczegdlnie zale-
cane, gdy sekwencje antygenowe wirusoéw krazacych
w badanym obszarze sg nieznane.

Chociaz ELISA jest najcze$ciej stosowanym testem
serologicznym, wiekszo$¢ z nich nie zostata zwali-
dowanaw odniesieniu do standardowych testéw re-
ferencyjnych, takich jak radioimmunoprecypitacja
(RIPA) lub western blot, zgodnie z zaleceniami OIE
(rozdz.1.1.6. Zasady i metody walidacji testow diagno-
stycznych dla choréb zakaZnych). Biorac pod uwage
brak ztotego standardu, ocena czutosci i swoisto-
$ci jest bardzo trudna, a dane walidacyjne zgtasza-
ne przez producentéw powinny by¢ interpretowane
z ostroznos$cia. Ponadto niektdre badania wykaza-
1y, ze testy ELISA moga miec¢ r6zng czutosé i specy-
ficznos¢ dla probek pochodzacych od owiec i kodz.
Przyktadem sg badania wykonane przez Cardinaux
iwsp., ktérzy wykazali inng czuto$¢ i swoistosc te-
stu cELISA (VMRD, Inc., Pullman, USA) dla surowic
pochodzacych od owiec i kdz, pomimo faktu, ze oba
gatunki byty zakazone tym samym podtypem wi-
rusa (14). R6znice w reaktywnosci sugeruja, ze wy-
stepuja réznice genetyczne miedzy owcami i kozami
w ich zdolnosci do wywotywania skutecznej odpo-
wiedzi przeciwciat. Co wiecej, wirus wydaje sie pod-
legac takze réznej presji selekcyjnej po zakazeniu
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miedzygatunkowym, co dodatkowo utrudnia dia-
gnostyke SRLV. Analiza humoralnej odpowiedzi im-
munologicznej po zakazeniu eksperymentalnym
wykazata, ze odpowiedz przeciwcial rozwijata sie
szybciej u owiec i k6z zakazonych wirusem nalezga-
cym go grupy B (CAEV) niz u owiec i k6z zakazonych
wirusem nalezacym do grupy A (MVV). Kozy i owce
byty tak samo podatne na zakazZenie szczepem nale-
zacym do grupy B, podczas gdy kozy byly mniej po-
datne na zakazenie szczepem nalezacym do grupy
A niz owce (19).

Jakkolwiek przeciwciata powinny by¢ wykry-
walne po 4—6 miesigcach od zakazenia, to do se-
rokonwersji (pojawienia sie wykrywalnego pozio-
mu przeciwciat) moze dojs$¢ po dtuzszym czasie lub
zakazone zwierzeta moga w ogdle nie wykazywac
serokonwersji. Jest to zwigzane ze zjawiskiem la-
tencji, charakterystycznym dla lentiwiruséw, kto-
remu towarzyszy brak ekspresji biatek wirusowych
i syntezy przeciwciat przy statej obecnosci w orga-
nizmie prowirusowego DNA. Dlatego jednokrotne
badanie nie jest wiarygodne. Zwierzeta zarazone
po urodzeniu majg przeciwciata matczyne (po-
przez spozycie siary/mleka) przez co najmniej dwa
lub trzy miesiagce. Dlatego w praktyce przyjmuje sie,
Ze po raz pierwszy zwierzeta takie moga by¢ zba-
dane testem ELISA dopiero po ukonczeniu szdste-
go miesigca zycia. Ponadto miana przeciwcial wy-
kazuja znaczne wahania w ciggu zycia zwierzecia.
W niektérych przypadkach testy ELISA nie s3 w sta-
nie wykry¢ zwierzat z niskim mianem przeciwciat.
Dlatego nie zaleca sie wykonywania badan serolo-
gicznych u zwierzat w cigzy — miano przeciwciat
w cigzy spada, co moze by¢ przyczyna fatszywie
ujemnych wynikéw (20).

Reakcja tancuchowa polimerazy — PCR
(ang. polymerase chain reaction)

W celu bezposredniego stwierdzenia obecnosci wi-
rusa najczesciej wykorzystywana jest metoda PCR,
wykrywajaca zaréwno prowirusowe DNA, jak i RNA
wirusa. Jednak mozliwo$¢ wykrycia wirusowego RNA
SRLV poprzez zastosowanie PCR z odwrotng trans-
krypcja (RT-PCR) jest prawie zerowa, poniewaz ge-
nom SRLV jest wbudowany w genom komorek go-
spodarza w postaci prowirusowego DNA, a wolne
czgstki wirusa rzadko wystepujg we krwi i innych
ptynach. Oprécz konwencjonalnej metody PCR stu-
zacej do wykrywania SRLV pojawity sie warianty tej
techniki, nested PCR i semi-nested PCR, polegaja-
ce na wykonaniu nastepujgcych po sobie dwéch re-
akcji amplifikacji. Produkt amplifikacji uzyskany
w pierwszej reakcji PCR (amplifikowany jest wiek-
szy fragment DNA) stanowi matryce, ktora jest uzy-
ta w drugiej reakcji PCR przy uzyciu specjalnie za-
projektowanych starter6w komplementarnych do
sekwencji znajdujacej sie wewnatrz powielanego
fragmentu DNA (nested) lub tez jeden ze starteréw
jest taki jak w pierwszym PCR, a drugi jest zloka-
lizowany wewnatrz pierwszego produktu (semi-
nested). Takie postepowanie pozwolito na zwigksze-
nie czuto$ci metody PCR bez obnizania przy tym jej
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specyficznosci. Metoda PCR o najwiekszej czutosci
jest jednak metoda real-time PCR (PCR w czasie rze-
czywistym). Real-time PCR jest technikg zautoma-
tyzowang, szybka i pozwala na zmniejszenie ryzyka
wystapienia reakcji krzyzowych. Analiza przebie-
gu reakcji i odczyt sygnatu sa mozliwe dzieki za-
stosowaniu specjalnych sond molekularnych wy-
znakowanych fluorescencyjnie. Metoda real-time
PCR umozliwia monitorowanie przebiegu reakcji juz
w trakcie analizy, w odréznieniu od klasycznej re-
akcji PCR, przy ktérej analizowaé mozna wylacznie
produkt konncowy. Ponadto real-time PCR umozliwia
doktadne okreslenie liczby kopii produktu reakcji,
podczas gdy PCR z klasycznym rozdziatem na Zelu
pozwala jedynie na wykazanie obecnosci produk-
tu PCR lub jego braku. Mimo wielu zalet tej techniki
jej zastosowanie w rutynowej diagnostyce SRLV nie
jest jednak powszechne.

Gléwna zaleta metod PCR w poréwnaniu z meto-
dami serologicznymi jest mozliwo$¢ stwierdzenia
zakazenia u osobnikéw przed pojawieniem sig u nich
swoistych przeciwciat (2). PCR pozwala rowniez na
testowanie mtodych zwierzat, u ktérych na skutek
picia mleka/siary wystepujq przeciwciata matczy-
ne. PCR jest zatem najlepsza metoda do testowania
zwierzat ponizej jednego roku zycia (2, 21). Niemniej
jednak niski poziom wiremii u zakazonych zwierzat
moze utrudnia¢ wykrycie prowirusowego DNA, co
moze skutkowac pojawieniem sie fatszywie ujemnych
wynikéw. Moze to by¢ zwigzane z niska liczba zaka-
zonych monocytéw, ktére sg gléwnym miejscem re-
plikacji wirusa. Wagter i wsp. wykazali, Ze stabo do-
datnie serologicznie zwierzeta byty PCR ujemne, gdy
DNA przygotowano z petnej krwi, ale PCR dodatnie,
gdy DNA ekstrahowano z frakcji monocytéw. Zatem
wyzsze stezenie monocytéw w materiale wyjsciowym
poprawia czuto$¢é PCR (22). Uzycie rdznego materia-
tu do badan moze da¢ rozbiezne wyniki. Przyktadem
sg badania wykonane przez Extramiana i wsp., kt6-
rzy wykazali, ze czuto$¢ testu PCR roznita sie w za-
leznosci od rodzaju uzytych prébek (83,5% dla PBL,
66,7% dla probek mleka i 89,6% dla probek tkanek,
w tym $ledziony, mézgu, weztéw chtonnych, gruczotu
sutkowego, ptuc; 23). Uzyskiwanie rozbieznych wy-
nikéw moze by¢ zwigzane z wystepowaniem zjawi-
ska , kompartmentalizacji” SRLV, tj. obecnosci r6z-
nych subpopulacji wirusa w r6znych narzadach lub
tkankach u jednego zwierzecia (24, 25). Podobnie jak
w przypadku HIV moze to by¢ zwigzane z adaptacja
genomu wirusa do réznych typéw komoérek gospo-
darza (tzw. dryft genetyczny), ze wzgledu na r6znice
w presji selekcyjnej. Dlatego waznym aspektem wy-
krywania SRLV metoda PCR jest wybor odpowiednie-
go materiatu do badan. Do wykrywania SRLV meto-
da PCR wykorzystuje sig gtdbwnie DNA ekstrahowane
z leukocytow krwi obwodowej (PBL) i komorek jed-
nojadrzastych (PBMC). Posmiertnie moga by¢ takze
pobrane wycinki ptuc, mézgu, gruczotu mlekowe-
go i stawow. Skrzepy krwi, ktére s dostepne w pro-
béwkach uzywanych do pobierania probek surowicy,
nie s3 odpowiednim materiatem do badan.

Pokonywanie bariery miedzygatunkowej przez
SRLV ma takze wptyw na efektywnos$¢ testéw PCR.

Badanie przeprowadzone przez Michiels i wsp. wy-
kazaty bowiem, ze wiekszo$¢ prébek pochodzacych
znarzadow koz zakazonych SRLV nalezacym do gru-
py B (CAEV) dato wynik dodatni metoda PCR. Nato-
miast po heterologicznym zakaZeniu owiec szcze-
pem nalezacym do grupy B wirus nie zostat wykryty
w zadnym z narzagdéw. Podobna sytuacje stwierdzo-
no u zwierzat zakazonych szczepem nalezacym do
grupy A (MVV). Wirus zostat zidentyfikowany w pra-
wie wszystkich narzadach zakazonych owiec i tylko
w btonie maziowej zakazonych koz (19).

Opracowanie powszechnych testow ELISA do wy-
krywania SRLV jest bardzo trudne ze wzgledu na
duza zmienno$¢ genetyczna tych wiruséow. Wiele
z opisanych dotychczas metod PCR zostato opraco-
wanych w celu wykrycia okreslonego szczepu SRLV,
lecz nie sg one skuteczne w wykrywaniu wszystkich
podtypow SRLV (16, 26). Problem zmiennos$ci gene-
tycznej SRLV moze by¢ tylko czeSciowo ztagodzony
poprzez zastosowanie zdegenerowanych starterow
rozszerzajacych zakres wykrywania i poprawiajg-
cych czuto$¢ metody PCR (27). Wysoka zmiennos$¢
genetyczna SRLV komplikuje takze wybor regio-
néw konserwatywnych do projektowania starte-
row. Obecnie amplifikacji poddawane sg rézne ob-
szary genomu SRLYV, tj. gen gag, pol, env czy LTR.
Uwaza sie, ze sekwencje LTR i pol sg bardziej kon-
serwatywne niz sekwencje genu gag, podczas gdy
sekwencje genu env charakteryzuja sie najwieksza
zmiennoscia (28). PCR oparty na réznych fragmen-
tach genomu moze dawac rozbiezne wyniki. Car-
rozza i wsp. wykazali, Zze cze$¢ probek, ktore daty
wynik pozytywny przy uzyciu starteré6w zaprojek-
towanych do amplifikacji fragmentu genu gag, byto
negatywne przy uzyciu starteréw dla fragment genu
pol (29). Marinho i wsp. wykazali, ze wiecej zwie-
rzat zakazonych SRLV byli w stanie wykry¢, stosu-
jac startery specyficzne dla fragmentu LTR niz dla
fragmentu genu gag (30). Jednak badania przepro-
wadzone przez Brinkhof i wsp. oraz Leginagoikoa
iwsp. daty odwrotne wyniki (31, 32). Podobng sytu-
acje zaobserwowano takze, wykorzystujgc startery
stuzace do amplifikacji fragmentu genu pol i LTR.
Niektorzy autorzy wykazali, ze PCR amplifikujacy
fragment genu pol miat nizsza czuto$¢ w poréwna-
niu z PCR specyficznym dla fragmentu LTR (30, 33).
Barquero i wsp. wykazali jednak przeciwne wyniki,
tj. ze pol-PCR ma wyzsza czuto$¢ niz LTR-PCR (11).
Wyniki te sugeruja, Ze multipleks PCR umozliwiajg-
cy wykrycie kilku fragmentow DNA w jednej probce
bylby idealnym narzedziem do wykrywania zaka-
zen wywolywanych SRLV. Jednak opracowanie ta-
kiego testu do diagnostyki SRLV jest wielkim wy-
zwaniem. Jak do tej pory Marinho i wsp. opracowali
duplex-PCR umozliwiajacy jednoczesne wykrycie
fragmentu genu pol i LTR SRLV. Jak wykazano, test
ten pozwolil na doktadniejsza diagnoze w porow-
naniu z pojedynczym PCR (30).

Niezgodno$¢ wynikow otrzymanych metodg PCR
z testami serologicznymi (AGID i ELISA) moze wy-
nosic od 87,5 do 100% (2). Sugeruje to, ze PCR nie po-
winien by¢ traktowany jako alternatywa dla serolo-
gii, ale jako test uzupetniajacy diagnoze wykrywania
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SRLV. Sukces w unikaniu rozprzestrzeniania sie in-
fekcji SRLV zalezy w duzej mierze od wczesnego wy-
krycia i uboju zakazonych zwierzat w stadzie. Dla-
tego potaczenie testéw serologicznych i PCR jest
niezbedne do optymalnego wykrywania zwierzat
zakazonych SRLV.
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