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ne były stosowane w diagnostyce zakażeń wirusem bia-
łaczki bydtęcej (33) i wiruscm choroby Aujeszkyego (23).
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artykuł przegląilowy

Zoslosowonie metod biologii molekulornei w diognoslyce welerynoryinei

Katedra Epizootiologii i Ktinika Chorób 7,akażnych ZwieIZąt wydziału Welclyne.fy:nego AR,
ul. Głęboka 30, 20-612 Lublin

Wykrycie enzylnów restrykcyjnych i technik pozwa-
lających na rekombinację, a także na łączenie cząsteczek
DNA pochodzących z różnych organizmów z DNA plaz-
midów, bądź wirusów stanow,iących wcktory do wpro-
wadzania obccgo DNA do komórek biorców, można
uznać za początek powstania tzw. inżynierii genetycz-
nej. Jest ona jednak konsekwencją cpokowego odkrycia
roli DNA jako substancji dziedzicznej i faktu posługi-
lł,ania cią przcz wszystkie organizmy jednyrn i tym sa-
mym kodcm genetycznym przy biosyntezie białek. Dń,ę-
ki swym właściwościom restryktazy stały się narzędzia-
mi inżynicrii gcnetycznc j, umożli,wiając dokonywanie
rekombinacji (łączenia) cząsteczek DNA różnego pocho-
dzenia w układach pozakomórkowych - żn użtro. Res-
tryktazy (enzymy przecina jącc cząsteczkę kwasu nu-
kleinowego w obrębie Tozpoznawane j sekwcncji) roz-
poznają z teguły jedną, ściśle określołrą sekwencję nu-
kleotydów i trawią wiązanie fosfodwuestrowe w każdej
z nici DNA. Duża ltczba enzyrnów re,strykcyjnych prze-
cina dwa komplcmentarne łańcuchy podwójnej spirali
DNA z pozostawieniem krótkich odcinków pojedynczych
rrici (tzw. lepkie końce). Fragmenty DNA, nawet róż-
ncgo pochodzenia, Iecz stralvi.one tym samym enzymem
J,ub różnymi enzymami rozpoznającvmi tę samą sekwen-
cję cięcia kwasu nukleinowego, mogą ponownie łączyć
się ze sobą w dowolnej kornbinacji na zasadzie komple-
mentarności ovrych końców. Możli.wość włączenia frag-

mcntów DNA do wektora - ę7ągf,ęę7ęk DNA posiada-
jących zdolność autonomicznego powielania się - stwo-
rzyło szansę klonowania molekularnego. Plazmidy, czy
baktcriofagi (wcktory) mają na ogół tylko jedno micj-
sce podatne na trawicnie danym enzymem restrykcyj-
nym, co umożliwia podstawienie w to miejsce obcego
fragmentu DNA pociętego najczęściej tą samą rcstryk-
tazą. W wyniku wprowadzenia takich zrekombinowa-
nych cząsteczek kwasu nukleinowego do odpowiednich
bakterii i ich namnożełria dochodzi do amplifikacji (wie-
1okrotnego powielania się) poszczególnych sekwencji
wraz z całyrni wektorami, do których zo,stały wbudowa-
ne. Zbiór klonów (grupa komórck bakteryjnych pocho-
dząca od jednej komórki baktcryjnej) zawierających
plazmidy lub fagi zrekombinowane losowo z fragmen-
tami badanego DNA, ktorc łącznie reprezentują całko-
wity genorn, określamy mianem biblioteki lub banku
genów. Sklonowane rekoł-nbinanty można następnic izo-
Ial^łać z ko,mórek bakteryjnycłl, otaz ,,wycinać" z niclt
wcześnicj użytą restryktazą badane fragmenty. W ten
sposób otrzymujemy geny, ich fragmenty lub sekwencje
o nicznanych dotychczas właściwościach, w ilościach
umożliwiających dokonywanie z nimi wszelkich mani-
puJ,acji biochemicznych i genetycznych.

\Yraz z o,praco,waniem technik rekombinacji i klono-
wania DNA pojawiła się sprawa praktycznego zar]toso-
,uvania inżynierii genetycznej w różnych dzicdzlnach
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nauk biologicznych i przcm5rśle wykorzystującym bio-
technołogię. Jednym z głównych nurtów badań z tego
zakresu w obrębie medycyny weterynaryjnej jest wy-
korzystanie sond molekularnych do rozpozna\^/ania cho-
rób zakażnych zwierząt. W tym celu wykorzystywane
są głównie metody hybrydyzacji kwasów nukleinowych,
klonowania molekularnego, trawicnie restryktazami
kwasów nukleino-*iych w specyficznych miejrscach i arn-
plifikacja DNA w reakcji PCR (Polymcrase chain
reaction). Ogromny postęp, który doplowadził ostatnio
clo zwiększenia czułości i skróccnia czasu wykonywania
hybrydyzacji, wprowadzenia nieradioaktywnego znako-
r,vania kwasów nukJ,einowych oraz odkrycie reakcji PCR
sprawił, iż stały się one atrakcyjnym uzupełnieniem
klasycznych metod diagnorstycznych takich jak, hodowla
z fenotypową charakterystyką zarazka, czy bezpośrednie
wykl,ywanie jego antygenów przy pomocy metod sero-
logicznych (odczynów immunofluoresccncyjnych, immu-
nccnzymatycznych, radioimmunoIogicznych, testu ELISA
opartych na przcciwciałach poliklonalnych, jak również
monoklonalnych) (35, 47, 16).

Mechanizm hybrydyzacji kwasów nukleinowych
i przygotowanie sond molekularnych

Tradycyjny i rutynowo wykonywany sposób idcnty-
fikacji specyficznych sekwencji kwasów nukleinowych
oparty jest na metodzic hybrydyzacji. Istotą pro3e\]u
hybrydyzacyjnego jesi wzajemnc oddziaływanie pc:nię-
dzy cząsteczką sondy i cząsteczką badancgo kwasu nu-
kleinowego, które doprowadza do utworzenia hybrydy
(duplex). Należy podkreślić, iż sonda, jak również ba-
dany kwas nukleinowy, muszą vlystępować w postaci
jednoniciowych (zdenaturowanych) łańcuchów polinu-
kleotydowych. U podstawy mechanizmu procesu hybry-
d5,zacyjncgo 1eży zjawir:ko denaturacji dwuniciowych
kwasów nukleinowych pod wpływem temperatury lub
zasad i ich renaturacji po obnizeniu temperatury lub
zneutralizowaniu użytych zasad. Łączenie się dwóch po-
jedynczych łańcuchów polinukleotydowych jest bardzo
spccyficzne i zachodzi według reguły kołnplementarności
zasad_ purynowych i pirymidynowych, zgodnie z kŁótą
adenina łączy się z tymrdyną, a guanina z cytozyną.
Oczywi.ście, hybrydyzacja jed.noniciowego RNA lub
DNA, uzyskanego po klonowaniu w odpowiednich wek-
torach, nie musi być poprzedzona denaturacją.

Badany DNA 1ub RNA (targct) jest denaturowany
i immobi.Iizowany (unieruchamiany) na filtrach nylono-
rlrych lub nitrocelulozowych, a następnie identyfikowa-
ny za pomocą znakowanej radioaktywnic lub nieradio-
aktywnic sondy mo).ekularnej (probe). Mianem sondy,
rv ,sensie chemicznym lub biologicznym, określa się czą-
ste czkę, która ma silne powinowactwo wyłącznie do
ściśle określonej cząsteczki badanej i posiad.a markery
umożliwiające wykrywanie jej po zakończoncj reakcji.
Oddziaływania pomiędzy antygenem i przeciwciałcm,
1ektyną i cukrem, komplementarnymi cząsteczkami
kwasów nukleinovrych są przykładami silnych i spccy-
ficznych reakcji 56ndg - badana cząsteczka (probe-tar-
get). W hybrydyzacji moleku],arnej stosowane są krótkie
(20-150 par zasad) lub długie (i00-10 000 par zasad)
polinukleotydy komplementarne do unikalncj sekwencji
baCancj cząsteczki kwasu nukleinowego. Sondami sto-
sowanymi w diagnostyce chorób zakaŹnych mogą być
syntetyczne oligonrrkleotydy, geny lub ich fragmenty,
które kodują syntezę mctabolitów warunkujących pa-
togcnnośó organizmu: toksvnv (17), hcmolizvny (76);

markcry oporności na antybiotyki, seklvencje powta-
rzające się w gerro,rnie (B). Sondę stanowić może caŁy
genom baktelyjny (3B) lub losowo wybrane fragmenty
z biblioteki genornowcj DNA, często o nieznanej funkcji,
których ,sekwencja charaktcryzujc się unikalnością dla
danej grupy, gatunku czy rodzaju. W ostatnich latach
coraz częściej stosowanymi sondami w diagnostyce bak-
tcriologicznej są odcinki DNA kornplementarne do uni-
katowych sekwcncji rybosomowego RNA (rRNA) (?a),
Sorda, która zwyklc występuje w nadmiarze, łączy się
z badanym kwasem nukleinowym nawet wó.,^zczas, gdy
występuje on w próbce jako pojedyncza cząsieczka.
Odpo,wicdnio przygotowana rsonda o1igonukleotydowa
(złożoaa z 20-50 par zasad), zastosowana w warunkach
optynralnych, rozpoznaje sekwe,ncje różniącc się zaled-
wie kilkoma nuklcotydami i tworzy trvrałc połączenia
tzw. d_upleksy tylko i wyłącznie z intereslrjącą nas
cząsteczką, pomijając pozostałe molekuły obecne w ba-
dancj próbce. Czułość metody jest w dużym stopniu
ul,varunkowana sposobcm znakowania. Długie polinukle-
otydy DNA, znakowane mctodą ,,nick-translation" (100-

-1000 znakowanych nuklcotydów) wykrywają 101-105
cząsteczek badanych sckwencji, natomiast zdolność wy-
krywania krótkich polinukleotydów, znakowanych na
końcach za pornocą reakcji kinazowcj (pojcdynczy nu-
klcotyd znakowany na końcu 5'), obniża się do 106-10?
cząsteczek badanego kwasu nuklcinowego. W zależności
od założonego cclu i rodzaju kwasu nukleincwcgo (DNA
1ub RNA) wykonuje się rózne warianty tcchnicznc hy-
brydyzacji molekularnej (23). Ogólny schemat postępo-
wania jest zasadniczo podobny i obejmuje następujące
fazy: immobilizacja zdenaturowanego badanego kwasu
nukle novrego na membranie 1ub innym stałym nośniku,
zablokowanie pozostałych miejsc nicspccyfi.cznego wią-
zania DNA lub RNA, hybrydyzacja, to jcst inkubacja
tak przygotowanego f iltru w roztworzc znakowane j
i zdenaturowancj sondy, wymycic nie związanej sondy
i wykrywanie utworzonych hybrydów metodami, które
okrcślonc są naturą znaczntka wprowadzonego do sondy
(np. autoradiografia, reakcje typu ELISA z substratem
enzymu) (33, 5B).

Hybrydyzacja punktowa (Dot blot hybrid,isation)

Jest to najprostsza metoda, w której nakrapia się na
membranę natywną lub oczyszczoną mieszaninę kwasów
rrukleinowych DNA lub RNA i immobilizuje przez za-
piekanie (2h. BO"C) lub naświetlanie promieniami UV.
Hybrydyzacja pu,nktowa pozwala na jednoczesne wy-
krywanie i idcntyfikację wielu próbek na tej samej
rncmbranie oraz półilościową occnę ich stężnia. W miej-
sce izolowanych kwasów nukleino\vych można wpIo-
w-adzić komórki hodowli tkankowych lub ko:nórki bak-
teryjne. Pociąga to za sobą konieczność lizowania komó-
rek immobilizowanych w celu odsłonięcia ich kwasów
nukleinowych. -Wszystkic operacje, łącznie z denatura-
cją przeprowadza się na filtrze (33, 5B). Ta technika jcst
szcroko stoisowana w viielu różnych badaniach stanc-
rviąc jeden z etapów realizacyjnych dancgo projektu.
W celu zilustrowania jej przydatności w diagnostyce
chorób zakażnycŁt można wymienić zastoscwanic w wy-
krywaniu wirusa zakażnego zapalcnia torby Fabrycju-
sza - IBDV (29), wirusa bicgunki wirusc-wej bydła -BVDV (9, 10, 52), v;irusa pomoru świń (60), riketsji
EperEthrozor:n sużs (12,43), rotawirusów (31, 54, 55),
CampElobo.cter spp, (22,\, AnaplasmrL mal"ginrile (l, 25),
MEcobacterium paratubercu!,osżs (3), arbcwirusa EHDV
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{10), Leptospira interrogans (50), Eschrichia coli (IB,57,
1l, 72), koronawirusów bydlęcych (65), parwowirusów
świń (45), orbiwirusów (64), wirusa zakażnego zapale-
nia źołądka i jclit u świń TGEV (4), MEcoplaslna żoąl:ae
(7ó), L[EcoplcLsma hgopneumoniae (2), Babesia cabali (47),
Babesitl ecluż (4B), Sal,monella spp. (49), Treponema hE-
odysenterżae (14). Sondy tu wymienione zostały wyselek-
cjonowanc z bibliotek genomowych tych drobnoustrojów
],ub stanowiły je całe genomy znakowane fosforem ra-
dioaktywnym "P, biotyną lub digoksygcniną według
metody ,,nick-tranlatiorr" lub ,,Tandom primer'' i wy-
krywały od 20 pg d,o 10 ng kwasów nukleinowych.

}Iybrydyzacja Sout}rerna (Southern blot hybridisation)

Jest to hybrydyzacja DNA - DNA. Mie,szaninę frag-
mentów DNA, otrzymaną np. po trawieniu enzyma.mi
restrykcyjnymi, rozdziela się w agarozie clcktroforctycz-
nie, denaturuje w żclu ługiem sodowym i przenosi na
mcmbranę łvykorzystując siły ciśnicnia kap,ilarnego Na-
leży ws,oomrrieć, iż w toku elektroforczy fragmenty
DiriA zosta ją rozdziclone proporc jonalnie d.o ich d.łr-r_

gości, tzn, im kiótsze łańcirchy, tym dłuższą drogę od-
byv,,ają w że,lu. Uzyskana rcplika na filtrze jcst lu,strza-
nym odbiciem ich ułożeinia w zelu po zakończonej elek-
troforezie. W dalszych etapach u.mieszcza się filtr w loz-
twolzc z wyznakowaną, zdenaturcwaną sondą DNA i pc
różnie dłrlgim czasie hybrydyzacji oraz wymyciu na,d-
nrialu sondy w-ykł:ylva się po-wstałc hybrydy. W porów-
nanii-r do hybrydyzacji punktowej w metoclzie Souther-
na uzyskuje się dodatkowe infoimacje o pozycji clektro-
1oleiyczłrej i długości odcinka DNA, w którym zlokoli-
zo\lra,na jest r:zukana sekwencja. Fiybrvdyzacja wg Sor,rt-
hertła jest ccnnym instrumentem analizy olganlzacji
genomu w badaniach nad chcrobami genetycznymi
i p,:oC.ul<tami reakcji PCR (33, 5B).

lMu ór elelrtrof oretyczny f ragmcntów restrykcyjnych
(H,FP-restriction fragment pattern) powstały po trawie-
niu DNA komórki, plazmidu lub zarazka, jak równicż
jego alnaliza metod_ą Sorłthern blot z użyciem odpowied-
nicj sondy, mogą służyć do iderrtyfikacji i wykryvrania
pclimorf izmu DNA drobnoustro jów (RFLP-restriction
fragment lenght polymorphism). W wiclu przypadkach
są to cechy stałe, nie ulegające zrnianie w trakcie pa.,sa-
żuwania mikrooiganilmu na podłożach sztucznych. RFP
i RFLP zostały zasto§otvalne między inłrymi w typor,va-
nitr Fosteurellg, mul,tocida (34), Leptospira źnterragans
(76,\, Ca"m,ty!,obacter rnucosg,Lżs (3'ł), Trepone"nc hgodg-
senierźg,z (15), adencwirusa koni - EAV I (67), Chla.mu-
dźrL psittacż (53), wirusa choroby Aujeszkyego (12). Oby-
dwie meto,Cy znajdują zastogc,wanie w dochodzeniu epi-
zaotycznyra, Są one szczególnic cenne w syi.u_acji, gdy
mlrl<ery fenctypowe, jak np. struktura antygencl.va, nic
kolelu.ją z innvmi ccchami mikrcorganizmu, objawami
cholcbo-uvymi cz,y rozprzestrzenieniem gecgraiicznym.
Na ich podsiawie rnozna określać powiązania pc.nriędzy
ko ejnymi wybuchami choroby zakażnej i dedukcwać
o ]<ierunlru zmiennoćci patogcna. Analiza R,trP rvykaza-
ła, iż szczep-1 Listerża monocytogenes, należące clo jed-
nego typu serolo6icznego 48, izolołvane z jcdnej epidc-
rnii maso-wego zatl:ucia ccchują się identycznym ukła,dem
fragmentów re:ti:ykcyjnych. Natomiast różnią się one
poC tym względem od szczcpów odpo-wiedzialnych za
innc zatru-cia Pomirno występującego zróżnicov,,ania
RFP, syrrtetyczny oligonukleotyd homologiczny do genu
beta-hemolizyny hybrydyzołvał tylko do jcdnego frag-
meniu o długości 1 kb (68) Wykorzystując charaktery-

styczny wzór fragmentów rcstrykcyjnych rłirusa EHV-1
po zastosowaniu restryktazy Bam H I, rnożna łatwo roz-
różntć go od gcnomu wirusa szczepicnkowcgo Rac H
na poCstawie delccji w obrębie powtórzonych odwróco-
nych sekwencji. Homologiczna do tego fragmentu Bam
H I sonda jcCnoznacznie vzykryr,va ,szybciej migrujące
(mniejsze o 0,B kb ze vłzglądu na delecję) fragmenty
szczepu Rac H. W ten sposób ustalono, że w przypadku
ronień u klaczy |3zczep szczepionkowy Rac H nie był
z ntml związany w sposób przyczynowo-skutkowy (40).

Przyndeżność drobnoustroju do grup utworzonych na
podstawie ich wła_ściwości serologicznych i biochemicz-
nych niekoniecznie znajduje swe odzwierciedlcnie w ich
strukturze genctycznej. Wykazano np., że australijskie
szczepy HaemophżIus paragallinarum, reprezentolvane
przez wszylstkie odmiany scroIogiczne i biotypy, nie
różntą się zasadi,liczo wzotem fragmcntów restrykcyj-
nych Za to ldn odpowiedniki fenotypowe, pochodzącc
spoza tego kontynentu są zdecydorvanie różnc w tym
zakresic (6).

Hybrydyzaeja według rnetoclry Northern (Northern blot)

Jest to hybrydyzacja RI{A-DNA, wykonywana po-
d.obną techniką jak Southc::n blot z tyrn jednak, że
frakcjcnowanym kwasem nukleinowym jcst RNA, a je-
go clenatlrrację uzyskuje się innymi związkarni chemicz-
nymi np. fo,rmald,ehydem W stclsl-1_nku d.o hybrydyzacji
soittherna nretoda Northern dostarcza dcdatkc.nlych in-
formacji. o vrystępolłlaniu w badanych komórlrach po-
szi;kiwanego rad,zaju R}d.1\ Inn;",rni słorvy dc,via,dujerrry
się o poziomie ekspresji poszukiłvanego genu (33, 5B).

F{ybrydyzacja in situ (Flybridisation irr situ)

Hybrydyzac ja in situ wykonywana jest na mrożonych
lub parafinovzych skra-,vkach tka_nck lub komórek im-
mo'oilizołvanych na rszkicłka.ch mikroskopolvych. Po za-
kończonej hybrydyzacji i u.widocznieniu sygrału scnd1,
preparaty ocenia się vr r:rrikroskopie śrvictlnym Obelnic
jest to szeroko stosovr'ana metoda w dia,gnostyce wiru-
sologiczncj i badaniach cytologicznych. Ze v/zględu na
fakt, iż hybrydyzacja przcprow-adzana jest na matcriąle
z złcltolłł:lmą,strukturą tkankcwą możliv/e jest precyzyj_
nc ckreślcnie występowania specyficznych sekwencji w
oblę'oie tych struktur, dckonanie cceny procentu komó-
re]. złkażOnych wir,-lserir, okr.eślenic liczby wirusowych
]<wasów nukleinow;vch oi:.ccnych w jed_nej lro:nórce i ich
iC_eni7fikacja (33, 5B). Ir{etoCa została zastoso-uvana do
l&ykr]/wania za'sa.żoego zapalenia oskrzeli kur (13), wi-
ru,sa wścieklizny (2B), wilusa pseuclc-v-,zścieklizny (11), wi-
rusa maedi-visna (56), w,irusa chcloby graniczncj o-wicc
(19), BVDV (30), parwowi;usa u psól,v (66).

W wiclu plzypadl<ach liczlra kopii interesujących nas
l<lva,sól,v nukleinowych w próirkach rnatei,iału pato1o-
giczncgo plzezr\,aczallcgo c].o celów diagnojiycznych jest
zb7t nis}:a w l;l;csunku dc czrrłoźci mctody zakładającej
]rJl]icrzy§tanie tych sond. Jcdyn;vm sposobem pokcnania
tej trudności jcst zwiększenic iic:by cząstcczek wykry-
v.,anc j sekwencji kwasu nukleinowego do pozicmu
określonegc czułością hyŁlrydyzacji. Systcmy po-wielania
(arnplificaticn) mogą zwię1,<szyć liczbę cząsteczek scndy
]u.b badanego DNA albo RNA przez wielokrctncść 106
lub nawet większą umożli-wiając identyfikację 1-10
cząsicczek zawartych w próbce przy zastoso\^/an-liu nie-
radioaktywnych systemóvr de tekcyjnych. Z uwagi na
brak podobnych mctod słu_żących do zwielokrotniania
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cząsteczek białkowych, hybrydyzacja amplifikowanego
kwasu nukleinowego jest obecn e najczulszym sposobem
wykrywania drobnoustrojów chorobotwórczych. Z opra-
cowanych 5 metod amplifikacji kwasóvr nukleinowych,
PCR jest najczęściej stosowaną tcchniką (5).

FCB - Folymerase chain reaction

Istotą reakcji PCR jest synteza wybranego odcinka
DNA (100-5000 par zasad) w obecności mieszaniny czte-
rech nukleotydów, polimerazy DNA i krótkich synte-
tycznych oligonukłcotydów o wielkości 20-30 nukle-
otyd.ów zwanych starterami (primers). Długość i sekwen-
cja jest ściśle określona pozycją starterów, które są
korrplementarne cio końców amplifikor,vanego regionu.
Jeden z oligonukleotydów jest ko-rnplementarny do nici
1<oCującej (i), dru.gi odpowiednio do nici niekodu_jącej
( ). Związanie prime,ra z nicią (t) zdenaturo-\./anego
DNA, po którym następuje jego wydłużanie przez poli-
merazę DNA z wykorzystanicm trójfosforanów dezoksy-
rybcnuklcotydóvr jako substrató-w, powoduje |3yntezę
nolvej nici ( ) zawierającej se,kwencję DNA konrple-
mc:rtarną do drugiego staitera. Następnie reakcja za-
chodzi z udziałern drugiego starteia, powstaje więc no-
wa nić (i). Uzyskana w ten sposób dwukrotnie większa
Iiczba cząsteczek DNA poddawana jest kolejnynr, iden-
tycznym cyklom denaturac ji, wiązania i wydłużania
startcrów. W każdym następnym cyklu ilość kopii wy-
brancj sekwcncji DNA ulega teoretycznie podwojeniu,
a nowo zsyntetyzowarre nici służą jako matryca do syn-
tczy następnych. Wprawdzie faktyczna syntcza jest nie-
co niższa, zapcwnia ona jednak po 20-35 cyklach uzy-
skanie wystarczającej ilości cząsteczek DNA do celów
diagnostycznych. Specyficzrność reakcji PCR zdetermi-
nowana jcst główn,ie poprzez startery kierujące syntezą
PCR i zależy w dużym stopniu. od występowania se-
kwencji podobnych w próbce badanego DNA, jak rów-
nież tempcraiury wiązania starterów. Po jawienie się
rriespecyficznych produktów reakcji spowodowane hy-
brydyzacją starterów do sekwencji podobnych można
zmniejszyć do minimum poprzez po,dniesienie tempera-
tury wiąza.nia starterów. cL;tateczne potwierdzenie spe-
cyficzności i charakterystyka amplifikowanego produktu
określana jest jego wielkością w elektroforezie na żclu
agarozowym craz hybrydyzacją ze znakowaną sondą po
przeniesieniu go metodą Southerna na filtr nitrocelu-
lozowy lub nylonowy. W p,oczątkowym okresie autotzy
svstemu PCR używali fragmentu Klenowa polimerazy
DNA 1 z E. co],i. Ze vłzg\ędu na termolabilność tego
enzymu i konieczłrość uzupcłniania go po każdcj kołej-
ncj denaturacji został ol zastąpiony Taq pclimerazą
wyizolowaną z termofilnej bakterii Thermlłs aquaticus,
którą dodaje się jedrrorazowo na początku reakcji. Wpro-
wadzenie Taq poJ,imerazy |spowod.o-wało wzlost specy-
ficzności reakcji, umożliwiło syntezę dłuższyclt, ponad
300C par zasad fragmentółv DNA (Kle,norv-łańcu_chy nie
dłuższe niz 250 par zasad) i bezpośrcdnie ich sekwen-
cjonowanic, zmniejszyło ilość konieczncgo DNA potlzeb-
nego do badań. Pcprzedzełrie PCR jednym cykJ.em re-
akcji z RNA-zależną odwrotną transkryptazą utt1,ożIi-
rviło amplifikację cząsteczek RNA. Odwrotna transkryp-
taza dobudowuje piervrszą nić DNA komplementarną
do matrycy RNA (cDNA), a następnie Taq polimcraza
syntetyzujc drugą i na:tępnc nici. Wprowadzenie se-
kwcncji rozpoznawanych przez T? RNA polimerazę do
sta,rter:a użytego w reakcji PCR czyni możliwą tran-
skrypcję RNA na matrycy DNA uzyskanego po ampli-

fikacji, jak również sekwencjonowanie otrzymarnego w
ten sposób jcdnoniciowego transkryptu bez konieczności
klono,w-ania amplifiko,łanego pIoduktu PCR. Kolejną
bardzo vlażną zaletą tego systemu PCR jel:t możliwość
wykorzysta,nia do badań preparatów DNA złej jakcści,
silnie zdegradovlanych i zanieczyszczonych materiałów
komórkołvych (20, 24,36,59, 77),

Już z pobicżnego przcglądu piśmiennictwa wynika,
że niezwykła czułość, szybkość i prostota wykonania
PCR stawia tę meto,dę w rzędzie najczęściej stosowa-
nych technik biologii molekularnej w diagnostyce kli-
nicznej. Obecnie można już niemal rutyno\,vo wykrywać
i różnicować tą metodą enterotoksyczne geny E. coli
izo]orva.ne z przypadków bicgunck (73). Ciężarne krowy,
zakażone wiru,sern BVDV w okrcsie p,ierwszych '1 mie-
sięcy ciąży rodzą pozornie zdrowe ciclęta, u których
pomilrro wrodzonej infekcji nie stwierdza się specyficz-
nych przeciwciał. Cielęta te, zwanc immunotclerancyj-
nymi nosiciełami wirusa BVDV, stanowią główne żrodlo
sier,vstwa wirusa. Test immunoperoksydazowy lub im-
mu,no,fluorescencja nie aą na ty]e czułe, aby wykrywae
zal<ażenia o bardzo małym stopniu nasilenia, szczegó].nie
rr sztuk posiadających przeciwciała matczyne. Metoda
PCR w tym przypadku jest 10-krotnie bardziej czvła w
poró-wnaniu z izolacją wirusa (26, 27,67). Amplifikacja
kwasu nukleinowego i analiza polimorfizmu fragmen-
tór,v restrykcyjnych produktu PCR jest jedną z częściej
stosowanych kombinacji. Tra-wienie np. rectlyktazą Pvl],
II produktu PCR wirusa EHV powoduje powstanic frag-
mentów, których wzót elektroforetyczny umożliwia
identyfikację i różnicowanie typów 1 i 4 herpeswirusa
rhinopneumonżtis (44). PrzeLniesienie produktów PCR po
ich rozdziale elektroforetycznym na membranę wg me-
tody Southern blot i hybrydyzacja do specyficznej son-
dy nie tylko jest potwierdzeniem specyficzności tych
produkiów, ale podnosi również czu.łość tego teLstu. Taka
koLmbinacja została wykorzystana w wykrywaniu sta-
nóvz latencji u świń po infekcji wirusem Aujeszkyego
(39, 69). Podobną kombinację ynożna zastosować w diag-
nostyce białaczki u bydła, gdy wyniki testów serologicz-
nych wypadają słabo dodatnio lub wątpliwie (?). W tym
przypadku przcwaga PCR wynika nie tylko z faktu
wyższej czułoś,ci meto,dy, ale również możliwości wcze-
śnie;r;zego stwierdzenia stanu zakażenia. Wykrywaną bo-
wiem cząsteczką jest DNA pr,owirusa, a nic przeciwcia-
ło będące pochodną stymułacji białka wirusowcgo. PCR
wydaje się być atrakcyjną alternatywą dla tradycyj-
nych meiod izolacji i identyf ikacji wolno rosnących
Mpcobacterżum boużs (16) i Brucella abortus (21). Jest
to zdecydowanie szybsza procedura w porównaniu z tra-
dycyjnym nannażaniem i identyfikacją tycb, zaraziró-łł,
a taKżc bardziej ,specyficzna od tuberkulinizacji, czy też
odczynów serologicznych. Oprócz wymienionydn przy-
kładów w kontekście przydatności PCR w diagnostyce
weterynaIyjnej można jeszcze dodać doniesienia doty-
czące bydlęcego wirusa niedo,boru immunologiczne€ao -RIV (32), Actżnob acżLlus pleur opneumoniae (62), Chl,amE -
dża psittlci (51) i wirusa brodawczakowatości bydła (63).
Należy sądzić, że w przyszłości mctoda ta znajdzie sze-
ro,kie, praktyczne zastosowanic w diagnostyce chorób
zakażnych, zwła,:zcza tych, których wykrywanic jest
pracochłonnc i długotrwale.
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nicznego stanu zCrowia. Tylko u iednej kotki powtórzono
leczenie po okresie miesiąca. U 95]/o, 1eczonych otek po-
wróciła ruja t 82)lo (17 sztuk) po zapłoCnieni wyda1o
zdrowe ;lotołnstvzo,

G

TURK J., FALES W., MILLER M., PACE L., FISCHER J.,
JOHANSON G., KREEGER J., FURNQUIST §., PITTMAN
t., ROTTINGIIAUS A., GOSSER [I.: Zakażenie jelitowe
Clostridium perfringens związane z parwowiroz4 jelit u
psów: opis 74 przypadków. (1987_1990). (Intestinal Clostri-
dium perfringens infection in dogs rł,ith intestinal parvo-
virosis: 74 cases (1987-1990). J. Am. Vet. Med. Ass. 200,
991-994, 1992 (7)

Zakażenie parwowlilusorve potwierCzono odczynem immu-
n,ofluorescencji lub tzolacją wirusa. Z wycinków jeliit cien-
kich 1100 tcsów poddanych eutanazji w okresie lipiec
1987 - 31 grudzień 1990 Clostridium perfringens C wyosob-
niono oC ?4 (69r/o,) ze 10B psów zakażonych Darwowjrusem.
Bakterie stwierdzano w preparatach histoIogicznych jelit
cienkich wykazu jących ogniskową ]ub rozlaną martwicę
powierzchownej warstwy kos,mków jelitowych. Zmiany o
takim charakterze występowały u g8'r/o, psór,v, u których
wystepowało zakażenie wywołane przez Darwowirus i C.
perfringens C. Izalacja C. perfringens z jelita czczego psów
z biegunką na tle zakażenia parwowirusołvego wskazuje
na namnożenie klostridiulm w tym oCcinku jelita. Martwi-
ca powierzchowne j warstwy komórek nabłonka stwarza
dogodne mie jsce do namnożenie beztlenowca. W olcinku
uległym martwicy następuje zaburzenie wytwarzanie TgA,
co powoCu je obniżen,ie odporności mie jscowe j predyspo-
nując Co :ramnażania bakterii,

G.


