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ne byly stosowane w diagnostyce zakazen wirusem bia-
laczki bydlecej (33) i wirusem choroby Aujeszkyego (23).
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Wykrycie enzymoéw restrykeyjnych i technik pozwa-
lajgeych na rekombinacje, a takze na lgczenie czasteczek
DNA pochodzaeych z réznych organizméow z DNA plaz-
midow, badz wirusow stanowiacych wcktory do wpro-
wadzania obcego DNA do komorek biorcow, mozna
uznaé za poczatek powstania tzw. inzynieril genetycz-
nej. Jest ona jednak konsekwencjg cpokowego odkrycia
roli DNA jako substancji dziedzicznej i faktu postugi-
wania sie przez wszystkie organizmy jednym i tym sa-
mym kodem genetycznym przy biosyntezie bialek. Dzie-
ki swym wlasciwosciom restryktazy staly sig narzedzia-
mi inzynierii genetycznej, umozliwiajae dokonywanie
rekombinacji (gczenia) czgsteczek DNA réznego pocho-
dzenia w ukitadach pozakomérkowych — in vitro. Res-
tryktazy (enzymy przecinajace czasteczke kwasu nu-
kleinowego w obrebie rozpoznawanej sekwencji) roz-
poznaja z reguly jedna, SciSle okreSlong sekwencje nu-
kleotydow i trawia wigzanie fosfodwuestrowe w kazdej
z nici DNA. Duza liczba enzymoéw restrykeyjnych prze-
cina dwa komplementarne laicuchy podwojne] spirali
DNA z pozostawieniem krétkich odeinkéw pojedynczych
nici (tzw. lepkie konce). Fragmenty DNA, nawet roz-
ncgo pochodzenia, lecz strawione tym samym enzymem
lub réznymi enzymami rozpoznajacymi te sama sekwen-
cje ciecia kwasu nukleinowego, moga ponownie gczyé
sie ze sobg w dowolnej kombinacji na zasadzie komple-
mentarnosci owych koncow. Mozliwoéé wilaczenia frag-

mentéw DNA do wektora — czgstcezek DNA posiada-
jacych zdolno$é autonomicznego powielania sie — stwo-
rzylo szanse klonowania molekularnego. Plazmidy, czy
bakteriofagi (wcktory) maja na ogél tylko jedno micj-
sce podatne na trawicnie danym enzymem restrykecyj-
nym, co umozliwia podstawienie w to miejsce obcego
fragmentu DNA pocietego najczesciej ta sama restryk-
taza. W wyniku wprowadzenia takich zrekombinowa-
nych czasteczek kwasu nukleinowego do odpowiednich
bakterii i ich namnozenia dochodzi do amplifikacji (wie-
lokrotnego powielania sie) poszczegdlnych sekwencji
wraz z calymi wektorami, do ktérych zostaty wbudowa-
ne. Zbior klondow (grupa komorck bakteryjnych pocho-
dzgca od jednej komoérki bakteryjnej) zawierajgcych
plazmidy lub fagi zrekombinowane losowo z fragmen-
tami badanego DNA, ktére tacznie reprezentuja catko-
wity genom, okreslamy mianem biblioteki lub banku
genow. Sklonowane rekombinanty mozna nastepnie izo-
lowaé z kombérek bakteryjnych oraz ,wycina¢” z nich
weze$nie] uzyta restryktaza badane fragmenty. W ten
sposob otrzymujemy geny, ich fragmenty lub sekwencje
o nieznanych dotychczas wlasciwosciach, w ilodciach
umozliwiajacych dokonywanie z nimi wszelkich mani-
pulacji biochemicznych i genetycznych.

Wraz z opracowaniem technik rekombinacji i klono-
wania DNA pojawila sie sprawa praktycznego zastoso-
wania inzynierii genetycznej w roéznych dziedzinach
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nauk biologicznych i przemys$le wykorzystujacym bio-
technologie. Jednym z glownych nurtow badan z tego
zakresu w obrebie medycyny weterynaryjnej jest wy-
korzystanie sond molekularnych do rozpoznawania cho-
rob zakaznych zwierzat. W tym celu wykorzystywane
sa gltownie metody hybrydyzacji kwaséow nukleinowych,
klonowania molekularnege, trawienie restryktazami
kwaséw nukleinowych w specyficznych miejscach i am-
plifikacja DNA w reakcji PCR (Polymecrase chain
reaction). Ogromny postep, ktéry doprowadzil ostatnio
do zwiekszenia czulosci 1 skrocenia czasu wykonywania
hybrydyzacji, wprowadzenia nieradicaktywnego znako-
wania kwasow nukleinowych oraz odkrycie reakeji PCR
sprawil, i1z staly sie one atrakcyjnym uzupelnieniem
klasycznych metod diagnostycznych takich jak, hodowla
z fenotypowsa charakterystyka zarazka, czy bezposrednie
wykrywanie jego antygendéw przy pomocy metod sero-
logicznych (odezynéw immunofluorescencyjnych, immu-
noenzymatycznych, radioimmunologicznych, testu ELISA
opartych na przeciwciatach poliklonalnych, jak rowniez
monoklonalnych) (35, 41, 46).

Mechanizm hybrydyzacji kwaséw nukleinowych
i przygotowanie sond molekularnych

Tradycyjny i rutynowo wykonywany sposob identy-
fikaciji specyficznych sekwencji kwaséw nukleinowych
oparty jest na metodzie hybrydyzacji. Istota procesu
hybrydyzacyjnego jest wzajemne oddzialywanie pomig-
dzy czasteczkg sondy 1 czasteczka badanego kwasu nu-
kleinowego, ktore doprowadza do utworzenia hybrydy
(duplex). Nalezy podkresli¢, iz sonda, jak rowniez ba-
dany kwas nukleinowy, musza wystepowaé w postaci
jednoniciowych (zdenaturowanych) fancuchow polinu-
kleotydowych. U podstawy mechanizmu procesu hybry-
dyzacyjnego lezy zjawisko denaturacji dwuniciowych
kwaséw nukleinowych pod wplywem temperatury lub
zasad i ich renaturacji po obnizeniu temperatury lub
zneutralizowaniu uzytych zasad. F.gczenie sie dwoch po-
jedynczych tancuchéw polinukleotydowych jest bardzo
specyficzne i zachodzi wedlug reguty komplementarnosci
zasad purynowych i pirymidynowych, zgodnie z ktdrg
adenina lgczy sie z tymidyna, a guanina z cytozyna.
Qczywiscie, hybrydyzacja jednoniciowego RNA lub
DNA, uzyskanego po klonowaniu w odpowiednich wek-
torach, nie musi by¢ poprzedzona denaturacja.

Badany DNA lub RNA (target) jest denaturowany
i immobilizowany (unieruchamiany) na filtrach nylono-
wych lub nitrocelulozowych, a nastepnie identyfikowa-
ny za pomocg znakowanej radioaktywnie lub nieradio-
aktywnic sondy molekularnej (probe). Mianem sondy,
w sensie chemicznym lub biologicznym, okresla sie czg-
steczke, ktéra ma silne powinowactwo wylacznie do
Sci$le okreslonej czasteczki badanej i posiada markery
umozliwiajace wykrywanie jej po zakonczoncj reakeji.
Oddziatywania pomiedzy antygenem 1 przeciwciatem,
lektyng 1 cukrem, komplementarnymi czasteczkami
kwasow nukleinowych sa przykladami silnych i specy-
ficznych reakceji sonda — badana czgsteczka (probe-tar-
get). W hybrydyzacji molekularnej stosowane sg krétkie
(20—150 par zasad) lub diugie (100—10 000 par zasad)
polinukleotydy komplementarne do unikalnej sekwencji
badane] czasteczki kwasu nukleinowego. Sondami sto-
sowanymi w diagnostyce choréb zakaznych moga byé
syntetyezne oligonukleotydy, geny lub ich fragmenty,
ktoére koduja synteze metabolitéw warunkujacych pa-
togennosé organizmu: toksyny (17), hemolizyny (76);

markery opornoS$ci na antybiotyki, sekwencje powta-
rzajace sie w genomic (8). Sonde stanowi¢ moze caly
genom bakteryjny (38) lub losowo wybrane fragmenty
z biblioteki genomowej DNA, czesto o nieznanej funkecji,
ktorych sekwencja charakteryzuje sie unikalnoscig dla
danej grupy, gatunku czy rodzaju. W ostatnich latach
coraz czelciej stosowanymi sondami w diagnostyce bak-
teriologicznej sg odcinki DNA komplementarne do uni-
katowych sekwencji rybosomowego RNA (rRNA) (74).
Sonda, ktéora zwykle wystepuje w nadmiarze, lgczy sig
z badanym kwasem nukleinowym nawet wéwezas, gdy
wystepuje on w probce jako pojedyncza czgsteczka.
Odpowicdnio przygotowana sonda oligonukleotydowa
(ztozona z 20—50 par zasad), zastosowana w warunkach
optymalnych, rozpoznaje sekwencje roznigce sie zaled-
wie kilkoma nukleotydami i tworzy trwalc polgczenia
tzw. dupleksy tylko i1 wylacznie z interesujacg nas
czasteczky, pomijajge pozostale molekuly obecne w ba-
dancj prébce. Czulo$é metody jest w duzym stopniu
uwarunkowana sposobem znakowania. Dlugie polinukle-
otydy DNA, znakowane mectodg ,nick-translation” (100—
—1000 znakowanych nuklcotydow) wykrywaja 10*—10°
czgsteczek badanych sckwencji, natomiast zdolno$¢ wy-
krywania krétkich polinukleotydéw, znakowanych na
koncach za pomocg reakcji kinazowej (pojedynczy nu-
kleotyd znakowany na koncu 5’), obniza sie do 10%—107
czgsteczek badanego kwasu nukleinowego. W zaleznosci
od zalozonego celu i rodzaju kwasu nukleinowego (DNA
lub RNA) wykonuje sie rézne warianty techniczne hy-
brydyzacji molekularnej (23). Ogélny schemat postepo-
wania jest zasadniczo podobny 1 obejmuje nastepujace
fazy: immobilizacja zdenaturowanego badanego kwasu
nukleinowego na membranie lub innym stalym no$niku,
zablokowanie pozostalych miejsc nicspecyficznego wia-
zania DNA lub RNA, hybrydyzacja, to jest inkubacja
tak przygotowanego filtru w roztworze znakowanej
i zdenaturowanej sondy, wymycic nie zwigzanej sondy
i wykrywanie utworzonych hybrydéow metodami, ktore
okres$lonc sg naturg znacznika wprowadzonego do sondy
(np. autoradiografia, reakcje typu ELISA z substratem
enzymu) (33, 58).

Hybrydyzacja punktowa (Dot blot hybridisatien)

Jest to najprostsza metoda, w ktérej nakrapia sie na
membrane natywng lub oczyszczong mieszanine kwasow
nukleinowych DNA lub RNA i immobilizuje przez za-
piekanie (2h'80°C) lub na$wietlanie promieniami UV.
Hybrydyzacja punktowa pozwala na jednoczesne wy-
krywanie 1 identyfikacje wielu préobek na tej samej
membranie oraz polilosciows ocene ich steznia. W miej-
sce izolowanych kwaséw nukleinowych mozna wpro-
wadzi¢ komérki hodowli tkankowych lub komorki bak-
teryjne. Pocigga to za sobg konieczno$é lizowania komo-
rek immobilizowanych w celu odsloniecia ich kwasow
nukleinowych. Wszystkic operacje, lacznie z denatura-
cja przeprowadrza sie na filtrze (33, 58). Ta technika jest
szeroko stosowana w wielu réznych badaniach stano-
wigc jeden z etapédw realizacyjnych dancgo projektu.
W celu zilustrowania jej przydatno$ci w diagnostyce
chorob zakaznych mozna wymienié zastosowanie w wy-
krywaniu wirusa zakaznego zapalenia torby Fabrycju-
sza — IBDV (29), wirusa bicgunki wiruscwej bydia —
BVDV (9, 10, 52), wirusa pomoru s$win (60), riketsji
Eperythrozoon suis (42, 43), rotawiruséw (31, 54, 55),
Campylobacter spp. (22), Anaplasma marginale (1, 25),
Mycobacterium paratuberculosis (3), arbowirusa EHDV
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(70), Leptospira interrogans (50), Eschrichia coli (18, 57,
71, 72), koronawiruséw bydlecych (65), parwowirusew
swin (43), orbiwiruséw (64), wirusa zakaznego zapale-
nia zoladka i jelit u $win TGEV (4), Mycoplasma iowae
(75), Mycoplasma hyopneumoniae (2), Babesia cabali (47,
Bubesia equi (48), Salmonella spp. (49), Treponema hy-
odysenterige (14). Sondy tu wymienione zostaly wyselek-
cjonowane z bibliotek genomowych tych drobnoustrojow
lub stanowily je cale genomy znakowane fosforem ra-
dicaktywnym #P, biotyng lub digoksygening wedlug
metody ,nick-tranlation” lub ,random primer” i wy-
krywaly od 20 pg do 10 ng kwaséw nukleinowych.

Hybrydyzacja Scutherna (Seuthern blat hybridisation)

Jest to hybrydyzacja DNA — DNA. Mieszanine frag-
mentéw DNA, otrzymang np. po trawieniu enzymami
restrykeyjnymi, rozdziela sie w agarozie clcktroforetycz-
nie, denaturuje w zelu lugiem sodowym i przenosi na
membrane wykorzystujac sity ci$nienia kapilarnego. Na-
lezy wspomnie¢, iz w toku elektroforczy fragmenty
DNA zostaja rozdziclone proporcjonalnie do ich dlu-
goscl, tzn. im kroétsze tancuchy, tym dluzszg droge od-
bywajg w zelu. Uzyskana rcplika na filtrze jest lustrza-
nym odbiciem ich utozenia w zelu po zakonczonej elek-
troforezie. W dalszych etapach umieszcza sie filtr w roz-
iworze z wyznakowans, zdenaturowang sondg DNA 1 po
roznie dlugim czasie hybrydyzacji oraz wymyciu nad-
miaru sondy wykrywa sie powstate hybrydy. W poréw-
naniu do hybrydyzacji punktowej w metodzie Souther-
na vzyskuje sie dodatkowe informacje o pozycji clektro-
foretycznej i diugosci odecinka DNA, w ktéorym zlokoli-
zowana jest szukana sekwencja. Hybrydyzacja wg Sout-
herna jest cennym instrumentem analizy organizacji
genomu w badaniach nad chorobami genetycznymi
1 produktami reakeji PCR (33, 58).

Wzor elektroforetyczny fragmentow restrykcyjnych
(RFP-restriction fragment pattern) powstaly po trawie-
niu DNA komorki, plazmidu lub zarazka, jak réwnicz
jego analiza metoda Southern blot z uzyciem odpowied-
niej sondy, moga stuzy¢ do identyfikacji i wykrywania
polimorfizmu DNA drobnoustrojow (RFLP-restriction
fragment lenght polymorphism). W wielu przypadkach
83 to cechy stale, nie ulegajace zmianie w trakcie pasa-
zowania mikroorganizmu na podlozach sztucznych. RFP
i RFLP zostaly zastosowane miedzy innymi w typowa-
nin Pasteurelly multocida (34), Leptospira interrogans
(78), Campylobacter mucosalis (37), Treponema hyody-
senterige (15), adenowirusa koni — EAV 1 (§1), Chlemy-
dia psittaci (53), wirusa choroby Aujeszkyego (12). Oby-
dwie metody znajduja zastosowanie w dochodzeniu epi-
zootycznym,. B3 one szczegélnie cenne w sytuacji, gdy
markery fenctypowe, jak np. struktura antygenowa, nie
kozelujg z innymi cechami mikroorganizmu, objawami
chorcbowymi czy rozprzestrzenieniem geograficznym.
Na ich podstawie mozna okresla¢ powigzania pomiedzy
kolejnymi wybuchami choroby zakaznej i dedukowac
o kierunku zmiennoici patogena. Analiza RFP wykaza-
ta, iz szczepy Listeria monocytogenes, nalezace do jed-
nego typu serologicznego 4B, izolowane z jednej epide-
mii masowego zatrucia cechuja sie identycznym ukladem
fragmentéw restrykeyjnych. Natomiast rézniag sie one
pod tym wzgledem od szczepéw odpowiedzialnych za
inne zatrucia. Pomimo wystepujacego zréznicowania
RFP, syntetyczny oligonukleotyd homologiczny do genu
beta-hemolizyny hybrydyzowal tylko do jednego frag-
mentu o ditugosci 1 kb (68). Wykorzystujge charaktery-

styczny wzér fragmentow restrykeyjnych wirusa EHV-1
po zastosowaniu restryktazy Bam H I, mozna latwo roz-
roznit go od genomu wirusa szezepionkowego Rac H
na podstawie delecji w obrebie powtérzonych odwrédco-
nych sekwencji. Homologiczna do tego fragmentu Bam
H T sonda jednoznacznie wykrywa szybciej migrujace
(mniejsze o 0,8 kb ze wzgledu na delecje) fragmenty
szeczepu Rac H. W ten sposéb ustalono, ze w przypadku
ronien u klaczy szczep szczepionkowy Rac H nie byt
z nimi zwigzany w sposdb przyczynowo-skutkowy (40).

Przynaleznosé drobnoustroju do grup utworzonych na
podstawie ich wlasciwo$ei serologicznych i biochemicz-
nych niekoniecznie znajduje swe odzwierciedlenie w ich
strukturze genetycznej. Wykazano np., Ze australijskie
szczepy Hoemophilus paragallinarum, reprezentowane
przez wszystkie odmiany serologiczne i biotypy, nie
réznig sie zasadniczo wzorem fragmentéw restrykeyij-
nych. Za to ich odpowiedniki fenotypowe, pochodzace
spoza tege kontynentu sg zdecydowanie rézne w tym
zakresie (6).

Hybrydyzacja wedlug metody Northern (Neorthern blet)

Jest to hybrydyzacja RNA-DNA, wykonywana po-
dobng technika jak Southern blot z tym jednak, ze
frakcjonowanym kwasem nukleinowym jest RNA, a je-
go denaturacje uzyskuje sie innymi zwigzkami chemicz-
nymi np. formaldehydem. W stosunku do hybhrydyzacji
Southerna metoda Northern dostarcza dodatkowych in-
formacji o wystepowaniu w badanych komorkach po-
szukiwanego redzaju RNA. Innymi stowy dowiadujemy
sig o poziomie ekspresji poszukiwanego genu (33, 58).

Hybrydyzacja in situ (Hybridisation in situ)

Hybrydyzacja in situ wykonywana jest na mrozonych
Iub parafincwych skrawkach tkanek lub komoérek im-
mobilizowanych na szkietkach mikroskogowych. Po za-
konczonej hybrydyzacji 1 uwidocznieniu sygnatu sondy
preparaty ocenia sie w mikroskopie Swictlnym. Obecnic
jest to szeroko stosowana metoda w diagnostyce wiru-
sologicznej 1 badaniach cytologicznych. Ze wzgledu na
fakt, iz hybrydyzacja przeprowadzana jest na materiale
z zachowang struktura tkankows mozliwe jest precyzyj-
ne oxreflenie wystepowania specyficznych sekwencji w
obrgbie tych struktur, dokonanie oceny procentu komé-
rele zzkazonych wirusem, okreélenie liczby wirusowych
twaséw nukleinowych obeenych w jednej koméree i ich
identyfikacja (33, 58). Metoda zostata zastosowana do
wykrywania zakaznego zapalenia oskrzeli kur (13), wi-
rusa wécieklizny (28), wirusa pseudowscieklizny (11), wi-
rusa maedi-visna (56), wirusa choroby granicznej owice
(19), BVDV (30), parwowirusa u pséw (56).

W wiclu przypadkach liczba kopii interesujacych nas
kwaeow nukleinowych w probkach materiatu patolo-
gicznego przeznaczonego do celéw diagnostycznych jest
zbyt niska w stosunku do czulofei metody zakiadajacej
wyzoreystanie tych sond. Jedynym sposobem pokonania
tej trudnozei jest zwiekszenie liczby czgsicezek wykry-
wanej sekwencji kwasu nukleinowego do poziomu
okreslonego czulodcig hybrydyzacji. Systemy powielania
{amplification) moga zwigkszyé liczbe czasteczek sondy
lub badanego DINNA albo RNA przez wielokrotnosé 10°
lub nawet wiekszg umozliwiajac identyfikacje 1—10
czasteezek zawartych w prébee przy zastosowaniu nie-
radioaktywnych systemow detekcyjnych. Z uwagi na
brak podobnych metod stuzgeych do zwielokrotniania



Medyeyna Wet. 49 (6) 1993

263

czasteczek biatkowych, hybrydyzacja amplifikowanego
kwasu nukleinowego jest obecnie najczulszym sposobem
wykrywania drobnoustrojow chorobotwérezych. Z opra-
cowanych 5 metod amplifikacji kwaséw nukleinowych,
PCR jest najczesciej stosowang technikg (5).

PCR — Polymerase chain reaction

Istota reakcji PCR jest synteza wybranego odcinka
DNA (100—5000 par zasad) w obecnosci mieszaniny czte-
rech nukleotydéw, polimerazy DNA 1 krétkich synte-
tycznych oligonukleotydéw o wielkosei 20—30 nukle-
otydéw zwanych starterami (primers). Dlugosé i sekwen-
cja jest SciSle okreSlona pozycja starterow, ktoére sg
komplementarne do kofcow amplifikowanego regionu.
Jeden z oligonukleotydéw jest komplementarny do nici
kodujacej (1), drugi odpowiednic do nici niekodujacej
(7). Zwiazanie primera z nicig (t) zdenaturocwanzsgo
DNA, po ktérym nastepuje jego wydluzanie przez poli-
merazg DNA z wykorzystaniem tréjfosforandow dezoksy-
rybenukleotydéw jako substratow, powoduje synteze
nowej nici (—) zawierajacej sekwencje DNA komple-
meatarng do drugiego startera. Nastepnie reakecja za-
chodzi z udziatem drugiego startera, powstaje wiec no-
wa nié¢ (7). Uzyskana w ten sposéb dwukrotnie wieksza
liczba czasteczek DNA poddawana jest kolejnym, iden-
tycznym cyklom denaturacji, wiagzania i wydluzania
starterow. W kazdym nastepnym cyklu iloé¢ kopii wy-
brancj sekwencji DNA ulega teoretycznie podwojeniu,
a nowo zsyntetyzowane nici stuza jako matryca do syn-
tezy nastepnych. Wprawdzie faktyczna synteza jest nie-
co nizsza, zapewnia ona jednak po 20—35 cyklach uzy-
skanie wystarczajacej ilosci czgsteczek DNA do celow
diagnostycznych. Specyficznosé reakceji PCR zdetermi-
nowana jest gléwnie poprzez startery kierujace synteza
PCR i zalezy w duzym stopniu od wystepowania se-
kwencji podobnych w probce badanego DNA, jak réw-
niez tempcratury wiazania starteréw. Pojawienie sie
niespecyficznych produktéw reakcji spowodowane hy-
brydyzacja starterow do sekwencji podobnych mozna
zmniejszy¢ do minimum poprzez podniesienie tempera-
tury wigzania starteréw. Ostateczne potwierdzenie spe-
cyficznodei i charakterystyka amplifikowanego produktu
okreslana jest jego wielkoScig w elektroforezie na zelu
agarozowym craz hybrydyzacja ze znakowang sondg po
przeniesieniu go metoda Southerna na filtr nitrocelu-
lozowy lub nylonowy. W poczatkowym okresie autorzy
systemu PCR uzywali fragmentu Klenowa polimerazy
DNA I z E. coli. Ze wzgledu na termolabilnosé¢ tego
enzymu i konieczno$¢ uzupelniania go po kazdej kolej-
ncj denaturacji zostal on zastgpiony Taq polimerazg
wyizolowang z termofilnej bakterii Thermus aquaticus,
ktora dodaje sie jednorazowo na poczatku reakcji. Wpro-
wadzenie Taq polimerazy spowodowalo wzrost specy-
ficznogel reakeji, umozliwilo synteze dtuzszych, ponad
3060 par zasad fragmentéw DNA (Klenow-lancuchy nie
dtuzsze niz 250 par zasad) i bezposrednie ich sekwen-
cjonowanic, zmniejszylto iloéé¢ koniecznego DNA potrzeb-
nego do badan. Poprzedzenie PCR jednym cyklem re-
akcji z RNA-zalezna odwrotng transkryptazg umozli-
wilo amplifikacje czgsteczek RNA. Odwrotna transkryp-
taza dobudowuje pierwszg ni¢ DNA komplementarna
do matrycy RNA (cDNA), a nastepnie Taq polimeraza
syntetyzuje druga i nastepnc nici. Wprowadzenie se-
kweneji rozpoznawanych przez T7 RNA polimeraze do
startera uzytego w reakcji PCR czyni mozliwg tran-
skrypcje RNA na matrycy DNA uzyskanego po ampli-

fikacji, jak rowniez sekwencjonowanie otrzymanego w
ten sposob jednoniciowego transkryptu bez koniecznojci
klonowania amplifikowanego produktiu PCR. Kolejng
bardzo wazng zaletg tego systemu PCR jest mozliwosé
wykorzystania do badan preparatéow DNA zlej jakosel,
silnie zdegradowanych i zanieczyszczonych materialéw
komoérkowych (20, 24, 36, 59, 77).

Juz z pobicznego przegladu pismiennictwa wynika,
ze nlezwykla czulose, szybkosé i prostota wykonania
PCR stawia te metode w rzedzie najczesciej stosowa-
nych technik biologii molekularnej w diagnostyce kli-
nicznej. Obecnie mozna juz niemal rutynowo wykrywaé
i réoznicowaé tg metoda enterotoksyczne geny E. coli
izolowane z przypadkéw bicgunek (73). Ciezarne krowy,
zakazone wirusem BVDV w okresie pierwszych 4 mie-
siecy cigzy rodza pozornie zdrowe cicleta, u ktorych
pomimo wrodzonej infekeji nie stwierdza sie specyficz-
nych przeciwcial. Cieleta te, zwanc immunotolerancyj-
nymi nosicielami wirusa BVDYV, stanowiag gtéwne zrodlo
siewstwa wirusa. Test immunoperoksydazowy lub im-
munofluorescencja nie sg na tyle czule, aby wykrywa¢c
zakazenia o bardzo malym stopniu nasilenia, szczegdlnie
u sztuk posiadajacych przeciwciala matezyne. Metoda
PCR w tym przypadku jest 10-krotnie bardziej czula w
poréwnaniu z izolacjg wirusa (26, 27, 67). Amplifikacja
kwasu nukleinowego 1 analiza polimorfizmu fragmen-
téw restrykcyjnych produktu PCR jest jedng z czeSciej
stosowanych kombinacji. Trawienie np. restryktazg Pvu
II produktu PCR wirusa EHV powoduje powstanic frag-
mentéw, ktérych wzor elektroforetyczny umozliwia
identyfikacje i réznicowanie typéw 1 i 4 herpeswirusa
rhinooneumonitis (44). Przeniesienie produktéw PCR po
ich rozdziale elektroforetycznym na membrane wg me-
tody Southern blot i hybrydyzacja do specyficznej son-
dy nie tylko jest potwierdzeniem specyficznosci tych
produktéw, ale podnosi rowniez czulosé tego testu. Taka
kombinacja zostata wykorzystana w wykrywaniu sta-
néw latencji u $win po infekeji wirusem Aujeszkyego
(39, 69). Podobng kombinacje mozna zastosowaé w diag-
nostyce biataczki u bydla, gdy wyniki testéw serologicz-
nych wypadajg stabe dodatnio lub watpliwie (7). W tym
przypadku przewaga PCR wynika nie tylko z faktu
wyzsze] czulo$ci metody, ale réwniez mozliwosei weze-
$nie;szego stwierdzenia stanu zakazenia. Wykrywang bo-
wiem czgsteczka jest DNA prowirusa, a nic przeciwcia-
to bedgce pochodng stymulacji biatka wirusowego. PCR
wydaje sie byé atrakcyjng alternatywa dla tradycyj-
nych metod izolacji i identyfikacji wolno rosnacych
Mycobacterium bovis (16) i Brucella abortus (21). Jest
to zdecydowanie szybsza procedura w poréwnaniu z tra-
dycyjnym namnazaniem i identyfikacjg tych zarazkow,
a takie bardziej specyficzna od tuberkulinizacji, czy tez
odczyndéw serologicznych. Oprécz wymienionych przy-
kladow w kontek$cie przydatnosei PCR w diagnostyce
weterynaryjnej mozna jeszcze dodaé doniesienia doty-
czace bydlecego wirusa niedoboru immunologicznego —
BIV (32), Actinobacillus pleuropneumoniae (62), Chlamy-
dia psittaci (51) i wirusa brodawczakowatosei bydia (63).
Nalezy sadzié¢, ze w przyszloéci metoda ta znajdzie sze-
rokie, praktyczne zastosowanic w diagnostyce chorob
zakaznych, zwlaszcza tych, ktérych wykrywanie jest
pracochionne i dlugotrwale.
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A. I.: Czestotliwosé wystepowania przeciweial dla wirusa
zapalenia stawow-zapalenia mézgu koz u kéoz w USA. (Pre-
valence of antibody to caprine arthritis-encephalitis virus
in goats in the United States). J. Am. Vet. Med. Ass. 200,
802—805, 1992 (6)

Przebadano surowice kéz ze 196 stad z terenu 28 stanéw
na obecno$¢ swoistych przeciwcial dla wirusa zapalenia
stawow — zaplenia moézgu kéz (CAE). Sposrod 3790 zwierzat
badanych az 1175 (31%) reagowalo dodatnio w odczynie
precypitacji dyfuzyjnej w zelu. Sposrdéd 196 stad bada-
nych — w kazdym ze 143 (73%) przynajmniej jedno zwie-
rze reagowalo dodatnio z antygenem CAE., Wiekszy odse-
tek ko6z reagujacych wvozytywnie wystepowal w stadach
rozmieszcezonyeh w stanach usytuowanych nad Pacyfikiem
i w polnocnej czesci USA. Liczba zwierzat reagujacych
dodatnio wzrastata u kéz do wieku 3 lat, byla najwyzsza
w maltych stadach, a najnizsza wsréd koéz rasy angora.
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czenie ropomacicza u kota prostaglandyna F, alfa: opis
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cats using prostaglandin F, alpha: 21 cases (1982—1990).
J. Am. Vet. Med. Ass. 200, 825828, 1992 (8)

W leczeniu ropomacicza u kotek, u ktérych szyvjka ma-
ciczna jest otwarta zastosowano prostaglandyne F, alfa w
dawce 01 lub 025 mg/kg masy ciala przez okres 3 lub
5 dni. Po zastosowaniu prostaglandyny wystapily nastepu-
jace reakcje uboczne: wzmozone $linienie, hiegunka, nui-
nosci, brak irzymania moczu, lordoza po 30 sekundach po
iniekeji prostaglandyny i utrzymywaly sie przez 60 minut.
U wszystkich 21 leczonych kocic wystapita poprawa kli-

nicznego stanu zdrowia. Tylko u jednej kotki powtérzono
leczenie po cokresie miesigca. U 95% leczonych kotek po-
wrocita ruja 1 82% (17 sztuk) po zaplodnieniu wydalo
zdrowe potomstwo,

G.

TURK J., FALES W., MILLER M., PACE L., FISCHER 1J.,
JOHANSON G., KREEGER J., FURNQUIST S. PITTMAN
L., ROTTINGHAUS A.,, GOSSER H.: Zakazenie jelitowe
Clostridium perfringens zwiazane z parwowiroza jelit u
psow: opis 74 przypadkéw. (1987—1990). (Intestinal Clostri-
dium perfringens infection in dogs with intestinal parvo-
virosis: 74 cases (1987—1990). J. Am. Vet. Med. Ass. 200,
991—994, 1992 (7)

Zakazenie parwowirusowe potwierdzono odezynem immu-
nofluorescencji lub izolacja wirusa. Z wycinkow jelit cien-
kich 1100 pséw poddanych eutanazji w okresie lipiec
1987 — 31 grudzien 1990 Clostridium perfringens C wyosob-
niono od 74 (69%e) ze 108 psow zakazonych parwowirusem.
Bakterie stwierdzano w preparatach histologicznych jelit
cienkich wykazujacych ogniskowa lub rozlang martwice
powierzchownej warstwy kosmkow jelitowych, Zmiany o
takim charakterze wystepowaly u 98% psoéw, u kiorych
wystepowalo zakazenie wywolane przez parwowirus i1 C.
perfringens C. Izalacja C. perfringens z jelita czczego psoéw
2 biegunksg na tle zakaZenia parwowirusowego wskazuje
na namnozenie klostridium w tym odcinku jelita. Martwi-
ca powierzchownej warstwy komorek nablonka stwarza
dogodne miejsce do namnozenie beztlenowca. W odcinku
uleglym martwicy nastepuje zaburzenie wytwarzanie IgA,
co powoduje obnizenie odpornosci miejscowej predyspo-
nujac do namnazania bakterii.
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