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Nauki biologiczne zostaly w ostatnim dziesigcioleciu
zdominowane badaniami i osiagnieciami z zakresu
biologii molekularnej. Ta gataZ nauki zrewolucjonizo-
wala podejscie do rozwigzywania wielu niezbadanych
dotychezas zagadnieri, otworzyta nowe perspektywy
w zakresie poznawania i kierowania procesami bio-
logicznymi oraz stata si¢, dla wielu badaczy, na-
rzedziem w pracach o réznorodnej tematyce w tym
w diagnostyce weterynaryjnej.

Sposréd wielu definicji pojecia biologia moleku-
larna trafna wydaje si¢ ta, ktéra méwi, ze jest to
dziedzina nauki. ktéra taczac idee i metody wielu
dyscyplin przyrodniczych bada elementarne procesy
reakcji biologicznych na poziomie molekularnym
w celu ustalenia ogdélnego planu, do ktérego mozna
by byto sprowadzi¢ wszystkie makroskopowe prze-
miany zyciowe (9). Méwiac o dyscyplinach naukowych
tworzacych biologi¢ molekularng warto zacytowad
znana anegdote zwigzang z Francisem Crickiem. ktéry
na pytanie urzedu podatkowego, co nalezy rozumiec
pod pojeciem .,biologii molekularnej” wyjasnil, ze
jest to mieszanina genetyki, biochemii, biofizyki i
krystalografii.

Do lat szesédziesiatych naszego stulecia biologia
molekularna $wigcita wielkie triumfy 1 rozwiazata
kilka pajbardziej podstawowych probleméw biologil.
Zaliczy¢ do nich nalezy przede wszystkim odkrycie

¥y Referat wygloszony 8.06.1995 r na Sesii Naukowej zwiazane] z
obchodami 50-lecia Paistwowego Instytuty Weterynaryjnego

roli DNA w kodowaniu informacji genetycznych
organizméw, a nastgpnie odczytanie kodu DNA i
wykazanie jego wiasciwosci.

Kolejnymi etapami wyznaczajacymi postep W roz-
woju biologii molekularnej byty odkrycia: Beadla
— genetyka z Instytutu Technologicznego w Pasa-
denie oraz Tatuma — biochemika z Instytutu Roc-
kefellera, ktorzy w 1940 r. dowiedli, ze wszystkie
reakcje biochemiczne sg uwarunkowane ge netycznie
(z kazdym enzymem koresponduje odpowied ni gen),
Averyego i wsp., ktérzy w 1944 r.. udowodnili, ze
kwas nukleinowy jest no$nikiem informacji gene-
tycznej; Watsona (biochemik) i Cricka (genetyk).
autoréw modelu budowy przestrzennej DNA (pod-
wéjna spirala), badaczy francuskich— Jacoba i Manoda.
odkryweéw mRNA oraz tworcow mechanizmu re-
gulacji czynnosci gendw (1960). Wigkszo$¢ wymie-
nionych, zostata wyrézniona nagrodami Nobla (8).

Ogromny postep w zakresie biologii molekularnej
odnotowano réwniez w ostatnim dwudziestoleciu. Do
odkry¢ o szezegdlnie waznym, praktycznym znacze-
niu zaliczy¢ nalezy wyniki badai Kohlera i Mil-
steina, ktorzy w 1975 r. po raz pierwszy dokonali
polaczenia limfocytu, pochodzacego ze sledziony
myszy, uczulonego erytrocytami barana. z komorka
linii szpiczaka otrzymujac hybryde produkujgcy prze-
ciwciata monoklonalne. Zaskakujaco wielostronne za-
stosowania znalazt genialny pomyst Mullisa (1985)
dotyczacy mozliwosci powielania DNA metoda poli-
meryzacji taficuchowej — polymerase chain reaction,
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PCR. Jednym z bardzo spektakularnych efektow
zastosowan technik biologii molekularnej sa opub-
likowane w 1994 r. wyniki prac Dijona 1 wsp. (1),
ktérzy przedstawili kompletng sekwencje DNA XI
chromosomu drozdzy.

Aktualnie wyzwaniem dla biologéw molekularnych
jest analiza ogromnej ilosci danych uzyskiwanych w
trakcie sekwencjonowania kwaséw nukleinowych réz-
nych organizméw. Wskazujac na ten problem, warto
zwrocié uwage na realizowany juz, pod kierunkiem
J. Watsona, temat badawczy ,.genom cziowieka”.
Podstawowym efektem tego projektu bedzie by¢ moze
poznanie molekularnych podstaw genetyki cztowie-
ka (13). Bez watpliwosci biologia molekularna jest
narzedziem, ktére w niedalekiej przysziosci rzuci
nowe $wiatto na zagadnienie ewolucji organizmow
zywych.

Techniki biologii molekularnej znajduja zastoso-
wanie, praktycznie we wszystkich gateziach nauki,
w tym coraz czgSciej w naukach weterynaryjnych.

Celem niniejszego referatu jest przedstawienie w
sposob syntetyczny i maksymalnie uproszczony moz-
liwosci 1 efektéw wykorzystania technik biologii
molekularnej w zwalczaniu wybranych choréb wiru-
sowych i bakteryjnych zwierzat. Prezentowane me-
tody badawcze sa stosowane i rozwijane, w réznych
zaktadach Paristwowego Instytutu Weterynaryjnego
(PIWet) w Pulawach.

W Zakladzie Choréb Swin prowadzone sa badania
z wykorzystaniem nast¢pujacych technik biologii
molekularne;j:

1. Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym (PAGE)

2. Produkcja przeciwcial monoklonalnych (MAb)

3. Larfcuchowa reakcja polimerazowa (PCR)

4. Analiza restrykcyjna genomu wirusowego (re-
striction fragment lenght pattern — RFLP) 1 genomu
bakteryjnego (rRNA — ribotyping)

5. Sekwencjonowanie fragmentu genomu wirusa.

Metoda elektroforezy w zelu poliakrylamidowym
(PAGE) umozliwia rozdziat mieszaniny biatek lub
kwaséw nukleinowych na podstawie ich masy lub
fadunku elektrycznego. Droga migracji bialek w ze-
lu, w polu elektrycznym, jest odwrotnie proporcjo-
nalna do ich wielkosci. Oznacza to, ze droga biatek
o duzej masie jest krétka natomiast wydiuza si¢
wraz ze zmniejszaniem si¢ czasteczki biatka. Uzy-
skany w trakcie rozdziatu profil elektroforetyczny
mozna przenie$¢ na membrang nitrocelulozowg lub
nylonowa. To z kolei umozliwia analiz¢ poszcze-
gdlnych frakcji biatkowych przy pomocy przeciwciat
polikonalnych Iub monoklonalnych (western blot).
Tego rodzaju procedura wykorzystywana jest m.in.
do charakterystyki wtasciwosci immunogennych bak-
terii z rodzaju Actinobacillus pleuropneumoniae
(14) jak i klasyfikacji rotawiruséw (17). To ostatnie
zastosowanie elektroforezy mozliwe jest dzigki uni-
kalnemu dwuniciowemu genomowi RNA rotawiru-
séw, ktéry tworzy w zelu PAGE charakterystyczny

uporzadkowany szereg 11 segmentéw. Szereg ten
jest niezmienny i powtarzalny dla poszczegdlnych
szczepOw rotawirusow. Metoda ta wykorzystywana
jest jako test diagnostyczny dla wykazania obecnosci
rotawiruséw w kale prosiat; moze réwniez stanowic
podstawe do klasyfikacji tych drobnoustrojow (16).

Szczegbtowe zasady produkcji MAbs przedsta-
wiono w pracach whasnych opublikowanych na famach
Medycyny Weterynaryjnej (5, 6). W ogromnym skro-
cie mozna powiedziec, ze producentem MAbs jest
hybryda powstata w wyniku polaczenia si¢ komérek
nowotworowych (myeloma) utrzymujacych stata i nie-
ograniczona zdolno$¢ do podziatéw z uczulonym
na okreslony antygen limfocytem B, wywodzacym
sie ze Sledziony czyli splenocytem. Uczulony limfocyt
jest partnerem wnoszacym do hybrydy komdrkowej
informacje genetyczna niezbg¢dna do wytwarzania
przeciwciata o okreslonej swoistosci oddziatywania
z epitopem uzytym w procesie immunizacji. Drugim
partnerem fuzji jest komoérka nowotworowa, nie wy-
twarzajaca wlasnych immunoglobulin. W wyniku
fuzji powstaje komérka — hybryda, ktéra zawiera
synkarion, czyli podwéjny material genetyczny 1
utrzymuje nowotworowa zdolnos¢ do podziatéw i
whasciwos$é wytwarzania przeciwcial o okreslonej
swoistosci. Hybrydomy produkujace przeciwciata
poddaje si¢ procesowi klonowania, ktérego celem
jest uzyskanie rosnacego klonu — kolonii, wywodzace]
sie z pojedynczej komoérki hybrydoma, u ktérej zdol-
no$¢ wytwarzania MAbs reagujacych tylko z jednym
rodzajem epitopu jest cechg stata (7).

Przedmiotem naszego szczegdlnego zainteresowa-
nia jest wykorzystanie MAbs do diagnostyki pomoru
klasycznego $win (CSF). Stosowane od wielu lat
metody wykrywania zakazefi wirusem CSF (CSFV)
okazywaly sie niekiedy zawodne z powodu znacznego
pokrewienistwa antygenowego migdzy CSFV a na-
lezacym do tego samego rodzaju Pestivirus — wi-
rusem wirusowej biegunki bydia — BVDV (18).
Precyzyjne réznicowanie wymienionych drobno-
ustrojéw mozliwe jest jedynie poprzez stosowanie
MAbs skierowanych przeciw specyficznym epito-
pom wirusa. W badaniach wtasnych z 83 uzyskanych
klonéw komérek ocenie swoitosci poddano zestaw
34 MAbs. Dziewigé sposréd charakteryzowanych
serologicznie MAbs reagowato z referencyjnym szcze-
pem CSFV — Alfort-187 oraz ze wszystkimi tereno-
wymi izolatami CSFV. Przeciwciafa te nie tworzyly
komplekséw immunologicznych z referencyjnym wi-
rusem BVDV — szczep NADL-158. W zwiazku z
tym uznano je za swoiste dla CSFV. Dwa sposrod
tych przeciwcial, reagujace ze szczepem Alfort w
najwyzszych mianach, wykorzystano do immunoen-
zymatycznej (ELISA), serologicznej diagnostyki CSF,
w odmianie trapping blocking. Pozostale przeciw-
ciata z hodowli komoérek hybrydoma reagowaty za-
réwno ze szczepami wirusa CSF jak i BVDV. Uznano
je zatem jako swoiste dla rodzaju Pestivirus.
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Polimeryzacja tadicuchowa (PCR) DNA, jest aktu-
alnie najbardziej selektywna i czula metoda wykry-
wania kwaséw nukleinowych. Rozpoczynajac od
pojedynczej czasteczki DNA mozna przy pomocy
PCR w ciagu kilku godzin uzyska¢ miliardy jej
wiernych kopii. Mechanizm PCR polega na enzyma-
tycznym powielaniu fragmentu DNA ograniczonego
przez dwa oligonukleotydowe startery. Komplemen-
tarnie wiaza sie one (hybrydyzuja) z odpowiednimi
fragmentami pojedynczej nici DNA (target sequen-
ce) co umozliwia wydtuzanie (elongacja) startera przez
polimeraze. komplementarnie do sekwencji matrycy.
Cykliczna, termiczna denaturacja podwdéjnej nici DNA,
hybrydyzacja starteréw do matrycy oraz ich wydtu-
zanie przez polimeraz¢ DNA daje w rezultacie am-
plifikacie segmentu DNA zdefiniowanego przez korice
5" starteréw. Poniewaz produkt wydtuzenia kazdego
startera stuzy jako matryca w kolejnym cyklu, kazdy
cykl podwaja ilos¢ fragmentéw DNA zsyntetyzo-
wanych w poprzednim.

Najprostszym sposobem identyfikacji produktu PCR
jest jego elektroforeza w zelu agarozowym 1 bar-
wienie bromkiem etydyny. Innymi bardziej specyfi-
cznymi sposobami identyfikacji jest przeprowadzenie
analizy restrykcyjnej, hybrydyzacja z sonda mole-
kularna. W Zakladzie Choréb Swin PIWet, PCR
wykorzystuje sie do diagnostyki takich wirusowych
choréb trzody chlewnej jak CSF. choroba Aujesz-
kyego (chA) i zakazenia rotawirusowe prosiat 3
4, 12).

W diagnostyce CSF do badai uzywa si¢ material
biologiczny (migdatki. nerki lub Sledziong) uzyska-
ny od $win podejrzanych o zakazenie. W zwiazku
z tym. Ze pestiwirusy posiadajg genom zbudowany
7z RNA. konieczne jest poprzedzenie reakcji PCR
reakcja odwrotnej transkrypeji (Reverse Transcrip-
tion — RT) czyli przepisanie informacji genetycznej
z RNA na cDNA.

Jak wskazuja na to dotychezasowe rezultaty sto-
sowania omawianej techniki w diagnostyce CSF.
metoda ta jest bardziej efektywna oraz zdecydowanie
szybsza od dotychczas wykorzystywanych. Niejed-
nokrotnie material biologiczny nie nadajgcy sig¢ do
izolacji wirusa lub immunofluorescencji (toksyczny,
zbyt péZno dostarczony. niewlasciwie pobrany) oka-
zuje sie przydatny do amplifikacji. W tym przy padku
rozpoznanie moze by¢ postawione nawet wiedy.
gdy w badanej prébee materialu biologicznego Znaj-
duje si¢ tylko kilka czastek wirusa. lub nawet nie
ma go wcale, natomiast obecne sa fragmenty jego
kwasu nukleinowego.

Sposréd metod biologii molekularne. okreslajacych
wlasciwosci genomu bakterii 1 wiruséow szczegolnie
przydatna jest analiza fragmentéw DNA powstatych
w wyniku trawienia enzymami restrykey] nymi RFLP
(14, 15). Chromosom bakteryjny jak 1 genom wi-
rusowy zbudowane sa z nici kwasow nukleinowych.
w obrebie ktérych mozna wyrézni¢ — wysoce stabilne

(konserwatywne), zmienne i hyperzmienne sekwen-
cje nukleotydéw. Presja selekcyjna doprowadza w
niektérych przypadkach do reorganizacji i mutacji
ujawniajacych si¢ najczgsciej w regionach zmiennych.
Bedace rezultatem scharakteryzowanych zjawisk zmia-
ny w sekwencjach nukleotydéw, wptywaja na obraz
wzoru restrykeyjnego genomu badanych drobnou-
strojéw. Zmiany uwidocznic¢ mozna. wykorzystujac
do tego celu wlasciwosci enzyméw restrykeyjnych.
Odpowiednio dobrana restryktaza dzieli genom ba-
danego drobnoustroju na Scisle okreslong liczbe frag-
mentéw. W zaleznosci od uzytego enzymu [ragmenty
kwasu nukleinowego moga by¢ wigksze (enzymy
rzadko tnace) lub mniejsze (enzymy czgsto tnace).
Po rozdziale elektroforetycznym i zabarwieniu zelu
bromkiem etydyny uzyskuje si¢ mniej lub bardzie]
charakterystyczne elektroforegramy (uktad prazkow
w zelu agarozowym lub poliakrylamidowym). Warto
nadmieni¢, ze w przypadku duzego genomu bakte-
ryjnego. dla wasciwej analizy elektroforegramu ko-
nieczne jest zastosowanie elektroforezy w zmiennym
polu elektrycznym (elektroforeza pulsowa). Ten typ
elektroforezy umozliwia rozdzial duzych (od 50 kb
do 10 000 kb) fragmentéw DNA. Na podstawie liczby
i rozmieszezenia prazkéw elektroforetycznych (wzor
restrykcyjny — restriction fragment pattern — RFP)
mozna dokonaé charakterystyki badanych drobno-
ustrojéw. W zaleznosei od rodzaju bakterii, mozna
przy pomocy omawianej techniki. wyr6znic od jed-
nego do kilkunastu wzoréw elektroforetycznych.

Specyficznos¢ wybranych fragmentow genomu usta-
li¢ mozna poprzez wykorzystanie sondy molekular-
nej, kiéra stanowi znakowany, okreslony fragment
nici kwasu nukleinowego. Polgczenie sondy mozli-
we jest tylko z komplementarnym fragmentem nici
DNA. Umozliwia to wykrycie i identyfikacje okre-
¢lonej sekwencji nukleotydéw w obrebie analizo-
wanych fragmentéw restrykeyjnych (10). Uzyskane
w ten sposob informacje moga by¢ wykorzystywane
m.in. w molekularnych badaniach epidemiologicz-
nych (15).

W przypadku blisko spokrewnionych bakterii ce-
lowe jest uzycie sond komplementarnych do sek-
wencji genéw kodujacych rRNA. W zwigzku z tym.
ze geny 'RNA okazaly si¢ bardzo konserwatywne
w czasie ewolucji i sa obecne w komorkach wszy-
stkich bakterii, reaguja one z uniwersalng sonda
uzyskana z rRNA Escherichia coli. Geny kodujace
'RNA obecne sa w chromosomie bakteryjnym tylko
w kilku lub kilkunastu kopiach. Z tego powodu
hybrydyzacja z sondg przygotowang na bazie rRNA
uwidacznia te fragmenty chromosomu, ktére zawie-
raja sekwencje genéw rRNA. Uzyskany w tym przy-
padku wzér elektroforetyczny sktada sie co najwyzej
7 kilku do kilkunastu prazkow, co umozliwia tatwa
i wystarczajaco dokladna charakterystyke szczepu.
Typowanie tym sposobem blisko spokrewnionych
hakterii okresla sie mianem ribotyping (14).
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Przedstawiona w ogromnym skrécie technike ba-
dawcza (RFLP) wykorzystuje si¢ W Zaktadzie Choréb
Swirt PIWet w epidemiologii molekularnej zakazen
$wid bakteriami z rodzaju Actinobacillus pleuro-
pneumonie (App).

Przy pomocy elektroforezy pulsowej przeprowa-
dzono m.in. analize genetyczna 13 szczepéw referen-
cyjnych App oraz wybranych izolatéw terenowych
App nalezatych do serotypu 9, pochodzacych z Pol-
ski. Szwajcarii. Francji. Republiki Czeskiej 1 Australii.
Stwierdzono. ze poszczegdlne szczepy referencyjne
App posiadaja rézny, specyficzny dla siebie wzor re-
strykeyjny. Analiza szczepéw terenowych -wykazata,
ze wszystkie izolaty serotypu 9, wyosobnione w
kraju maja podobny profil elektroforetyczny. Dla przy-
ktadu elektroforegram szczepu australijskiego (se-
rotyp 9) réznit si¢ w sposéb istotny od europejskiego
szczepu referencyjnego serotyp 9, jak réwniez szcze-
pow polskich (14).

Przy pomocy metody ribotyping w grupie szcze-
pow referencyjnych stwierdzono 8 wzoréw genow
kodujacych rRNA. Analiza szczepow terenowych
App. nalezacych do serotypu 9 wykazala, ze wszy-
stkie polskie szczepy. niezaleznie od miegjsca 1zo-
lacji. maja ten sam model rybosomowego DNA,
rézny od wzoru rybosomowego DNA izolatow cze-
skich, francuskich i szwajcarskich. Uzyskane dane
maja duze praktyczne znaczenie epidemiologiczne.

Zastosowanie analizy restrykecyjnej z wykorzysta-
niem hybrydyzacji molekularnej w odniesieniu do
17 krajowych izolatéw wirusa choroby Aujeszkyego
(ADV) pozwolito m.in. na wykazanie, ze wszystkie
badane szczepy terenowe ADV naleza do typu I
Herpesvirus suis 1 (w Europie zachodniej dominuje
typ I1). Wsréd badanych szczepdw. wyizolowanych
od §wid i w jednym przypadku od lisa. znajduja
sie rekombinanty ze szczepionkowym, atenuowa-
nym wirusem ADV — szczepem TK900, od lat sto-
sowanym w Polsce w zwalczaniu chA. Wyizolowane
w dwu innych przypadkach od liséw hodowlanych
i od psa szczepy ADV sy identyczne z uzyskanymi
od $wind, co wskazuje, ze do zakazenia zwierzat
miesozernych doszto wskutek skarmiania migsa po-
chodzacego od zainfekowanych §win (2, 3, 4).

Sekwencjonowanie DNA polega na precyzyjnym
okresleniu kolejnosci nukleotydéw w analizowanym
fragmencie DNA. Metoda ta pozwala na wykrycie
mutacji punktowych genu (zmiana jednego nukleo-
tydu). Mutacja jednego nukleotydu moze w sposéb
istotny zmienié wlasciwodci biatka syntetyzowanego
na podstawie informacji zawartych w genie. Okre-
$lenie sekwencji nukleotydéw w analizowanym frag-
mencie DNA daje zatem mozliwos¢ identyfikacji
motywéw nukleotydowych charakterystycznych dla
danego rodzaju. serotypu lub szczepu wirusa. Po-
réwnanie sekwencji nukleotydowych jednego lub
wiecej fragmentéw genomu izolatéw terenowych
danego wirusa pozwala na okreSlenie ich pokre-

wieristwa, pochodzenia lub potencjalnych wlasci-
wosci biologicznych np. zjadliwosei, atenuacji czy
immunogennoscit.

Proces okre$lenia sekwencji nukleotydowej DNA
sktada sie z trzech etapéw: 1) syntezy fragmentow
DNA komplementarnych do sekwencjonowanej nict
DNA, 2) rozdziatu uzyskanych fragmentow DNA
w zelu poliakrylamidowym, 3) identyfikacji nukleo-
tydéw na koncach wszystkich fragmentéw. Aktu-
alnie, sekwencjonowanie DNA prowadzi si¢ zwykle
z wykorzystaniem metody Sangera (12). W metodzie
tej fragmenty DNA sg syntetyzowane przez polimeraze
DNA, ktéra dobudowuje nukleotydy do oligonu-
kleotydowego startera, komplementarnie do matrycy
DNA. Sekwencja startera jest precyzyjnie okreslona,
w zwigzku z czym wiaze si¢ on z matryca w Scisle
okreslonym miejscu, skad rozpoczyna si¢ synteza
komplementarnych nici. Synteza prowadzona jest w
czterech probéwkach, z ktérych kazda zawiera cztery
rézne deoksynukleotydy (ANTP) oraz jeden z czterech
dwudeoksynukleotydéw (ddNTP). Analogi te maja
strukture chemiczng zmodyfikowana w sposéb unie-
mozliwiajacy dalsze wydluzanie syntetyzowanego
laficucha DNA przez polimeraze DNA. Poniewaz
synteza rozpoczyna si¢ od wspdlnego startera, uzycie
wiasciwych proporcji dNTP i ddNTP umozliwia
uzyskanie fragmentéw DNA o jednakowych kon-
cach 5°, réznigcych si¢ dlugoscia o jeden nukleotyd.
Produkty syntezy prowadzonej z uzyciem danego
ddNTP sa zakofczone tym analogiem. Obserwacji,
w wyniku rozdzialu dokonuje si¢ dzigki uzyciu ra-
dioizotopu. Po przylozeniu do zelu poliakrylamido-
wego blony fotograficznej dochodzi do jej naswietlenia
w miejscach radioaktywnych prazkéw DNA. Po-
niewaz reakcje prowadzone sa z uzyciem czterech
ddNTP, w czterech probéwkach, dla oznaczenia se-
kwencji kazdej pojedynczej nici DNA, w Zelu roz-
dzielane sa oddzielnie produkty kazdej z tych reakeji.
Po autoradiografii i wywotaniu blony fotograficzne]
dla jednej nici DNA otrzymuje si¢ cztery SciezKi praz-
kéw. Okreslenie sekwencji nukleotydéw we fragmen-
cie DNA wykonuje si¢ okreslajac kolejnos¢ prazkow
we wszystkich $ciezkach (11).

Sekwencjonowanie DNA, wykorzystuje si¢ w Za-
ktadzie Choréb Swir do badan epizootiologicznych
nad CSFV, prace te prowadzone sa wspélnie z Na-
tional Veterinary Services Laboratory w Ames, To-
wa, USA. Do badari wykorzystano dotychczas 29
izolatéw CSFV z Europy, Azji i Ameryki. Matryce
do sekwencjonowania uzyskiwano przez amplifikacje
fragmentu z kotica 5° badanych szczepow. Analize
fragmentéw prowadzono automatycznie z wykorzy-
staniem systemu nieradioaktywnego znakowania
fragmentéw. Dzigki zastosowaniu czterech réznych
barwnikéw fluorescencyjnych reakcje przeprowadza-
no w jednej probéwce. Réwniez rozdzial produktu
reakcji wykonywano na jednej sciezce. Kolejnos¢
nukleotydéw w zelu odczytywano i wprowadzano
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do pamigcie komputera przy pomocy laserowego
skaneru. Analiza uzyskanych sekwencji pozwolita na
oznaczenie specyficznych motywéw nukleotydowych
charakterystycznych dla geograficznych grup wirusa.

Poréwnanie sekwencji 29 badanych szczepdw umo-
zliwito wyodrebnienie podgrup CSFV, charakterysty-
cznych dla poszezegélnych regiondw (kontynentow)
geograficznych (Ameryka, Azja, Europa). Na pod-
stawie analizy ocenianego fragmentu wykazano row-
niez. ze wszystkie szezepy wirusa pomoru nalezy
do jednego genotypu.

Przedstawione wyniki zastosowal metod biologii
molekularnej maja bardzo duze znaczenie poznawcze.
Sa one réwnoczesnie istotne z punktu widzenia diag-
nostyki i epidemiologii weterynaryjnej. Nie ma wat-
pliwosci. ze z kazdym rokiem praktyczna wartosce
scharakteryzowanych metod bedzie coraz wigksza.
podobnie jak oczywistym jest. ze przedstawione te-
chniki muszg by¢ doskonalone.

Na zakoriczenie nalezy podkreslié. ze osiagnigcie
przedstawionych wynikow bylo mozliwe dzigki wspol-
pracy Zaktadu Choréb Swif z innymi zaktadami
PIWet. a takze z uznanymi placéwkami naukowymi
w kraju i zagranica. Wsréd nich wymienic nalezy:
Pracownic Biochemii Wiruséw Uniwersytetu Gdan-
skiego, Katedre Epizootiologii Wydzialu Weteryna-
ryjnego w Lublinie, National Animal Disease Center

i National Veterinary Services Laboratory w USA,
Tierarztliche Hochschule w Hannowerze oraz z In-
stitute for Animal Science and Health w Holandii.
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artykut przegladowy

Pasozyty narzadéw piciowych ogiera

Zaklad Choréb Koni Bydgoskiego Oddziatu Paristwowego Instytutu Weterynaryjnego w Pulawach, Al Powstanicéw WIkp. 10, 85-090 Bydgoszcz

Przyczyna patologicznych zmian w obrebie na-
rzadéw plciowych ogiera obok bakterii, wiruséw i
grzybéw moga byc¢ ez pasozyty. Najczesciej atakuja
one napletek, pracie i skére moszny. ale opisane
zostaly réwniez przypadki obecnosci pasozytow w
tkankach okolojadrowych. w jadrach, najadrzach.
powrézkach nasiennych i w dodatkowych gruczo-
tach plciowych ogiera.

Niniejsza praca omawia inwazje pasozytnicze po-
szczegblnych odeinkéw, zewnetrznych i wewnegtrz-
nych, narzadéw plciowych ogiera.

Inwazje pasozytnicze skory moszny

Przyczyna powierzchownych zapalen skory mo-
szny wraz z depigmentacja moga byc mikrofilarie
picieni Onchocerca cervicalis. Onchocerkoza jest
schorzeniem pasozytniczym koni przede wszystkim

powyzej 4 roku zycia, wywolywanym przez nicienie
nalezace do rodziny Filariidae (1, 9, 14, 24). Cho-
roba ta rozpowszechniona jest w Europie 1w Ame-
ryce Péinocnej (21). wystgpuje takze w Polsce (18).
Dojrzale osobniki, umiejscawiaja si¢ w wigzadle
karkowym i w Sciggnach dolnych czesci konczyn
(gdzie sq przyczyna rozrostu lgcznotkankowego). a
Jarwy (mikrofilarie) w skorze prawie wszystkich
okolic ciala, przy czym najczgscie] wystepuja w
okolicy klebu, mostka, oczu, ale przede wszystkim
na bokach ciata i wzdhiz $rodkowej linii brzucha
(szczegblnie w okolicy pepkowej) (22). Niekiedy
mikrofilarie wystepowaé mogg w gatkach ocznych,
np. w rogéwee, ciatku rzeskowym i innych czesciach
oka. U mtodych, dwuletnich koni obserwowano zmiany
tylko w okolicy glowy 1 grzywy ( 1). U samcow larwy
inwazyjne wedruja do powierzchownych warstw skory
moszny gdzie si¢ usadawiaja. Dochodzi tu do za-



