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Nauki biologiczne zostały w ostatnim dziesięcioleciu
zdominowane baclaniami i osiągnięciami z zak\resu

ia biologia moleku-
ra mÓWi, Ze jest to

dee i metody wieltt
clyscyp bada elementarne procesy

róakój1 poziomie molekularnym
w celu planu, do którego mozna

by było sprowadzić wszystkie makroskopowe prze-

ńu"y zyciowe (9). Mówiąc o dyscyplinach naukowych

*.ilT 
i ;r' : i!'s', o r, 

" 
r, u,yc h n as z e g o s tu lec i a b i o l o g i a

molekularna święciła wielkie triumfy 1 rozwlązała

kilka naibarrdziej podstawowych problemów biologii,

ZallczyĆ do nich-należy przede wszystkim odkrycie

x) Relerat rvy_tłoszony E 06 l99-5 r na Sesii Naukotej zulązane] z

o bclrodarli 50- leci n Pali str,v olv ego l n stvtl]t Lt Wetctyn aly.1 nego
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PCR. Jednym z bardzo spektakularnych efektów
zastosowań technik biologii molekularnej są opub-
likowane w 1994 r. wyniki prac Dijona i wsp. (1),
którzy przedstawili kompletną sekwencję DNA XI
chromosoln u drożdży .

Aktual nie wyzwaniem dla biologów molekularnych
jest analiza ogromnej ilości danych uzyskiwanych w
trakcie sekwencj onowania kw asów nukleinowy ch r óż-
nych organizmów. Wskazując na ten problem, warto
zwrócić uwagę na realizowany juz. pod kierunkiem
J. Watsona, temat badawczy ,,genom człowieka",
Podstawowym efektem tego projektu będzie być może
poznanie molekuIarnych podstaw genetyki człowie-
ka (l3). Bez wątpliwości biologia molekularna jest
narzędziem, które w niedalekiej przyszł,ości rzuci
nowe światło na zagadnienie ewolucji organizmów
zywych.

Techniki biologii molekularnej znajdują zastoso-
wanie, praktycznie we wszystkich gałęztach nauki,
w tym cotL\z częściej w naukach wetelynaryjnych.

Celem niniejszego referatu jest przedstawienie w
sposób syntetyczny i maksymalnie uproszczony moz-
liwości i efektów wykorzystania technik biologii
rnolekularnej w zwalczaniu wybranych chorób wiru-
sowych i bakteryjnych zwierząt. Prezentowane me-
tody badawcze są stosowane i rozwijane, w róznych
zakładach Państwowego Instytutu Weteryn aryj ne go
(PlWet) w Puławach,

W Zakładzie Chorób Świń prowadzone są badania
z wykorzystaniem następujących technik biologii
molekularnej:

1 . Elektrofb r eza w zelu poliakryl;unidowy m (PAGE)
2. Plodukcja przeciwciał monoklonalnych (MAb)
3. Łańcuchowa reakcja polirnerazowa (PCR)
4. Analtza restrykcyjna genomu wirusowego (re-

striction fragment lenght pattern - RFLP) i genonu
bakteryjnego (rRNA - ribotyping)

5. Sekwencjonowanie fragmentu genomu wirusa.
Metoda elektrofore zy w żelu poliakrylarnidowym

(PAGE) umozliwia rozdzia| mieszaniny bjałek lub
kwasów nukleinowych na podstawie ich masy lub
ładunku elektrycznego. Droga nigracji białek w że-
lu, w polu elektrycznym, jest odwrotnie proporcjo-
nalna do ich wielkości. ()znacza to, że droga białek
o dr-rzej masie jest krótka natomiast wydłuza się
wraz ze zmniejszaniem się cząsteczkt białka. Uzy-
skany w trakcie rozdzjału profil elektroforetyczny
mozna przenieść na membranę nitrocelulozową lub
nylonową, To z kolei umozliwia anallzę poszcze-
gólnych frakcji białkowych przy pomocy przeciwciał
polikonalnych lub monoklonalnych (western blot).
Tego rodzaju procedura wykorzystywana jest m.in.
do charakterystyki właśctwości immunogennych bak-
terll z rodzaju Actinobacillus pleuroplteutltoltiae
(1a) iak i klasyfikacji rotawirusów (17). To ostatnie
zastosowanie elektroforezy mozliwe jest dzięki uni-
kalnemu dwuniciowemu genomowi RNA rotawiru-
sów, który tworzy w zelu PAGE charakterystyczny

uporządkowany szereg 11 segmentów. Szereg ten
jest niezmienny i powtarzalny dla poszczególnych
szczepów rotawirusów, Metoda ta wykorzystywana
jestjako test diagnostyczny dla wykazania obecności
rotawirusów w kale prosiąt; może równiez stanowić
podstawę do klasyfikacji tych drobnoustrojów (16).

Szczegółowe zasady produkcji MAbs przedsta-
wiono w pracach własnych opublikowanych na łamach
Medycyny Weterynaryjnej (5, 6). W ogromnym skró-
cie mozna powiedzieć, ze producęntem MAbs jest
hybryda powstała w wyniku połączenia się komórek
nowotworowych (myeloma) utrzymujących stałą i nie-
ograniczoną zdolność do podziałów z uczulonym
na określony antygen limfocytem B, wywodzącym
się ze śledziony czyli splenocytem. Uczulony limfocyt
jest partnerem wnoszącym do hybrydy komórkowej
informację genetyczną niezbędną do wytwarzania
przeciwciała o określonej swoistości oddziaływania
z epitopem użytymw procesie immunizacji. Drugim
partnerem fuzji jest komórka nowotworowa. nie wy-
twarzająca własnych immunoglobulin. W wyniku
fuzji powstaje komórka - hybryda, która zawleTa
synkarion, ny materiał genetyczny i
utrzymuje zdolność do podziałów i
właściwoś przeciwciał o określonej
swoistości. Hybrydomy produkuj ącę przeclwciała
poddaje się procesowi klonowania, którego celem
jest uzyskanie rosnącego klonu - kolonii, wywodzącej
się z pojedynczej komórki hybrydoma, u której zclol-
ność wytwarzan|a MAbs reagujących tylko z jednym
rodzajem epitopu jest cechą stałą (7).

Przedmiotem n asze go szcze gólneg o z ainteres ow a-

niajest wykorzystanie MAbs do diagnostyki pomortr
klasycznego świń (CSF). Stosowane od wielu lat
metody wykrywani a zakażeń wirusem CSF (CSFV)
okazywały się niekiedy zawodne z powodu zfiacznego
pokrewieństwa antygenowego między CSFV a na-
Ieżącym do tego samego rodzaju Pestivirus - wi-
rusem wirusowej biegunki bydła - BVDV (18),

Precyzyjne róznicowanie wymienionych drobno-
ustrojów mozliwe jest jedynie poprzęz stosowanie
MAbs skierowanych przeciw specyficznym epito-
pom wirusa. W badaniach własnych z 83 uzyskanych
klonów komór,ek ocenie swoitości poddano zestaw
34 MAbs. Dziewięć spośród charakteryzowanych
serologicznie MAbs reagowało z refelencyjnym szcze-
pem CSF e ws
wymi izo ciała
kompleks z re
rusem BVDV - szczep NADL-158. W związkl z
tym uznano je za swoiste dla CSFV. Dwa spośród
tych przeciwciał, reagujące ze szczepem Alfort w

mianach, noen-
(ELISA), CSF,
trapping eciw-

ciała z hodowli komórek hybrydoma reagowały za-
równo ze szczeparnl wirusa CSF jak i BVDV. Uznano

1e zatemjako swoiste dla rodzaju Pestivirus.
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Polimeryzacja , jest aktu-

alnie najbardzie1 dą wykly-
wania kwasów ynając od
pojedynczej cząsteczki DNA mozna przy pomocy
PCR * ciągu kilku godzin uzyskać miliardy jej

startera słuzy jako matrycir w kolejnyrn cyklu. kazdy
cykl podwaja ilość fragrnentów DNA zsyntetyzo-

z RNA rTa cDNA.

(konserwatywne), zmienne i hyperzmienne sekwen-

kwasu nukleinowego mogą być większe (enzymy
rzadko tnące) lub mniejsze (enzymy często tnące),

Po rozdziale elektroforetycznym i zabarwieniu zelu

w kilku lub kilkunastu kopiach. Z tego powodu
hybrydyzacja z sondą przygotowaną na bazie rRl{A
uwiaa.Żrr; u-te fragmenly chromosomu, które zaw Ię-

rRNA. Uzyskany w tym przy-
etyczny skłacla się co najwyzej
prązków, co umozliwia łatwą

rakterystykę szczępl],
isko spokrewnionych
ibotyping (l4).
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Przedstawioną w ogromnym skrócie technikę ba-
dawczą (RFLP) wykorzystuje się w Zakładzie Chorób
Świń PIWet w epidemiologii molekularnej zakażeń
świń bakter7aml z rodzajtr Actinobacillus pleuro-
pnetłntonie (App)

Przy pomocy elektroforezy pulsowe1 przeprowa-
clzono m.in. analizę genetyczną 13 szczepów referen-

App posiadająróżny. specilficzny dla siebie wzór re-

strykóyjny. Anirliza szczepów terenowych -wykazała,

ze wszystkie izolaty selotypu 9, wyosobnione w
kraju rofil elektroforetyczny. Dlaprzy-
kładu m szczepu australijskiego (se-

rotyp 9) różnlł się w sposób istotrry od eulopejskiego
szczepLlreferencyjnego serotyp 9, jak również szcze-

mają duze praktyczne znaczen7e epidemiologiczne,
Zastosowanie analizy restrykcyjnej z,,vykorzysta-

niem hybryclyzacji molekularnej w odniesieniu do

się rekornbinanty ze szczeplonkowym, atenuowa-

mięsozernych doszło wskutek skarmiania mięsa po-
chodzącego od zainfekowanych świń (2, 3, 4).

Sekwencjonowanie DNA polega na precyzyjnym
określeni u kolej ności nukleotydów w anal i zowanym

DNA. Metoda ta pozwala na wykrycie
ktowych gentr (zmiana jednego nukleo-
cja jednego nukleotydu moze w sposób

więcej fragmentów genomu izolató,ił terenowych
danego wirltsa pozwala nzr określenie ich pokre-

wieństwa, pochodzenia lub potencjalnych właści-
wości biologicznych np. zjadliwości, atenuacji czy
immunogenności.

Proces określenia sekwencji nukleotydowej DNA
składa się z trzech etapów: 1) syntezy fragmentów
DNA komplementarnych do sekwencjonowanej nici
DNA, 2) rozdziału uzyskanych fragmentów DNA

kleoty
DNA.
w zwi

Produkty syntezy prowadzonej z lżyclem danego
ddNTP 

-są 
zakończóne tym analogiem. Obselwacji,

cie DNA wykonuje się określając kolejność prązków
we wszystkich ściezkach (11).

Sekwóncjonowanie DNA, wykorzystuje się w Za-
kładzie Chórób Świń do badań epizootiologicznych
nacl CSFV, prace wspólnie , ryo-
tional Veterinary ry w Ames, Io-

wa, USA. Do ba dotychczas 29

izolatów CSFV z Europy, Azjl i Ameryki. Matrycę

nowjednej łproduktu
reakcji *ylio Kolejność
nukleotydów owadzano
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do pamięcie komputera przy pomocy laserowego
skańeru. Analiza uzyskanych sekwencji pozwoliła na

h lyctl
g lruSa.

2 umo-

do jednego genotypu.
Pizedstiwióne wyniki zastosowań metod biologii

molekularnej mają bardzo dużę znaczenie poznawcze,

Są one równocześnie istotne z punktu widzenia diag-

w kraju i zagranicą. Wśród nich wymientó należy:
Placownię Biochemii Wirusów Uniwersytetu Gdań-
skiego, Katedrę Epizootiologii Wydziału Weteryna-
ryinógo w Lublinie, National Animal Disease Center

i National Veterinary Services Laboratory w USA,
Tierarztliche Hochschule w Hannowerze oraz zIn-
stitute for Animal Science and Health w Holandii,
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artykuł prze7lądozay

paso żyty narządów plciowych o§iera
Zakła<l Chorób Koni Byrlgoskiegtl oddziału Państworł,ego Instytutu Weterynaryjnego w Puławach, Al. Ptlwstańcórv Wlkp' 10' 85-090 Bydgoszcz

powyzej 4 roku ży cia, wywoływ any y Ęr?e! 
nici enj e

należące do rodziny Filariidae (I,9,14,24), Cho-

powfÓzkach nasienrrych i w dodatkowych gruczo-

Inwaąie pasożytnicze skóry moszny

Przyczyną po mo-

szny wraz z 
^de larie

nicńni ortchoc jest

schorzenien pasozytn |czym koni przede wszystkim


