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1.Wstep

ptyneto prawie dwadziescia lat od czasu opublikowania przez Kohlera

i Milsteina pierwszej pracy o uzyskaniu przeciwciata monoklonalnego

(MADb) in vitro metodg hybiydoma, kiedy to po raz pierwszy ,,nieSmiertelnosc
populacji komérek nowotworowych, czyli ich utrzymujaca sie zdolnos$¢ do
podziatéw, wykorzystano do wytworzenia hybrydu komérkowego w wyniku
potaczenia go z uczulonym na okreé$lony antygen limfocytem B (1,2,3). Uczu-
lony limfocyt B jest partnerem wnoszagcym do tworzonego hybrydu komérko-
wego informacje genetyczna do wytwarzania przeciwciata o okreslonej swoi-
stosci oddziatywania z antygenem uzytym w procesie immunizacji. Poza
zdolnoscig do wytwarzania immunoglobuliny o akt3rwnosci przeciwciata wazne
jest, by stosowane do wytworzenia hybrydu komoérkowego limfocyty B posia-
daty zwigzane z btona komoérkowa enzymy: hypoksantyno-guaninofosforybo-
zyl-transferaze (HGPRT) oraz kinaze tymidylanowa (TK) (3).

Drugim partnerem do fuzji jest komérka nowotworowa, ktdra powinna
spetnia¢ nastepujace warunki: wykazjrwa¢ defekt enzymatyczny dotyczacy wy-
twarzania enzymow HGPRT oraz TK, a takze nie powinna wytwarza¢ witasnych
immunoglobulin (3).

W procesie hybrydyzacji, zwanym fuzjg, powstaje komoérka, ktéra zawiera
synkarion, tzn. ma podwdjny material genetyczny i utrzymuje nowotworowsa
zdolnos$¢ do podziatow i wytwarzania przeciwciata o okreslonej swoistosci.

Komérki hybrydoma wykazujace produkcje przeciwciat monokionainych
poddaje sie procesowi klonowania zmierzajacemu do uzyskania rosnacego
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klonu — kolonii wywodzacej sie z pojedynczej komorki hybrydoma, u ktérej
zdolnos$¢ wytwarzania do podtoza hodowlanego zadanego przeciweiala jest ee-
chag stalg. Koncowym etapem jest produkcja MAbs metodg in vitro poprzez
namnazanie wyselekcjonowanych hybiydom Ilub in vivo poprzez produkcje
wysieku otrzewnowego bedacego zrodiem zgdanych przeciwciat. Uzyta do tego
eelu mysz powinna posiada¢ ten sam antygen zgodnosci tkankowej, co mysz
bedaca dawca Sledziony do hybrydyzacji. Po 2-3 tygodniach w jamie otrzew-
nowej myszy powstajg nowotwory, towarzyszy temu produkcja ptynu otrzew-
nowego w ilosci 0,5-5 ml/mysz. Ptyn ten oraz surowica myszy zawierajg prze-
ciwciata monoklonalne, ktérych aktywnosé jest 75-100 razy wyzsza niz aktyw-
nos¢ surowic myszy immunizowanych metoda klasyczng, poza tym jest to
metoda znacznie bardziej efektywna bowiem w 1 ml wysieku mozna uzyskaé
okoto 1-20 mg immunoglobulin, podczas gdy w hodowli komdrkowej jedynie
okoto 10-30 pg/mt (3).

Woprowadzenie przeciweial monoklonalnych zostato okreslone jako ,,rewolu-
cja w immunologii”. Znalazty one szerokie zastosowanie w medycynie ludzkiej
m.in. w badaniach struktury biatek, technikach diagnostycznych, w immuno-
terapii, bakteriologii, wirusologii, parazytologii, transplantologii, w badaniach
nad diagnostyka i terapig nowotworéw, w patomorfologii i w wielu innyeh
dziedzinach, pozwalajgc na przetamanie barier istniejaeych w tradycyjnie sto-
sowanyeh teehnikach badawczych (3).

Metoda, ktéra w nie mniejszym stopniu wptyneta na postep badawezy
w wymienionych uprzednio dziedzinach nauki jest reakcja tancuchowej poli-
meryzacji DNA (ang. polymerase chain reaction — PCR). Mechanizm tej re-
akcji polega na enzymatycznym powielaniu fragmentu DNA ograniczonego
przez dwa oligonukleotydowe startery. Hybiydyzujg one do przeciwlegtyeh nici
DNA o specyficznej sekweneji (ang. target sequence), skierowane do siebie
swoimi koncami 3’. Cykliczna, termiczna denaturacja matrycy, hybrydyzacja
starteréw do jej sekwencji oraz ich wydtuzanie katalizowane przez polimeraze
DNA daje w rezultacie amplifikacje segmentu DNA zdefiniowanego przez konce
5' starterow. Poniewaz produkt wydtuzenia kazdego startera moze stuzy¢ jako
matryca w kolejnym cyklu, kazdy cykl podwaja ilos¢ fragmentéw DNA zsyn-
tetyzowanych w poprzednim (4,5). Nalezy pamieta¢, ze amplifikacja RNA musi
zosta€ poprzedzona jego enzymatyczng transkrypcjg na DNA przez odwrotng
transkryptaze.

Po raz pierwszy PCR zastosowano do diagnostyki anemii sierpowatej (4).
Wobweczas konieczne byto uzupetnianie zawartosci polimerazy po kazdym eta-
pie denaturacji. Termotabilny enzym Klenowa ulegat bowiem inaktywacji
w podwyzszonej temperaturze. Przetomem stato sie zastosowanie termostabit-
nej polimerazy DNA izolowanej z termofilnych bakterii Thermus aguaticus
(Taq polimerazy) (6). Taq polimeraza zachowuje swoje wiasciwosci po ogrzaniu
jej do 95°C. Zastosowanie tego enzymu umozliwito automatyzacje procesu,
a przez to jego uproszczenie. Ter*mostabilno$¢ enzymu pozwolita ponadto na
podwyzszenie temperatury hybrydyzaeji (ang. annealing) starterbw z matryca.
Dzieki temu osiggnieto lepsza specyficzno$¢ PCR. Wyzsza stata sie réwniez
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wydajnos¢ reakcji, poprzez minimalizacje niespecyficznego wiazania starteréw
i enzymu.

Obecnie PCR przeprowadza sie w urzadzeniach sterowanych mikroproceso-
rem umozliwiajgcych szybkie zmiany temperatur (I-2°C/s). Mieszanina re-
akcyjna umieszczana jest w probéwkach typu Eppendorf w objetoSci 50-100al,
i zwykle przykrywana jest niewielkg objetoscia oleju mineralnego dla zabez-
pieczenia przed parowaniem wody. Odpowiednio zaprogramowane urzadzenie
cyklicznie zmienia temperature mieszaniny (zwykle 25-35 cykli). W kazdym
cyklu pierwszym etapem jest denaturacja matrycy czyli rozdzielenie podwdjnej
nici DNA. Dochodzi do tego w temperaturze 90-95°C. Nastepnie temperatura
jest obnizana do 40-60°C, w ktérej dochodzi do hybrydyzacji (ang. annealing)
starteréw z matrycg DNA. Temperature dobiera sie tak aby zapewni¢ wigzanie
starteréw jedynie w miejscach peilnej komplementamosci sekwencji nukleo-
tydéw. Zalezy ona od diugosci i sktadu nukleotydowego starteréw. Zwykle
jednominutowa inkubacja mieszaniny w tej temperaturze jest w petni wystar-
czajgca. Po tym czasie temperatura zostaje podniesiona do 72°C, wartosci
optymalnej dla aktywnosci Taq polimerazy, w ktérej dochodzi do wydtuzania
starteréw czyti syntezy DNA. Najprostszym sposobem identyfikacji produktu
PCR jest jego elektroforeza w zelu agarozowym i barwienie bromkiem etydyny.
W tym przypadku okresla sie jedynie wielkos¢ tancucha DNA otrzymanego
w reakcji. Innymi bardziej specyficznymi sposobami ident}rfikacji jest prze-
prowadzenie analizy restiykcyjnej, hybrydyzacja z sondg molekularng lub wy-
korzystanie metod kolorymetrycznych takich jak DIANA (7) lub CODAF (8).
Czas 35 cykli trwa od 2,5 do 3,5 godziny w zaleznosci od dobranego okresu
poszczegoblnych etapoéw oraz uzytego urzadzenia.

Czutos¢ testu zatezy w duzym stopniu od czystosci preparatu DNA uzytego
do amptifikacji. Okrestajac czutos¢ PCR w wykrywaniu wirusa choroby Auje-
szky’'ego w nasieniu Stadejek i wspoét. (9) stwierdzili, ze istnieje zaleznos¢
pomiedzy zastosowana metodg ekstrakcji DNA a uzyskang czuloscig testu
PCR. Najmniejsza wykrywalna ilos¢ wirusa wynosita od 2,5x10" do 2,5x10'2
jednostek tysinkotworczych (ang. plaque forming units — pfu)/ml. Czutosé
testu mozna podnies¢ poprzez reamptifikacje produktu z uzyciem starteréw
wewnetrznych w stosunku do poprzednio uzytej pary — jest to tzw. nested
— PCR. Stanowi to rownoczes$nie potwierdzenie specyficznosci pierwszej re-
akcji PCR.

2. Zastosowanie przeciwciat monoklonalnych
w diagnostyce weterynaryjnej

w medycynie weterynaryjnej przeciwciata monoklonatne (MAb) wykorzy-
stywane sg przede wszystkim do diagnostyki choréb zakaznych i inwazyjnych.
Sa one niezwykle waznym narzedziem zwlaszcza w diagnostyce i badaniach
wimsotogicznych. Dzigki poznaniu antygenowej réznorodnosci wiruséw, fun-
kcji poszczegoblnych biatek wirusowych, setekcji nowych wariantéw antygeno-
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wych o zmienionych wiasciwosciach biologicznych i patogennych, MAbs po-
zwalajg na réznicowanie szczepéw wirusowych oraz umozliwiajg prowadzenie
badan epizootiologicznych, ktérych celem jest $ledzenie drog szerzenia sie
szczepOw wirusa o okreslonych cechach antygenowych. Wykazano, np. ze
szczepy wirusa wscieklizny izolowane w réznych rejonach geograficznych mo-
ga mie¢ odmienng budowe antygenowa. Budowa antygenowa lokalnie izolo-
wanych szczepéw odbiega¢ moze od budowy szczepdw szczepionkowych, co
moze prowadzi¢ do nieskutecznosci szczepien przeciw wsciekliznie i w zwigzku
z tym koniecznosci przygotowywania preparatow szczepionkowych o wiasci-
wosciach antygenowych zblizonych do szczepu aktualnie krazgcego w popu-
lacji (10).

Przeciwciata monoklonalne moga by¢ wykorzystywane do selekcji genety-
cznej zwierzat opornych na pewne choroby, np. kur opornych na chorobe
Mareka (11).

W parazytologii zastosowanie MAbs pozwala na badanie struktur antyge-
nowych poszczegélnych form rozwojowych pasozytéw, co stwarza szanse pro-
dukcji skutecznych immunopreparatéw przeciwpasozytniczych (12).

Zespot naukowcéw z Central Veterinary Laboratory w Weybridge opracowat
zestaw przeciwcial monoklonalnych umozliwiajgcych szybkie i precyzyjne réz-
nicowanie zakazen bydta koronawirusami, rotawirusami grupy A oraz E. coli,
ktore sa gtownymi czynnikami etiologicznymi chordéb biegunkowych u cielat
(13,14). Badacze holenderscy za pomocg MADbs scharakteryzowali wasciwosci
antygenowe i adhezyjne podjednostki FaeG, gtownej podjednostki antygenu
fimbrialnego K88 (15); z kolei Duchet-Suchaux i wspét, wykazali mozliwos¢
biernego uodporniania oseskéw mysich na enterotoksyne F41 (czynnik ad-
hezyjny) po dozylnej inokulacji matek przeciwciatami monoklonalnymi prze-
ciwko wspomnianej toksynie (16). Morris, Thoms i Woolley okres$lajg za po-
mocg MAbs determinanty antygenowe Mycobacterium bovis (17). Zastosowanie
MADbs w diagnostyce zakazeri Corynebacterium pseudotuberculosis u matych
przezuwaczy byto z kolei przedmiotem badan ter Laak i wspét. (18). Savio,
Pacciarini, Cinco i Tagliabue (19) dokonali ident3dikacji bydlecych oraz swin-
skich szczepow Leptospira interrogans w oparciu o0 wyprodukowane MADs.

Do eliminacji Salmonella enteritidis w stadach kur w Holandii opracowano
zestaw DAS-ELISA (ang. double antibody sandwich enzyme-linked immuno-
sorbent assay) z uzyciem MAbs przeciwko antygenom rzeskowym Salmonella
enteritidis oraz zestaw ELISA zawierajacy przeciwciata dla frakcji lipopolisa-
charydowej wspomnianej bakterii (20).

Sposréd nowotworowych choréb ptakdéw, najwiekszy problem w hodowli
kur stanowi biataczka limfatyczna. Wspoitczesna diagnostyka biataczek dro-
biu, jak réwniez innych choréb tego gatunku zwierzat, np. choroby Newcastle
(rzekomego pomom drobiu), zakaznego zapalenia torby Fabrycjusza ptakéw
(choroba Gumboro) oparta jest w duzym stopniu na wykorzystaniu przeciwciat
monoklonalnych (21,22,23,24,25).

W produkcji trzody chlewnej duze straty ekonomiczne powoduje wirus
choroby Aujeszky’ego, nalezacy do rodziny Herpesuiridae. W Szwecji opraco-
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wano m.in. zestaw blocking ELISA umozliwiajacy zwalczanie wspomnianej
choroby, dzieki mozliwosci jednoznacznego réznicowania $win zakazonych na-
turalnie od Swin szczepionych oraz nie posiadajacych przeciwciat dla wirusa
choroby Aujeszky'ego, w oparciu na przeciwciatach monoklonalnych (26).
Ostatnio w Polsce — w Instytucie Weterynarii w Pulawach podjete zostaty
podobne prace doswiadczalne, zmierzajgce do opracowania MAbs, umozliwia-
jacych serologiczne odréznianie swin zakazonych naturalnie od uodpornia-
nych delecyjnym szczepem wirusa choroby Aujeszky’ego, co stanowitoby pod-
stawe zwalczania wspomnianej choroby swih w naszym kraju.

Przeciwciata monoklonatne wykorzystywane sa do badania systemu odpor-
nosciowego i okreslania klas przeciwciat dla wirusa wirusowego zapalenia
jelit i zotadka prosiat (TGEV) oraz rotawirusa swin (27).

Terpstra, Dekker i Wensvoort (28) opracowali zestaw ELISA do diagnostyki
choroby pecherzykowej $win. W Danii przeciwciata monoklonatne wykorzy-
stywane sa do diagnostyki zakazen swin Mycoplasma hyopneumoniae. Opra-
cowany zestaw blocking ELISA z zastosowaniem przeciwciat monoklonalnych
pozwala na precyzyjng serologiczna diagnostyke zakazern wspomnianymi drob-
noustrojami (29).

Hansen, Frandsen oraz Meyling opracowali przeciwciata monoklonatne do
wykrywania (3-toksyny Clostridium perfiingens, typ C w zeskrobinach ze zmian
dermonekrotycznych oraz z jelit swin zakazonych tym drobnoustrojem (30).

W Anglii, wykorzystujagc zestaw swoistych MAbs, dokonano klasidikacji
uzyskanych od $win izolatow Actinobacillus pleuropneumoniae, reprezentujg-
cych 12 réznych serotypow (31,32). Podobne prace wykonali badacze japorscy
(33) oraz amerykarnscy (34).

Diagnostyka nowych choréb zwicrzsX, o nie w peini znanej etiologii, na-
strecza wiele probleméw, zwlaszcza gdy czynnik patogenny trudno adaptuje
sie do hodowli komdérkowych, a konwencjonalnie stosowane techniki diagno-
styczne nie pozwalaja na precyzyjne rozpoznanie choroby. Taka sytuacja mia-
ta miejsce, gdy w USA oraz w Europie na poczatku lat dziewieédziesigtych
pojawita sie tzw. tajemnicza choroba $win (ang. Mystery swine disease), po-
wodujgca olbrzymie straty gospodarcze. Obecnie w Holandii oraz w USA uzy-
skano przeciwciata monoklonaine, skoniugowane z lluoresceing tub peroksy-
dazg chrzanowa, ktore wykorzystuje sie do wykiyTvania czynnika etiologicz-
nego tej choroby — Lelystad wirus, testemm immunofluorescencji oraz
immunoperoksydazowym (35).

Giéwnym przedmiotem naszego zainteresowania jest zastosowanie prze-
ciwciat monoklonalnych do wykrywania wirusa pomoru klasycznego swin,
bardzo groznej i zwalczanej metodami administracyjnymi choroby $win. Dys-
ponowanie precyzyjnymi metodami diagnostyki pomoru $win opartymi na
przeciwciatach monoklonalnych ma bardzo duze znaczenie nie tylko z punktu
widzenia epizootiologicznego, ale réwniez ekonomicznego. Komisja Weteryna-
ryjna UE wymaga obecnhie aby kraje prowadzace miedzynarodowy obrét zwlo-
rzetami, oraz miesem i produktami zwierzecego pochodzenia byty ,,wolne” od
pomoru $win. Szczegblne konsekwencje epizootyczne i ekonomiczne moga



Zastosowanie przeciwcial monoklonalnych 49

mie¢ wyniki falszywie dodatnie w kierunku pomoru, zwigzane z naturalnym
zakazeniem badanych $wih nalezgcymi do tej samej rodziny i pokrewnymi
antygenowe: wirusem biegunki i choroby bton Sluzowych bydta lub wirusem
choroby granicznej owiec. W Zakladzie Choréb Swin Instytutu Weterynarii
w Putawach opracowany zostat zestaw przeciwciat monoklonalnych umozli-
wiajacy réznicowanie poszczegolnych rodzajéw pestiwirusow (36). Celem na-
szych aktualnych badan jest opracowanie odpowiedniego zestawu ELISA
opartego na przeciwciatach monoklonalnych, umozliwiajgcych serologiczne
réznicowanie $win zakazonych jednym z wymienionych pestiwirusow.

3. PCR w weterynaryjnej diagnostyce wirusologicznej

Pierwsze doniesienia na temat zastosowan PCR w weterynaryjnej diagno-
styce wirusologicznej pojawity sie na przelomie lat osiemdziesigtych i dziewiec-
dziesigtych. Technika ta znajduje zastosowanie wszedzie tam, gdzie tradycyjne
metody diagnostyczne wymagajg dtugich i skomplikowanych procedur. Ponizej
przedstawione sg przyktady zastosowan PCR w rutynowej diagnostyce.

3.1. Choroba Aujeszky’ego (AD)

Choroba ta wystepuje u $winh i jest wywotywana przez wirus (Aujeszky
disease vims — ADV) nalezacy do podrodziny Alphaherpesvirinae w rodzinie
HerpesvMdae. Z punktu widzenia epizootiologii bardzo wazne jest, ze w or-
ganizmie zwierzecia moze on wystepowac¢ w postaci latentnej (37). Czasteczki
wimsowego DNA znajdujg sie w komorkach kilku narzadéw wewnetrznych,
moze dochodzi¢ do transkrypcji, zwykle jednak nie zachodzi translacja. La-
tentnie zakazona Swinia nie wykazuje objawéw choroby. Okresowo jednak
moze dochodzi¢ do translacji i reaktywacji wirusa w organizmie nosiciela,
wydalenia go do $Srodowiska zewnetrznego i zakazenia wrazliwych zwierzat.
Podczas gdy ostra posta¢ choroby jest tatwa do rozpoznania przy uzyciu me-
tod konwencjonalnych, nie ma praktycznych i czutych metod wykrywania
latentnych przypadkéw choroby. Dopiero zastosowanie techniki PCR umozli-
wito opracowanie skutecznej metody diagnostycznej. Testy z wykorzystaniem
PCR opracowali m.in. Dangler, Deaver, Kotodziej i Rupprecht (38). Do am-
plifikacji wybrano fragmenty genow: gll, gp50, gX oraz TK. Kolejnym zasto-
sowaniem PCR w diagnostyce AD jest okreslanie statusu zakaznego tzw. sin-
gle reactor pigs. Terminem tym okres$la sie pojedyncze zwierzeta wykazujgce
obecnos$¢ przeciwciat dla ADV, zyjace w stadach wolnych od tej choroby. Ich
obecnos¢ jest niekiedy stwierdzana podczas przegladoéw serologicznych. Po-
wszechnie uwaza sie, ze sg to wyniki falszywie dodatnie, jednak izolacja wi-
rusa po immunosupresyjnej stymulacji takich zwierzat dowodzi, ze w pew-
nych przypadkach przyczyna moga by¢ zakazenia latentne. Pracuje sie row-
niez nad testem pozwalajacym na jednoczesng amplifikacje dwoéch regiondw:
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fragmentu genu gll (kodujace biatka niezbedne dla rozwoju wirusa), oraz ge-
néw gl lub TK (ich delecja nie wptywa na zdolnos¢ do zakazania komoérek
i replikacji wirusa). W krajach, gdzie stosuje sie mutanty delecyjne wirusa
AD (gl- lub TK-) jako zywe szczepionki, rekombinacje genetyczne jakie mogg
zachodzi¢ pomiedzy szczepami wirusa, dzikimi a szczepionkowymi moga po-
wodowaé trudnosci w diagnostyce i eradykacji AD. Test oparty na PCR po-
zwala na precyzyjne okre$lenie genotypu izolowanego wirusa w odniesieniu
do obecnosci lub braku delecji (38).

3.2. Biataczka bydta

Czynnikiem etiologicznym tej choroby jest wirus (ang. bovine leukemia
virus — BLV) nalezacy do rodziny Retroviridae. Obecnie do diagnostyki bia-
taczki bydta wykorzystuje sie metody serologiczne. Sa one proste i na ogot
wystarczajgce do okres$lenia rozprzestrzenienia sie zakazenia w stadzie. Jed-
nak w pojedynczych przypadkach moga one dawac¢ wyniki falszywie ujemne.
Réwniez we wczesnej fazie zakazenia i u zwierzat trwale zakazonych wirusem
BVDV testy serologiczne moga dawac¢ wyniki fatlszywie ujemne. U cielat nie-
mozliwe jest odréznienie przeciwcial siarowych, otrzymanych od zakazonej
krowy, od tych przeciwciat, ktére powstaty po zakazeniu wirusem cielecia.
Jako uzupelnienie serologii powinna by¢ stosowana bezposrednia metoda
diagnostyczna, pozwalajgca na wykrycie wirusa. Jednak techniki konwencjo-
nalne, takie jak: hodowla limfoc3ddow in vitro, mikroskopia elektronowa lub
préba biologiczna na owcach sg kosztowne, dtugotrwate i pracochtonne. PCR
jako bezposrednia metode wykrywania zakazen BLV stosuje sie w wielu la-
boratoriach, w tym réwniez w Polsce (39,40). Testy takie w wiekszosci opierajag
sie na wykrywaniu prowirusowego DNA w leukocytach krwi.

3.3. Wirusowa biegunka i choroba bton $luzowych bydta

Wirus wywotujacy te chorobe (ang. bovine viral diarhoea virus — BVDV)
nalezy do rodzaju Pestivirus, rodziny Flaviviridae. Wystepuje on w dwodch
biotypach: cytopatycznym (cp), indukujagcym efekt cytopatyczny w hodowli
tkankowej oraz niecytopatycznym (ncp) nie wywotujacym takiego efektu (41).
Obydwa biotypy sa patogenne dla bydta wywotujac ostra, wirusowa biegunke
oraz przewlekta, chorobe bton Sluzowych. Podczas gdy wirusowa biegunka
charakteryzuje sie wysokg zachorowalnoscig i niskg Smiertelnoscia, choroba
bton Sluzowych wystepuje z niska zachorowalnoscia i wysokag Smiertelnoscia.
Wirus BVD moze przenika¢ tozysko i zakaza¢ ptody, skutkiem czego jest
ronienie, rodzenie martwych cielgt, znieksztatcenia ptodu tub powstanie
immunototerancji (42). Takie cieleta sg trwale zakazone wirusem, ktory roz-
siewajg w srodowisku, lecz seronegatywne. Powtérne zakazenie wimsem BVD
moze wywotaé¢ u nich chorobe bton $luzowych (43). Dodatkowym zagrozeniem
jakie niesie zakazenie ptodu in utero, jest zanieczyszczenie wirusem surowicy



Zastosowanie przeciwciat monoklonalnych 51

uzywanej do hodowli komérek. Konwenejonalne metody diagnostyezne oparte
sg na izolaeji wirusa lub serologii. Poza tym, Ze metody te sg zbyt ezaso-
ehtonne i nieodpowiednie dla masowyeh badan; ncp warianty wirusa BVD
wymagajg niekiedy 2-3-krotnego pasazowania dla hamnozenia wykrywalnyeh
ilosci wirusa. PCR znalazt zastosowanie zaréwno w wykrywaniu wirusa w ma-
teriale patologicznym, pobieranym od podejrzanych o zakazenie zwierzat, jak
i w surowicy ptodowej oraz hodowlach komoérkowych wykorzystywanych w la-
boratoriach wirusologicznych (44,45,46).

3.4. Klasyczny pomoér $win

Choroba ta jest jedng z najgrozniejszych, zakaznych i zarazliwych choréb
trzody chlewnej oraz dzikéw. Powoduje ona duze straty w pogtowiu tych zwie-
rzat. Czynnikiem etiologicznym jest wirus pomoru klasycznego swin {Hog cho-
lera virus — HCV) nalezacy razem z wirusem BVD i wirusem choroby gra-
nicznej (ang. border disease virus — BDV) do rodzaju Pestivirus. Diagnostyka
choroby opiera sie na izolacji wirusa (PLA) lub wykrywaniu jego antygenéw
(IF). Poniewaz materiat do badania (migdatki, nerki, $ledziona) dociera do
laboratoriow w r6éznym czasie po Smierci zwierzecia, niekiedy dochodzi do
autolizy tkanek, co powoduje trudnosci w postawieniu prawidtowej diagnozy.
Wirus traci zdolnos$¢ do zakazania hodowli komdérkowych, natomiast produkty
rozktadu tkanek moga dawac¢ wyniki fatszirwie dodatnie. W takich przypad-
kach PCR jest jedyng metodg pozwalajaca na wykrycie wirusa. Zaréwno do
wykrywania BVDV jak i CSFV najczesciej wykorzystuje sie amplifikacje frag-
mentu regionu niekodujgcego z korica 5 genomu wirusa (47,48,49,50). Region
ten jest konserwatywny i homologiczny dla pestiwirusow.

Innym problemem wiazagcym sie z diagnostyka CSF jest odrdznianie tej
choroby od infekcji wirusem BVD, ktéry ma zdolnosé¢ przekraczania barier
gatunkowych i zakazania swin. Zwykle zakazenie takie przebiega bezobjawo-
wo, niekiedy jednak dochodzi do wystgpienia objawow podobnych do niety-
powych przypadkéw CSF. Tradycyjnie uzywa sie do réznicowania takich za-
kazenn przeciwcial monoklonalnych. W3imiki badari przeprowadzonych we
wspotpracy z Instytutem Weterynarii w Uppsali wskazujg na mozliwos$¢ roz-
nicowania BVDV i CSFV na podstawie amplifikacji fragmentu regionu kodu-
jacego biatko p80, ktore jest proteaza serynowa bioracg udziat w dojrzewaniu
poliproteiny wirusa (49). Inni autorzy wskazujg na przydatnos¢ amplifikacji
regionu kodujacego glikoproteine gp53 wchodzaca w skiad otoczki wirusa
i indukujaca powstanie przeciwciat neutralizujgcych wirusa (50).
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The application of monoclonal antibodies and polymerase chain reaction
of DNA to veterinary diagnosis

Summary

Applications of new techniques such as monoclonal antibodies (MAbs) and polymerase chain

reaction (PCR) to veterinary diagnosis are presented. The conventional diagnostic method used
in veterinary medicine are usually expensive and time consuming; also, they do not allow for
the determination of antigenic structure or do not differentiate between field and vaccine viruses.
Using of both specific MAbs and PCR amplification technique in laboratory diagnosis enable
precise diagnosis of viral and bacterial diseases of animals and may help to solve the diagnositic
problems.

ul.

Key words:
monoclonal antibodies, polymerase chain reaction, application to veterinary diagnosis

Adres dla korespodencji:
Zygmunt Pejsak, Zaklad Choréb Swin, Panstwowy Instytut Weterynaryjny,
Partyzantov/ 57, 24-100 Pulawy.

biotechnologia 3 (30) '95



