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Parwowiroza psOw jest ostra, zarazliwa
choroba wirusowa przebiegajaca z za-
paleniem jelit, objawiajaca si¢ wymiotami,
biegunka, podwyzszong temperatura ciala,
nierzadko prowadzaca do $mierci zwierze-
cia. Zakazeniu ulegaja psy w kazdym wieku,
niezaleznie od rasy i plci (1). Na zakazenie
najbardziej sa wrazliwe szczenieta miedzy
széstym tygodniem a széstym miesigcem
zycia zwlaszcza, takich ras, jak: rottweiler,
doberman, labrador, owczarek niemiecki
oraz american staffordshire (2). Parwowi-
roza jest uznawana za najczesciej wystepu-
jaca chorobe zakazna pséw na calym $wie-
cie i gléwna przyczyne padnie¢ szczeniat
przed széstym miesigcem zycia (1).
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Kliniczna diagnoza parwowirozy pséow
jest trudna. Gléwne objawy choroby (wy-
mioty i biegunka) stwierdza sie w przebie-
gu wielu innych choréb zaréwno o podiozy
zakaznym, jak niezakaznym (3, 4, 5). Ide-
alem byloby gdyby podejrzenie parwowi-
rozy bylo zawsze potwierdzone testami la-
boratoryjnymi (3).

Parwowirus pséw — CPV-2 (canine par-
vovirus type 2) zostal po raz pierwszy zi-
dentyfikowany w 1978 r. Od tego czasu, do
bezposredniego wykrywania wirusa badz
jego biatek czy kwasu nukleinowego (5)
w kale zwierzat chorych lub w tkankach
zwierzat padlych, albo wykazywania swo-
istych dla niego przeciwcial w surowicy
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uzywano wielu testéw laboratoryjnych.
Wsréd nich wyrézni¢ nalezy takie tech-
niki, jak mikroskopia elektronowa (EM),
izolacja wirusa (VI), aglutynacja lateksowa
(LA), hemaglutynacja (HA) czy test ELI-
SA (3,4, 5, 6).

Mikroskopia elektronowa oraz izolacja
wirusa sa metodami czasochtonnymi i zbyt
drogimi w rutynowym uzyciu w warunkach
Klinicznych (4). Mikroskopia elektronowa
wymaga dlugiego okresu inkubacji (5-10
dni) oraz dodatkowego potwierdzenia te-
stami immunofluorescencji lub hemaglu-
tynacji. Z kolei metoda izolacji CPV-2 jest
malo czula, a dodatkowo do jej przepro-
wadzenia wymagany jest wykwalifikowa-
ny personel oraz posiadanie odpowiednich
hodowli komérkowych, z ktérych wirus po
namnozeniu jest izolowany (3). Z kolei aglu-
tynacja lateksowa jest badaniem szybkim,
lecz mniej swoistym. Hemaglutynacja nato-
miast traci na wiarygodnosci bez potwier-
dzajacego testu inhibicyjnego (4) oraz wy-
maga nieprzerwanego dostarczania $wie-
zych erytrocytéw do badanego uktadu (5).
Do najczesciej stosowanych metod szybkiej
diagnozy CPV- 2 w prébkach katu nalezy
test ELISA (4), jednak czulo$c tej techniki
moze by¢ nizsza w poréwnaniu do mikro-
skopii elektronowej (5).

Mizak i Borowski (7), poréwnywali ta-
kie metody wykrywania CPV-2, jak ocena
efektu cytopatycznego (CPE) w hodow-
lach komdrkowych oraz test PLA, polega-
jacy na wigzaniu si¢ swoistych przeciwcial
z antygenami wirusa. Wyniki ich obser-
wacji wskazujg, iz test PLA ma 4—5-krot-
nie wyzsza czulo$¢ niz odczyt CPE, przy
ktérym interpretacja wynikow jest bardzo
subiektywna. Ponadto PLA, dzieki znacz-
nej powtarzalnos$ci uzyskiwanych wyni-
kéw i mozliwosci skrécenia czasu bada-
nia, znajduje zastosowanie w badaniach
diagnostycznych zakazen parwowiruso-
wych pséw.

Ostatnio w diagnostyce laboratoryjnej
coraz czesciej stosuje sie reakcje PCR (po-
lymerase chain reaction — faicuchowa re-
akcja polimerazy; 5, 6). Technika ta pole-
ga na wykorzystaniu starteréw (krétkich
odcinkéw oligonukleotydéw) oraz spe-
cjalnych enzyméw do powielania poszu-
kiwanego fragmentu kwasu nukleinowe-
go. Startery przylaczaja sie komplementar-
nych sekwencji jednoniciowych odcinkéw
DNA (poddanych wczesniej rozpleceniu)
i tworza ,ramy’, w obrebie, ktérych termo-
stabilny enzym (polimeraza DNA) dobu-
dowuje komplementarna do wyjsciowej
matrycy ni¢ — jest to jeden cykl reakcji.
Powtarzajace sie cykle faricuchowej reak-
¢ji polimerazy (na ogét okoto 30) prowa-
dza do ekspotencjalnego wzrostu ilosci
produktu PCR (8).

W przebiegu PCR mozna wyrézni¢ kil-
ka etapéw. W fazie wstepnej amplifikacji
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powielanie produktu jest powolne. Wynika
to z dlugiego czasu potrzebnego starterom
na odszukanie komplementarnych sekwen-
cji w obrebie matrycy (9). W kolejno na-
stepujacej fazie logarytmicznej (log-linear
phase) w warunkach idealnych dochodzi
do podwojenia liczby kopii DNA w cza-
sie kazdego cyklu reakeji. Kiedy niedobér
polimerazy, starteréw oraz nagromadzo-
ne produkty wplywaja na coraz mniejsza
efektywnos¢ amplifikacji, reakcja wchodzi
w faze przejsciowa (transition phase), a na-
stepnie osiaga faze plateau (plateau pha-
se), gdzie obserwuje sie dalsze spowolnie-
nie jej tempa az do calkowitego zahamo-
wania powielania DNA.

Badania Mochizuki (6) dowodza, iz
PCR jest metoda czulsza niz izolacja
CPV-2 oraz hemaglutynacja i moze by¢
stosowana w celu wykazania obecno$ci
wirusa w préobkach kalu. Ponadto jest to
technika szybka, swoista i moze by¢ sto-
sowana nawet w przypadku prébek za-
wierajacych zinaktywowany wirus. Jed-
nak PCR ma tez swoje wady, gdyz moze
dawac¢ falszywie negatywne wyniki spo-
wodowane obecnosciag w prébkach inhi-
bitoréw polimerazy.

Wedlug Ho-Seong Cho i wsp. (5) PCR
jest czulg, szybka i swoista metoda badaw-
czg, ktéra wymaga jednak specjalistyczne-
go sprzetu, rzadko wystepujacego w klini-
kach weterynaryjnych. Jako alternatywe
dla tej techniki autorzy proponuja metode
LAMP, ktéra jest wysoce selektywna, czu-
fa, krétsza czasowo niz PCR (trwa okoto
godziny), a jej produkty widoczne s3 ,go-
tym okiem” Ponadto nie wymaga ona po-
siadania termocyklera, dlatego wydaje sie
bardziej uzyteczna dla klinik weterynaryj-
nych niz PCR.

Z doniesien Senda (10) wynika, iz PCR
moze by¢ wykorzystane réwniez do bada-
nia zanieczyszczenia szczepionek dzikimi
szczepami CPV-2 (10).

W przypadku wiruséw metoda PCR nie
dostarcza jednak informacji o ich zakaz-
nosci. W dodatku wynik niedostatecznie
zoptymalizowanego PCR moze by¢ obar-
czony duzym bledem, ktéry wynika z po-
wielenia nieswoistego fragmentu DNA
o wielkosci identycznej lub zblizonej do
produktu swoistego (11).

Konwencjonalne PCR jest metoda ja-
kosciowq. Analiza potencjalnych produk-
tow reakcji ma miejsce po jej zakonczeniu,
a zatem w fazie plateau. Natomiast efek-
tywna amplifikacja DNA nastepuje tylko
do momentu uzyskania okreslonej ilosci
amplikonéw w fazie logarytmicznej. Dla-
tego tez w fazie plateau nie jest zachowa-
na proporcjonalna zalezno$¢ miedzy po-
czatkowa zawarto$ciag matrycowego DNA
a iloscig uzyskanego produktu. W wyni-
ku powielenia matryc zawierajacych rézne
poczatkowe stezenia sekwencji docelowej

otrzymujemy zblizong ilo§¢ amplikonéw.
Z informacji tych jasno wynika, iz nie jest
mozliwe przeprowadzenie wiarygodnych
obliczen dotyczacych poczatkowych ilo-
$§ci DNA matrycowego poprzez ocene
ilo§ciowa produktéw na tym etapie re-
akgji (12).

Kolejna niedogodnos$cia PCR jest wia-
$nie potrzeba oddzielnej analizy uzyska-
nych amplikonéw po zakonczeniu reakcji,
w celu potwierdzenia oczekiwanych wyni-
kéw (13). Detekcja potencjalnie zamplifi-
kowanego DNA moze by¢ przeprowadzo-
na dzieki rozdzialowi elektroforetyczne-
mu na zelu agarozowym, wybarwieniu, np.
bromkiem etydyny, i wizualizacji promie-
niami UV. Oproécz zeli agarozowych sto-
sowane by¢ moga zele poliakrylamidowe.
Zele agarozowe zapewniaja szybsza ana-
lize, jednak ocena wielkosci produktu jest
mniej dokladna. Zele poliakrylamidowe
z kolei wymagaja wiecej czasu na ich przy-
gotowanie i analize, lecz sg tanisze i cechu-
ja sie wyzsza rozdzielczoscia (14).

Mozliwa jest tez analiza densytome-
tryczna lub badanie amplikonéw za pomo-
ca metody Southern blot, ktéra jest jednak
czasochtonna i sklada sie z kilku etapéw,
podczas ktérych moze dojs$¢ do zanieczysz-
czenia laboratorium produktami reakcji.
Innym rozwigzaniem jest zastosowanie me-
tody PCR-ELISA z wykorzystaniem znako-
wanych biotyna lub digoksygeninag starte-
réw, sond lub bezposrednia inkorporacja
digoksygeniny do powstajacych ampliko-
néw (15). Dwie ostatnie metody moga jed-
nocze$nie stanowi¢ element weryfikujacy
swoisto$¢ produktu PCR (11).

Kluczowa role w PCR odgrywaja en-
zymy syntetyzujace DNA. Najcze$ciej
uzywang polimerazga jest termostabilna
polimeraza Taq pochodzaca z bakterii
Thermus aquaticus, ktéra nie posiada
jednak zdolnosci sprawdzania powiela-
nych fragmentéw DNA (proof reading),
co skutkuje znacznym poziomem bled-
nie wstawianych przez nig nukleotydéw.
Dokladnos¢ polimerazy nie jest tak istot-
na w analizie wielko$ci produktu PCR,
ma natomiast duze znaczenie w bada-
niach obejmujacych detekcje polimorfi-
zméw i mutacji punktowych (14). Z tego
wzgledu w powyzszych analizach powin-
no sie redukowac ten problem dzieki za-
stosowaniu alternatywnych, termostabil-
nych polimeraz DNA posiadajacych ak-
tywnos¢ egzonukleazy w kierunku 3’ — 5]
jak np. polimeraza Pfu pochodzaca z Py-
rococcus furiosus.

Waznym zagadnieniem w optymalizacji
PCR jest zapobieganie powstawaniu nie-
swoistych produktéw reakcji. Do tego zja-
wiska moze prowadzi¢ zaréwno nadmiar
polimerazy DNA, jak i uzytych starteréw
oraz zle dobrana temperatura topnienia
lub sekwencja starteréw (14).
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Z kolei brak produktu moze wynikac
z uzycia niedostatecznej iloéci polimerazy
DNA, 7le dobranych starteréw czy rozkta-
du innych waznych sktadnikéw reakcji be-
dacych substratami, dla polimerazy, jak np.
deoksynukleozydotrifosforanéw (ANTP),
ktére sa najbardziej wrazliwymi odczynni-
kami uzywanymi w tej metodzie (14).

Bardzo wazny dla przebiegu reakcji
jest tez odpowiedni bufor, zapewniajacy
optymalne warunki dla dzialania polime-
razy oraz zawierajacy MgCl,. Jony magne-
zu wigzane sa w trakcie reakcji przez po-
limeraze DNA, startery, matryce, a takze
dNTP, dlatego bardzo istotne jest ustalenie
ich odpowiedniego stezenia (14).

Ze wzgledu na wiele czynnosci wyko-
nywanych manualnie w tradycyjnym PCR
oraz mnogo$¢ czynnikéw, od ktérych zale-
2y powodzenie do$wiadczenia, optymali-
zacja tego procesu moze okazac si¢ zmud-
na i dlugotrwata (16).

Natomiast reakcja PCR z analizg przyro-
stu ilosci produktu w czasie rzeczywistym,
tzw. real-time PCR (ilo$ciowe real-time
PCR - Quantitative PCR-QPCR), jest wol-
na od wiekszosci tych wad. Jest to techni-
ka jakosciowo-ilo$ciowa o duzym zakre-
sie czulo$ci. Umozliwia ona fluorescen-
cyjne wykrywanie produktéw juz w czasie
przebiegu reakcji, co predysponuje stoso-
wanie real-time PCR na wieksza niz do-
tychczas skale (11).

Detekcja w przypadku tej metody prze-
biega w czasie rzeczywistym i polega na po-
miarze poziomu fluorescencji emitowanej
przez barwniki interkalujace' do DNA lub
sondy molekularne. Im wyzsze jest steze-
nie amplikonéw, tym wyzszy poziom fluore-
scencji. W poczatkowych cyklach, ze wzgle-
du na powolna amplifikacje DNA, obser-
wujemy niski poziom emisji fluorescencji,
rejestrowany jako tto (background). W p6z-
niejszych etapach wzrost stezenia ampliko-
néw powoduje wzrost poziomu fluorescen-
¢ji, az w koncu przekracza on poziom tla,
czyli osiaga warto$¢ progowa (Ft— fluore-
scence treshold). Cykl, w ktérym to zjawisko
nastepuje, nazywamy cyklem progowym
(Ct— treshold cycle). Od tego cyklu rozpo-
czyna sie faza logarytmiczna amplifikacji.
Im wiecej kopii powielanej sekwencji do-
celowej znajduje sie w badanym materiale,
tym mniej cykli potrzeba, aby fluorescencja
osiagneta warto$¢ progowa (9).

W przeciwienstwie do konwencjonal-
nej PCR, w przypadku real-time PCR po-
miar ilosci amplikonéw jest przeprowa-
dzany podczas fazy ekspotencjalnej (lo-
garytmicznej), w ktérej warunki reakcji
sa optymalne i obserwowana jest naj-
efektywniejsza amplifikacja. Dzigki temu
QPCR umozliwia doktadna ocene ilosci

poczatkowej sekwencji docelowej w ba-
danej prébce (15).

Tak, wiec stosujac QPCR, mozna okre-
$li¢ np. bezwzgledna liczbe drobnoustro-
jow w badanym materiale. Aby tego doko-
na¢ nalezy poréwnac wartosci Ct uzyska-
ne w przypadku badanej probki z krzywa
wzorcowy, skonstruowana w trakcie tego
samego eksperymentu na podstawie war-
to$ci Ct uzyskanych dla serii préb, zawie-
rajacych rézne, znane ilosci kopii badanej
matrycy. Mozliwe jest réwniez poréwna-
nie liczby drobnoustrojéw obecnej w ba-
danej prébce do ich liczby w materiale po-
chodzacym z innego narzadu wewnetrz-
nego lub w prébkach pobranych w réznym
czasie po zakazeniu (11).

Usuniecie odrebnego procesu detek-
¢ji amplikonéw po zakonczeniu reakcji
(post-PCR detection) czyni z QPCR sys-
tem zamkniety (homogeniczny — closed
system), co zmniejsza ryzyko zanieczysz-
czenia w poréwnaniu z konwencjonalnym
PCR. Jednoetapowos¢ przeprowadzania re-
akcji, wraz z uzyciem znacznikéw fluore-
scencyjnych i czulych metod wykrywania
ich emisji (wcze$niejsze wykrycie produk-
tu), pozwala réwniez na zwiekszenie szyb-
kosci real-time PCR. Pewna role w zapew-
nieniu krétszego czasu trwania tej reakcji
moga odgrywac réwniez mniejsze rozmiary
amplikonéw rekomendowane przez twér-
céw komercyjnych systeméw do przepro-
wadzania QPCR, jakkolwiek udowodniono,
iz zmniejszone rozmiary produktu nie za-
wsze prowadza do zwiekszenia wydajnos¢
tej techniki (15).

QPCR stanowi nowe spojrzenie na ki-
netyke reakeji PCR oraz rolg, jaka odgry-
waja niektére zwiazki chemiczne w ha-
mowaniu reakcji amplifikacji (17). Wyso-
ka czulo$¢ tej metody pozwala na uzycie
znacznie mniejszych poczatkowych ilosci
sekwencji matrycowej niz wymagaja tego
inne stosowane powszechnie techniki (17).
Dlatego metoda ta zastepuje czesto inne
ynarzedzia molekularne’, jak sekwencjo-
nowanie czy analize polimorfizmu frag-
ment6w restrykcyjnych — RFLP. Obok dia-
gnostyki parwowirozy pséw stosuje sie ja,
m.in. w rozpoznawaniu wécieklizny, gruz-
licy czy wykrywania opornosci na antybio-
tyki Staphylococcus aureus (18).

Metody real-time PCR dzielimy na nie-
swoiste (niezalezne od sekwencji matry-
cy) oraz zalezne od sekwencji matrycy
techniki swoiste. W obu grupach uzywa
sie barwnikéw fluorescencyjnych, zwia-
zanych ze starterami lub/i sondami (me-
tody swoiste) lub obecnych w roztworze,
w ktérym zachodzi PCR (metody nieswo-
iste; 18, 19). Do nieswoistych metod wy-
krywania produktéw real-time PCR naleza
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techniki wykorzystujace barwnik SYBR
Green I, przy ktérych nie trzeba dyspo-
nowac specjalnymi starterami ani sonda-
mi DNA (18). Dlatego tez metoda ta nie
wymaga tak specjalistycznej wiedzy, jak
w wypadku technik swoistych, potrzeb-
nej do ich zaprojektowania. Ponadto na
jej wynik nie wplywa w stopniu tak du-
zym, jak w przypadku technik zaleznych
od matrycy, mozliwo$¢ wystapienia réznic
w sekwencji wyjéciowej, ktére mogg unie-
mozliwi¢ hybrydyzacje sond (15). SYBR
Green I, obecny w mieszaninie reakcyjnej,
w kazdym cyklu QPCR po etapie wydtuza-
nia interkaluje do powstalego dwuniciowe-
go produktu PCR (9) i wzbudzony emituje
$wiatto o dlugosci 520 nm. Wzrost fluore-
scencji jest proporcjonalny do ilosci otrzy-
manego w reakcji DNA. Zaletami tej me-
tody sa: stosunkowo niewielki koszt oraz
uniwersalnos¢, jednak istnieje tez niebez-
pieczenstwo uzyskania falszywie pozytyw-
nych lub zawyzonych wynikéw (14). Aby
zweryfikowa¢ wyniki, przeprowadza sie
analize krzywej topnienia produktéw po-
wstalych w reakcji. Temperatura topnie-
nia (Tm) specyficznego dla danej reakcji
amplikonu jest zwykle wyzsza niz Tm di-
mer6w starteréw, do ktérych moze wig-
zac sie SYBR Green I (9). Techniki real —
time PCR, mimo szeregu zalet, posiadaja
réwniez pewne ograniczenia w poréwna-
niu do konwencjonalnego PCR. Naleza do
nich niekompatybilno$¢ oprogramowan
z niektérymi fluoroforami oraz wzgledne
ograniczenie zdolno$ci multipleksowych
uzywanych obecnie systeméw. Poniewaz
wiekszo$¢ popularnych systeméw QPCR
opiera sie na hybrydyzacji sond do kom-
plementarnej sekwencji jednej z nici am-
plikonu, uzycie wigkszej liczby starteréw
stwarza korzystniejsze warunki dla wytwa-
rzania zwigkszonego sygnatu fluorescen-
cyjnego. Kolejnym ograniczeniem, mogg-
cym mie¢ duze znaczenie w laboratoriach
o malej przepustowosci, jest duzy, poczat-
kowy koszt tej metody (13, 15).

W przypadku techniki wykorzystuja-
cej SYBR Green I, ze wzgledu na mozli-
wo$¢ wiazania si¢ powyzszego barwnika
z jakimkolwiek dsDNA, technologii tej nie
powinno sie stosowac do analizy dsDNA
w tkance, gdyz wystepujacy tu nadmiar ge-
nomowego DNA falszuje sygnal emitowa-
ny przez produkt reakcji wysokim sygna-
fem tta (17).

Ograniczeniami wspélnymi zaréwno
dla PCR, jak i QPCR jest konieczno$¢ po-
siadania wczesniejszej wiedzy o sekwen-
¢ji matrycy, aby méc zaprojektowac od-
powiednie startery (13) oraz mozliwo$¢
hamowania reakcji przez niektére sub-
stancje (12), np. SDS, EDTA, DMSO czy

! Interkalacja nazywane jest zjawisko tworzenia si¢ stabilnych kompleksow pomiedzy DNA a plaskimi ligandami, ktére dzigki swej konformacji maja zdolno$¢ wsunie-
cia sie pomiedzy sasiadujgce ze soba pary zasad nukleinowych w DNA (przyp. red.)
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heparyne, co moze dawaé wyniki falszy-
wie ujemne (14). Ponadto, w obu tych re-
akcjach, im wiekszy odcinek DNA ampli-
fikujemy, tym trudniej uzyska¢ prawidlo-
wy produkt reakcji.

Tak jak w konwencjonalnym PCR, réw-
niez w QPCR istnieje potrzeba optymali-
zowania reakeji przez wtasciwie dobrana
koncentracje magnezu, starteréw, sond
oraz stosowanie odpowiedniej polimera-
zy, najlepiej zmodyfikowanej polimera-
zy hot start, ktéra obniza ryzyko genero-
wania produktéw nieswoistych, poniewaz
jest nieaktywna w temperaturze pokojowej.
Jednak w przypadku QPCR, dzieki jego
wiekszemu zautomatyzowaniu i zazwyczaj
krétszemu czasowi trwania, optymalizacja
ta jest mniej czasochlonna (16).

Inng, obecnie najczesciej uzywana
w celu identyfikacji szczepdw parwowi-
rus6w molekularng technikg, jest sekwen-
cjonowanie. Powstanie tej szybkiej i sku-
tecznej metody analizy DNA, polaczonej
z PCR, bylo odpowiedzia na wzrastajace
potrzeby tworzenia genomowych bibliotek
oraz klonowania fragmentéw DNA. Cig-
gle jest to jeszcze technika zbyt kosztow-
na dla przecietnego laboratorium, jednak
caly czas prowadzone sa badania nad jej
udoskonaleniem i obnizeniem generowa-
nych przez nia kosztéw (13).

Poczawszy od wynalezionej w 1977 r.
przez Maxama i Gilberta metody che-
micznej oraz opracowanej w tym samym
czasie przez Sangera i Coulsona metody
enzymatyczej, sekwencjonowanie ciagle
ewoluuje. Obecnie stosowana jest gléwnie
metoda enzymatyczna Sangera, a raczej jej
modyfikacje. Istnieje kilka wariantéw se-
kwencjonowania. To, ktéry wariant zasto-
sujemy, zalezy m.in. od dlugosci sekwen-
¢ji, ktora chcemy przeanalizowaé. Wybor
metody sekwencjonowania zalezy tez od
celu, jaki chcemy osiagnac (14).

Sekwencjonowanie moze by¢ stosowane
m.in. do bezposredniej analizy produktéw
reakeji PCR, co pozwala na szybkie i nisko-
nakladowe badanie DNA. Metoda ta jest
tez bardzo uzyteczna przy oznaczaniu pa-
togenéw, wykrywaniu i charakteryzowaniu
mutacji czy przeszukiwaniu i charaktery-
zowaniu bibliotek cDNA (14).

W przypadku sekwencjonowania wada
jest fakt, iz, tak jak przy PCR i QPCR, mu-
simy mie¢ wczesniejsze informacje o se-
kwencji docelowej. Zaleta jest miedzyla-
boratoryjna odtwarzalnos¢ sekwecjono-
wania, ktérej poziom jest zadowalajacy,
podobnie jak w PCR i QPCR (13).

Nowoczesne metody molekularne sto-
sowane do detekcji CPV-2, takie jak PCR
czy real-time PCR, wymagaja drogiego
sprzetu, odczynnikéw i wykwalifikowa-
nych uzytkownikéw, dlatego ich zastoso-
wanie jako metod w laboratoriach wetery-
naryjnych nie jest jeszcze szeroko rozpo-
wszechnione (3). Mimo tego, iz techniki
te prawdopodobnie nie zastapig catkowi-
cie tradycyjnych metod wykrywania zaka-
zen parwowirusowych czy innych jedno-
stek chorobowych, to bez tych niezmier-
nie przydatnych ,molekularnych narzedzi”
nie mozna juz sobie wyobrazi¢ nowocze-
snej diagnostyki (20). Potrzebna jest jed-
nak ich standaryzacja oraz przystosowanie
do praktyki laboratoryjnej réwniez w przy-
padku parwowirozy pséw (3).

Trzeba tez nadmienic, iz zakazenia pséw
wywolane wirusem CPV-2, pomimo sto-
sowania juz od dluzszego czasu szczepien
profilaktycznych, stanowia nadal realne za-
grozenie dla zdrowia tych zwierzat (7)

Wiele dowodéw wskazuje tez na to, iz
CPV-2 ciagle ewoluuje i zmienia swéj profil
antygenowy, co dyktuje nieprzemijajaca po-
trzebe stosowania badan diagnostycznych
wykrywajacych tego wirusa (7).
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