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mamy do czynienia z RNA) potgczony z fosforanem. Czasteczka cukru powigzana
jest z jedng z czterech zasad: tyming (T) (w przypadku RNA z uracylem (U)),
cytozyng (C), adening (A) lub guaning (G). Nici kwaséw nukleinowych sg zawsze
komplementarne - A zawsze iaczy sie z T tworzagc dwa wigzania wodorowe, za$
C taczy sie z G trzema wigzaniami wodorowymi. Najmniejszg jednostka, na poziomie
ktorej moze by¢ odczytywana informacja jest nukleotyd. Z 3 riukleotydéw sktada sie
kodon oznaczajacy jeden aminokwas, ktory jest najmniejsza czastkg polipeptydu.
Gen jest funkcjonalng jednostka, ktora opisuje biatko. Chromosom zawiera kilka
tysiecy gendw i jest najmniejsza jednostkg replikacyjng (4).

Il. PODSTAWOWE TECHNIKI BIOLOGII MOLEKULARNEJ (4)

Izolacja kwasu RNA. Do prowadzenia badan umozliwiajacych poznanie procesow
na poziomie informacji genetycznej niezbedne jest otrzymanie kwasu nukleinowego
danego organizmu w duzej ilosci i o duzym stopniu czystosci. W poréwnaniu z DNA,
izolacja kwasu RNA jest utrudniona z powodu jego matej stabilnosci, spowodowanej
powszechnym wystepowaniem RNaz - czyli enzymow trawigcych czasteczke kwasu
RNA, a tym samym prowadzacych do jej degradacji. Dlatego tez niezbedne jest
wyeliminowanie tych enzyméw z miejsca, sprzetu i roztworow uzywanych do izolacji
RNA. W celu oczyszczenia kwasu z biatek najczesSciej przeprowadza sie ekstrakcje
prébki mieszaning fenolu i chloroformu, a nastepnie wytraca sie go etanolem.

Synteza cDNA. Ze wzgledu na wyzej wspomniang matg stabilno$¢ kwasu RNA,
przed przystapieniem do dalszych badan prowadzacych do poznania informacji gene-
tycznej, niezbedne jest ,,przepisanie” go na bardziej stabilny kwas DNA. W tym celu
w mieszaninie reakcyjnej umieszcza sie:
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- wyizolowang ni¢ RNA - stuzagcgjako matryca do syntezy komplementarnej nid DNA,

- odwrotng transkryptaze - enzym naturalnie wystepujacy u retrowiruséw i majacy
zdolnos¢ syntezy DNA, wykorzystujgc jako matryce nid RNA,

- oligonukleotydowy starter komplementarny do krdtkiej sekwencji RNA - frag-
ment RNA do ktorego polimeraza przytgcza kolejne nukleotydy podczas syntezy
komplementarnej nid DNA,

- fosforany dezoksyrybonukleotyddw.

PCR. Podstawowym zastosowaniem metody PCR jest powielenie matych ilosd
otrzymanego w wyniku izolacji kwasu nukldnowego tak - by mozna go byto poddac
dalszym obrébkom inzynierii genetycznej. Mieszanina reakcyjna zawiera:

- podwadjna ni¢ kwasu nukleinowego,

- startery,

polimerazy DNA, naturalnie wystepujgce w termofilnych bakteriach 2zyjgcych
w deptych Zrodach,

nukleotydy,

- jony magnezu.

Schemat reakcji: po podniesieniu temperatury mieszaniny reakcyjnej powyzej
95°C przez 1-2 minuty dochodzi do denaturacji i dysocjacji nid; nastepnie szybkie
schtodzenie do temperatury okoto 50°C przez 1-2 minuty powoduje przytaczenie sie
starterow do obu nid; podniesienie temperatury do 70°C przez 30 sek. - 10 min.
pozwala na synteze komplementarnych nid. W wyniku tych reakcji nastepuje pod-
wojenie czasteczki. Powtarzanie tych cykli pozwala na otrzymanie w krotkim czasie
duzej ilosd okreslonego materiatu genetycznego.

Enzymy restrykcyjne. Enzymy restrykcyjne sa to enzymy naturalnie wystepujace
w bakteriach i majace zdolno$¢ do decia podwdjnej nid DNA w okre$lonym miejscu
(najczesciej sg to sekwencje palindromowe). W bakteriach enzymy te petnig role
ochronng, uniemozliwiajgc wnikniecie obcego DNA do wnetrza komorki (wiasne
DNA komoérki chronione jest przed pociedem przez metylacje jednej lub wiecej zasad
w miejscu restrykcyjnym - modyfikacja).

Hybrydyzacja. W procesie hybrydyzacji wykorzystuje sie jedng z wtasdwosci kwasow
nukleinowych, kt6rg jest parowanie odpowiednich zasad. Prébke zawierajacg izo-
lowany tub syntetyzowany fragment znanej sekwencji uzywa sie do wyszukiwania
komplementarnej sekwencji w probce zawierajgcej heterogenny materiat.

Elektroforeza. Inng wazng technikg stosowang w biologii molekularnej jest elektro-
foreza, w ktdérej kwasy lub biatka rozdzielane sg wedtug ich wielkosd i tadunku.
Wykorzystane jest tu zjawisko poruszania sie czastek w polu elektrycznym. Rozdziat
prowadzony jest w zelu agarozowym (gdy rozdzielane sg wieksze czgsteczki) lub
poliakrylamidowym (gdy ma sie do czynienia z mniejszymi molekutami), o odpowied-
nich rozmiarach poréw. Im czasteczka jest wieksza - tym wolniej bedzie poruszata sie
w zelu. W zwigzku z tym po elektroforezie na zelu otrzymuje sie uktad prazkow,
gdzie najnizej potozony prazek bedzie molekutg o najmniejszym dezarze; im czastecz-
ka ma wiekszy ciezar - tym wyzej bedzie znajdowata sie na zelu.
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Rye. 2. Kolejnos¢ technik mozliwych do zastosowania w celu przeprowadzenia badania.

Klonowanie. Klonowanie polega na wstawieniu do wektora tzw. wstawki, ktorg moze
by¢ kazde uzyskane cDNA lub okre$lony fragment genomu. Wektor jest czasteczka
DNA (plazmidowego lub wirusowego) majacego zdolno$¢ wnikania do komorek
gospodarza i namnazania sie w nich. Wektor wraz z wstawka wprowadza sie do
komdrek biorcy, gdzie nastepuje ekspresja gendw wprowadzonych na wektorze.

Sekwencjonowanie. Sekwencjonowanie ma na celu poznanie kolejnosci utozenia nu-
kleotydoéw wchodzacych w skiad genu. Najczesciej stosowang metodg sekwencjono-
wania jest metoda dideoxy. Polega ona na wprowadzeniu do mieszaniny reakcyjnej
dideoxy nukleotydéw (dotgczenie nukleotydu nie posiadajgcego wolnej grupy OH
przy cukrze powoduje zakoniczenie syntezy nici). Jednocze$nie prowadzone sg cztery
oddzielne reakcje. W kazdej mieszaninie reakcyjnej znajdujg sie polimerazy i wszyst-
kie cztery nukleotydy potrzebne do syntezy nici cDNA. Kazda mieszanina zawiera
matg ilo$¢ jednego z czterech dideoxynukleotydow. Poniewaz dideoxynukleotydy
stanowig matg cze$¢ wszystkich nukleotydéw uzytych do reakcji, bedg one losowo
wigczane do syntetyzowanej nici, w wyniku czego otrzymamy mieszaning nici o roz-
nej diugosci, zakonczonych dideoxynukleotydem. Po rozdziale na zelu 4 mieszanin
reakcyjnych mozemy odczytaé utozenie nukleotydéw czytajac od dotu do gory zelu.

Prowadzac badania na poziomie molekularnym na ogét stosuje sie na raz kilka
wyzej przedstawionych technik. Na przykiad w celu poznania réznic genotypowych
pomiedzy szczepami mozliwe sg nastepujace sekwencje zdarzen przedstawione na

rycinie 2.
I1l. CEL PRACY

Celem tego artykutu jest przesledzenie na przyktadzie wscieklizny zastosowania
metod biologii molekularnej w poznaniu szczeg6tow procesu epidemiologicznego
tej choroby, ukrytych w ,.czarnej skrzynce” dotychczasowej wiedzy o problemach
epizootiologicznych i epidemiologicznych wscieklizny.
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IV. WIRUS WSCIEKLIZNY

Materiatem genetycznym wirusa wscieklizny jest pojedyncza, niesegmentowana
ni¢ minus RNA (komplementarna do mRNA). Genom o dtugosci 12000 par zasad
zawiera 5 genow kodujgcych pie¢ biatek strukturalnych. Rdzen wirionu tworzg RNA
i trzy proteiny: nukleoproteina (N), biatko zwgzane z transkryptazg (NS) i trans-
kryptaza (L)- Dwa pozostate biatka powigzane z podwojng btong lipidowa, znaj-
dujaca sie wokot nukleokapsydu tworzg otoczke wirionu; matriksowe (M) biatko
zostato zlokalizowane na wewnetrznej powierzchni podwojnej lipidowej otoczki,
a glikoproteina (G) znajduje sie na powierzchni czastki wirusa (ryc. 3 i ryc. 4) (14).

Zastosowanie typowania genetycznego jako narzedzia epidemiologicznego wyma-
ga okreslenia obszaru genomu, ktérego beda dotyczyly badania oraz ustalenia nie-
zbednej dtugosci tego odcinka.

W przypadku wirusa wscieklizny problem wyboru odpowiedniego odcinka do
badan wigze sie z okresem wylegania choroby, ktéry moze wynosi¢ od kilku dni
do paru lat. Jezeli badania bedg dotyczyty odcinka genomu o duzej zmiennosSci to
poszczegdlne izolaty pochodzace z tego samego zrodta mogg by¢ na tyle rézne, ze nie
beda wykazywatly wspdlnego pochodzenia. Region silnie konserwatywny moze mieé
natomiast zbyt mato zmian genetycznych aby precyzyjnie zidentyfikowaé zrédio
infekcji lub rozrézni¢ prébki pochodace z réznych epidemii.

Ryc. 3. Budowa wirusa wscieklizny. Rysunek powyzej ilustruje powierzchniowg glikoproteine (G)
(peplomery, przedstawione jako trimery czasteczki glikoproteiny) wystepujaca na zewnetrznej stronie
otoczki lipidowej, otaczajacej wewnetrzny kompleks nukleokapsydu. Biatko matriksowe (M) wyscieta
°toczke lipidowa od wewnatrz, oddziatywujac z cytoplazmatyczng domeng glikoproteiny powierz-
chniowej. Helikalny rdzeA nukleokapsydu (rysunek ponizej) zbudowany jest z rybonukleopro-
teiny (RNP) w sktad ktérej wchodzi pojedyncza ni¢ genomowego RNA i nukleoproteina (N) oraz
osfoproteina (NS) potgczona z czasteczkg transkryptazy (L). Wunner W.H. i wsp. wedhug
The Natural History of Rabies (14).
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Rye. 4. Organizacja pojedynczej niesegmentowej nici genomu wirusa wscieklizny. Czytajac
od konca 3’ (strona lewa) do korica 5’ (strona prawa) genom wirusa wscieklizny zawiera
sekwencje liderowg (1), po ktorej kolejno nastepujg geny: N, NS, M, G i L, kodujace
transkrypty mRNA i region niekodujacy 5’. Liczby powyzej linii opisujg dtugo$¢ nici plus
liderowego RNA i transkryptéw mRNA (wiaczajac w to 7 nukleotydéw dotgczanych
w procesie poliadenylacji przy kazdym mRNA) i sekwencje niekodujaca 5°. Liczby tuz pod
linig opisuja dtugosc nietranslacyjnych nukleotydéw w kazdym mRNA. Liczby ponizej
odnoszg sie do regiondw pomiedzy genami i opisujg dtugo$¢ niekodujacych sekwencji
miedzygenowych; * oznaczony jest region miedzygenomowy ¢n. Tordo N. i wsp. wedtug The
Natural History of Rabies (14).

Badania wirusa wscieklizny opierajg sie na analizie regionu genu nuldeoproteiny
0 diugosci 200 par zasad (pb) lub obszaru genomu ¢ (Psi), nie kodujgcego zadnego
biatka, znajdujacego sie pomiedzy genem glikoproteiny i genem kodujagcym polime-
raze (13). Wybor genu N, do genetycznych badan pordwnawczych, wynika z funkcji
nukleoproteiny, ktére sg zwigzane z ochrong i replikacjg kwasu nukleinowego. Powo-
duje to, ze w mniejszym stopniu gen ten podlega selekcji uktadu immunologicznego.
Natomiast region ¢ genomu jest obszarem mogacym by¢ wykorzystanym jako zegar
ewolucyjny szczepOw wirusa wscieklizny.

V. ZASTOSOWANIE TECHNIK BIOLOGII MOLEKULARNEJ
W BADANIACH WSCIEKLIZNY

Techniki biologii molekularnej pozwolity na rozszerzenie i pogtebienie wiedzy
w nastepujacych dziedzinach rabiologii:

1. Ustalenie podobienfistwa genetycznego pomiedzy szczepami:

- a) pochodzacymi z rdéznych terenéw oraz z roznych epidemii na tym samym
terenie.

W analizie podobiefAstwa genetycznego pomiedzy réznymi szczepami wykorzy-
stano poréwnanie fragmentu genomu, ktéorym byl region nukleoproteiny o dtugosci
200 par zasad. Porownywano szczepy pochodzace z zachodniego Meksyku i z krajow
péinocnej Afryki (np. Tunezji). Na obu tych terenach rezerwuarem wirusa wscie-
klizny sg psy. Cztery szczepy wyizolowane w marcu 1988 roku od wsciektych
pséw podczas epidemii w miescie Sonara réznity sie tylko jednym podstawieniem
nukleotydowym a szczepy pochodzace z okolic Sonary i Zachodniego Meksyku,
izolowane kolejno w latach 1961, 1981 i 1991, roznity sie dwoma lub trzeba
nukleotydami. Prawie catkowite (99%) podobiefnstwo miedzy szczepami na terenie
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Sonary wskazuje na rozprzestrzenienie terytorialne jednego wariantu wirusa i na
bardzo duzg stabilno$¢ jego sekwencji nukleotydowych, utrzymujacg sie tak diugi
okres czasu. Poréwnujac natomiast szczepy izolowane w zachodnim Meksyku
i w Tunezji - stwierdzono tylko 93% podobienstwo sekwenq'i nukleotydowych, co
umozliwia wycigganie wnioskow epizootiologicznych odnos$nie zrédet ich pochodze-
nia. Szczepy uzyskane z réznych epidemii wystepujagcych na terenie Meksyku sg
bardziej podobne do siebie niz do szczep6w pochodzacych z Tunezji. R6wniez szcze-
py izolowane z trzech réznych krajow Afryki Péinocnej sa genetycznie blizsze sobie
niz szczepom izolowanym na terenie Meksyku.

Taki sam stopien homologii pomiedzy szczepami obserwuje sie gdy do poréw-
nania uzywa sie sekwencji nukleotydowej regionu genomu wirusa miedzygenowego
tzw. regionu if (psi) (13).

- b) pochodzacymi z tych samych terenéw i z terendéw z nimi sgsiadujgcych.

Analizowano 12 dzikich szczepdw, izolowanych we Francji pomiedzy sierpniem
1989 roku i majem 1990 roku. Szczepy te podzielono na 4 grupy wedtug obszaru
geograficznego, na ktérym wystepowaty. Réznice nukleotydowe pomiedzy wszyst-
kimi szczepami wynosity $rednio 1,8% (15,7 podstawien). Jeszcze wieksze podobien-
stwo obserwowano gdy poréwnywano szczepy nalezace do jednej grupy: cztery
szczepy nalezace do grupy 2, rozprzestrzenione na obszarze 80 km, wykazywaly
maksymalnie réznice dwoch podstawien (9).

- ¢) pochodzacymi od dwdch réznych gospodarzy zwierzecych zamieszkujgcych ten
sam teren oraz pochodzacych od tego samego gospodarza z odrebnych geograficznie
terenéw (np. tereny przedzielone barierg geograficzng taka jak gdry lub rzeki).

Szczepy izolowane na terenie kanadyjskiej prowincji Ontario z dwo6ch réznych
zwierzecych rezerwuarow wirusa (lisy i skunksy), nie wykazywaty roznic genetycz-
nych genu N, pozwalajagcych na rozrdznienie wariantéw wirusa specyficznych
dla danego gospodarza. Natomiast szczepy wirusa izolowane rowniez na terenie
Ontario lecz z odrebnych pod wzgledem geograficznym regionéw wykazywaty roz-
nice w sekwencji nukleotydowej, pozwalajagcg na ich rozréznienie (6).

2. Systematyczny podziat szczep6w wirusa wscieklizny wedtug kryteridw genetycznych

Jezeli klasyfikacja systematyczna organizmoOw opiera sie na pokrewienstwie ge-
netycznym to podobieAstwo pomiedzy przedstawicielami tego samego genotypu
jest zawsze nie mniejsze niz 91,8% w przypadku poréwnywania sekwencji nukleo-
tydowej regionu konserwatywnego i 97,1% gdy poréwnuje sie sekwencje amino-
kwasowg tego genu. Homologia pomiedzy nukleotydami regionu konserwatywnego
jest Scislejsza niz pomiedzy nukleotydami regionu zmiennego, dla ktdrego wynosi
odpowiednio 83,5% i 86,7%. Natomiast podobieAstwo nukleotydéw i aminokwasow
Pomiedzy genotypami nigdy nie jest wieksze niz 79,8% dla nukleotydéw i 93,3%
dla aminokwasow.

Na podstawie podobieristw nukleotydowych genu N (region konserwatywny ge-
nomu wirusa wscieklizny) i aminokwasowych nukleoproteiny, dokonano klasyfikacji
redzaju Lyssa wirusdw na nastepujgce sze$¢ genotypow:
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wzory restrykcyjne tych szczepdw ze szczepami izolowanymi zaréwno od ludzi i od
zwierzat z terenu USA, Tailandii, Filipin i Meksyku. Ustalono, ze szczepy te maja
takie same wzory restrykcyjne jak szczepy izolowane od wsciektych zwierzat, po-
chodzacych z kraju lub jego okolic, w ktorych dany pacjent zyl przed emigracjg do
USA. Natomiast nie znaleziono podobnych wariantéw ws$rdd szczepéw pochodza-
cych od wsciektych zwierzat z terenéw Stanéw Zjednoczonych. Otrzymane wyniki
wskazujg, ze narazenie na zakazenie wirusem wscieklizny tych pacjentow nastgpito na
terenie Laosu, Filipin i Meksyku. Poniewaz osoby te mieszkaty w USA odpowiednio
4 lata, 6 lat oraz 11 miesiecy - uzyskane wyniki stanowityby dow6d na mozliwosé
latentnego lub powolnego zakazenia wirusem wscieklizny (11). Mozliwos$é dtugiego
okresu wylegania wscieklizny sugeruje rowniez przypadek Smierci 10 letniej dziew-
czynki w Australii, kontynentu wolnego od wscieklizny. Dziewczynka, przebywajaca
stale od pieciu lat w Australii, byta emigrantkg z Wietnamu. Poniewaz nie powiodty
sie poSmiertne prdby izolacji wirusa, zastosowano metode PCR w celu namnozenia
odcinkéw genomu charakterystycznych dla szczepdw wirusa wscieklizny (powielane
byly dwa fragmenty genu nukleoproteiny - jeden o diugosci 413bp, drugi - 513bp
oraz fragment genu glikoproteiny o dtugosci 403bp). Poréwnanie sekwencji
nukleotydowych tych fragmentéw z odpowiadajgcymi im odcinkami genomu naleza-
cymi do znanych szczepéw wirusa wscieklizny pozwolito stwierdzi¢, ze wirus ten
nalezy do serotypu wirusa wscieklizny i jest podobny do szczepdw izolowanych na
terenie Potudniowo-Wschodniej Azji (5).

5. Ocena zmiennos$ci genetycznej szczepdw szczepionkowych i szczepow challange

Bioragc pod uwage ten sam 200bp region genomu wirusa wscieklizny analizowano
réznice i podobienistwa szesciu standardowych szczepdéw wirusa wscieklizny CVS
pochodzgcych z réznych laboratoriow. Wirus CVS jest uzywany jako szczep challan-
ge do oceny mocy ochronnej szczepionki i surowicy przeciw wsciekliznie oraz do
testow diagnostyki serologicznej, przede wszystkim testu neutralizacji. W$rod szesciu
badanych szczepéw CVS, pie¢ nie réznito sie miedzy sobg, niezaleznie od pasazowa-
nia ich metodg in vivo i in vitro. Szczepy te byly identyczne ze szczepem wyjsSciowym
wirusa CVS, przechowywanym w NIH (National Institutes of Health, Bethesda) (13).

Poréwnujac sekwencje nukleotydowg genu nukleoproteiny rdéznych szczepow
ustalonych - PAS, ERA, PV, CVS, AvOIl, SADB19 | HEP - podzielono je na trzy
grupy. Pierwszg z nich tworza: oryginalny szczep Pasteura PAS i szczep PV (r6znigce
sie miedzy sobg tylko jednym podstawieniem); na drugg grupe skiadajg sie szczepy
ERA i SADB19 (dwa podstawienia); trzecia grupa obejmuje szczep CVS (ktory
jest identyczny ze szczepem AvOl) i szczep PM (trzy podstawienia). Szczep HEP jest
najblizej spokrewniony z grupa CVS(Av01)-PM (9).

6. Ocena podobienstwa genetycznego pomiedzy szczepami szczepionkowymi
i szczepami ulicznymi

Porownujac sekwencje nukleotydowg odcinka genomu, zawierajagcego: pseudo-
gen ¢ (region miedzygenowy genomu, najbardziej zmienny) i sasiadujacy z nim re-
gion glikoproteiny, 12 dzikich szczepow wirusa wscieklizny, izolowanych na terenie
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Francji stwierdzono, ze szczepy te wykazujg bardzo duzy stopiefi podobieristwa,
niezaleznie od gospodarza i terenu z ktérego pochodzity: najwieksza réznica wynosita
3,4%. Tak duze podobienstwo, chociaz byto to zaskakujgce, mozna wyttumaczyé
adaptacjg wirusa do jedynego zwierzecego zrodta zakazenia, ktérym we Francji jest
lis rudy. Jest to zgodne z wcze$niejszymi badaniami, w ktérych poréwnywano pato-
gennos$¢ dwoch szczepow izolowanych od lisbw w odstepie 10 lat, wykazujac réznice
w ich adaptacji do lisiego gospodarza (ustalanie sie okresu wylegania choroby).
Uogbdlniajac mozna powiedzieé, ze po okresie adaptacji do nowego gospodarza na-
stepuje ustalenie sekwencji genomu szczepow, utrzymujace sie nawet po kilkakrot-
nym pasazu przez nowego gospodarza (9).

Badane szczepy uliczne poréwnywano z nastepujagcymi szczepami szczepionkowymi:
PAS, ERA, PV, CVS, AvOl, SADB19i HEP. Szczepy te wykazujace duze podobienstwo
pomiedzy sobg (2-3%), réznig sie az 0 14,7% od szczepdw szczepionkowych. Sa one
bardziej podobne do szczepow szczepionkowych z grupy ERA-SADB19 (szczepy
stosowane w szczepionkach do uodparniania zwierzat) niz do szczepéw nalezacych do
grupy PV-PVS. Najbardziej zas$ odlegte sg od szczepdéw nalezacych do grupy CVS(Av01)-
-PM, uzywanych do produkcji i kontroli szczepionki dla ludzi.

Wyniki tych badan poréwnawczych mogg ttumaczy¢ przyczyny niepowodzenia
szczepien oraz mogg dopomoc w wyborze szczepu szczepionkowego najbardziej zbli-
zonego antygenowo do krazacych wariantdw wirusa ulicznego.

W poréwnywaniu szczepdw szczepionkowych i szczepdw ulicznych wazne jest nie
tylko ustalenie stopnia podobieristwa pomiedzy szczepami lecz takze ustalenie jak
szybko zachodzg zmiany, co pozwala nie tylko na kontrole skutecznosci szczepionki
ale i na mozliwo$é przewidywania jak dtugo bedzie ona skuteczna (9).

7. Produkcja szczepionek rekombinowanych do doustnego uodparniania
zwierzat dzikich przeciw wsciekliznie.

Do konstrukcji szczepionki rekombinowanej uzyto gen glikoproteiny wirusa
wscieklizny, jedynego biatka tego wirusa indukujgcego organizm do wytwarzania
przeciwciat neutralizujgcych (3). Gen glikoproteiny wycieto z genomu wirusa wsciek-
lizny (szczep ERA) i wklonowano w gen TK (gen kodujacy kinaze tymidyny) wirusa
krowianki (szczep , Kopenhaga”), co spowodowato spadek wirulencji krowianki
w poréwnaniu ze szczepem wyjsciowym (7).

Zastosowanie szczepionki rekombinowanej eliminuje potencjalne niebezpieczen-
stwo uzjadliwienia si¢ zywego wirusa szczepionkowego wscieklizny o zmniejszonej
wirulencji, stosowanego w takich szczepionkach jak np. SADB19 i inne.

M. Sadkowska
USE OD MOLECULAR BIOLOGY IN EPIDEMIOLOGY IN RABIES.
SUMMARY

On the basis of a literature review, the use of molecular biology techniques in epidemiological
research and new insight into the knowledge about rabies obtained by such methods were discussed.
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