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Wirusowe zapalenie zotadka i jelit (TGE — Trans-
missible Gastroenteritis) jest zarazliwa choroba prze-
wodu pokarmowego $win przebiegajaca z objawami
wymiotéw, silnej biegunki, odwodnienia i zaburzen
metabolicznych oraz wysoka (ok. 100%) Smiertel-
noscig oseskéw w wieku do 14 dnia zycia (43).
Czynnikiem etiologicznym TGE jest wirus (TGEV)
nalezacy do rodziny Coronaviridae, tworzacy wspol-
na grup¢ antygenowa z wirusem PRCV (wariant de-
lecyjny wirusa TGE), koronawirusem pséw (CCV)
oraz wirusem zapalenia otrzewnej kotéw (FIPV) i1
wirusem zapalenia jelit kotow (FECV) (44). U za-
kazonych prosiat wirus namnaza si¢ w cytoplazmie
komérek nabtonka absorpcyjnego jelit cienkich, pro-
wadzac do destrukcji enterocytéw oraz skrécenia a
nastgpnie zaniku kosmkéw jelitowych, co stanowi
przyczyng zaburzen wchianiania (19, 20). Choroba,
po raz pierwszy opisana w 1946 r. w Stanach Zjed-
noczonych (9), wystepuje aktualnie na calym Swiecie
1 jest przyczyna znacznych strat ekonomicznych w
hodowli trzody chlewnej (30). Straty powodowane
chorobg sa najwigksze, gdy do zakazenia dochodzi
w okresie oproszeri w stadzie dotychczas wolnym
od zarazka. Wowczas choroba ma przebieg epizo-
otyczny, szybko si¢ szerzy i atakuje zwierzgta w
kazdym wieku. Prosigta w wieku powyzej 3 tyg.
oraz $winie starsze zwykle przezywaja infekcje, a
objawy kliniczne ograniczone sa u nich do utraty
apetytu i przemijajacej biegunki. Prosicta ssace, war-
chlaki oraz §winie doroste staja si¢ w wyniku za-
kazenia wektorem transmisji wirusa, co ma istotne
znaczenie w przypadku wprowadzania takich zwie-
rzat do nowych stad, nie majacych uprzednio kon-
taktu z zarazkiem. W warunkach przemystowego
chowu Swifi wezesne i trafne rozpoznanie choroby
ma kluczowe znaczenie dla ochrony stada. W przy-
padku zakazed wirusem TGEV istotna jest zwlaszcza
mozliwo$¢ rozpoznania enzootycznych postaci cho-
roby, ktore klinicznie sa zblizone do kolibakteriozy
lub biegunki rotawirusowej, a w praktyce czgsto sa
mylnie diagnozowane (5). Fakt ten mozna czg$ciowo
ttumaczy¢ podobiefistwem objawéw klinicznych,
zmian sekcyjnych a nawet obrazu histopatologiczne-
go pomiedzy wspomnianymi jednostkami chorobo-
wymi (43).

Niniejszy artykul jest przegladem wybranych
wspolczesnie stosowanych metod diagnostycznych
wykorzystywanych w rozpoznawaniu TGE u §win.

Mikroskopia elektronowa

Morfologia wirusa TGE jest charakterystyczna
(14, 40, 48). Pleomorficzne czasteczki wirionéw o
$rednicy 60-160 nm posiadaja wystajace na zewnatrz
charakterystyczne tylko dla rodziny koronawirusow
maczugowate wypustki o dlugosci okolo 20 nm,
otaczajace wirion na ksztatt korony stonecznej. Wy-
kazanie w badanym materiale obecnosci takich cza-
steczek przy pomocy mikroskopu elektronowego,
przy wspétistnieniu typowych objawow klinicznych,
stanowi pewna metode potwierdzajaca rozpoznanie
choroby. Wykorzystujac technik¢ kontrastu nega-
tywnego, wirus TGEV mozna uwidoczni¢ w mikro-
skopie elektronowym w probkach z tresci jelit oraz
katu, pochodzacych od chorych §wini (39, 51). Me-
tode t¢ mozna takze zastosowaé do potwierdzenia
obecnosci wirusa w zakazonych hodowlach komér-
kowych zwtaszcza, ze w pierwszych pasazach izo-
latéw terenowych przewaznie nie obserwuje si¢ efektu
cytopatycznego (34). Mimo istotnych zalet mikro-
skopii elektronowej, technika ta nie jest stosowana
w rutynowej diagnostyce zakazen TGEV u $win.
Uzyskanie pozytywnego efektu w obrazie elektrono-
mikroskopowym wymaga obecnosci w badanym ma-
teriale duzej ilosci czastek wirusa, co w praktyce
wiaze si¢ z konieczno$cia pobrania materiatu w okre-
sie szczytowego nasilenia objawow klinicznych
(35). U prosiat ssacych, u ktérych choroba ma prze-
bieg gwaltowny okres ten jest z reguty bardzo krotki,
gdyz szybko dochodzi do zej$¢ $miertelnych na
skutek odwodnienia i zaburzen metabolicznych. W
przebiegu enzootycznym TGE charakterystycznym
dla prosiat starszych, nasilenie objawdéw klinicznych
bywa zmienne, a zatem trudno jest uchwyci¢ od-
powiedni moment do pobrania préb do badan. Przy-
datnos$¢ stosowania mikroskopii elektronowej w roz-
poznawaniu TGE limitowana jest takze rodzajem
badanego materiatu klinicznego. Tre$¢ jelit oraz kat
z natury s3 zanieczyszczone domieszkami pozosta-
tosci komérkowych, ktére w obrazie elektrono-
mikroskopowym moga przybieraé¢ formy morfolo-
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gicznie zblizone do koronawiruséw (42). Whitaker
i wsp. (53) wykazali, Ze klasyczna mikroskopia elek-
tronowa jest metoda znacznie mniej czuta w detekcji
wirusa TGEV w poréwnaniu do testu immunofluo-
rescencji. Z tego wzgledu bardziej uzyteczna diag-
nostycznie okazata si¢ immunoelektronomikrosko-
pia (IEM), ktérej czutos$é oraz swoisto$¢ doréwnuja
immunofluorescencji.

Immunoelektronomikroskopia (IEM)

Jest to metoda polegajaca na wykrywaniu w mi-
kroskopie elektronowym zagregowanych czastek
wirusa optaszczonych swoistymi przeciwciatami.
Technika ta zostata po raz pierwszy wykorzystana
w 1941 r. przez Andersona i Stanleya (cyt. 42) w
badaniach reakcji pomigdzy wirusem mozaiki tyto-
niowej a specyficznymi w stosunku do niego prze-
ciwciatami. Aktualnie jest ona stosowana w wielu
laboratoriach diagnostycznych do wykrywania w
materiale patologicznym obecno$ci wiruséw, zwta-
szcza takich, ktére trudno adaptujq si¢ do wzrostu
w hodowlach komérkowych (21). Dzigki tworzeniu
wieloczasteczkowych agregatéw wirus-przeciwcia-
to, tatwo widocznych w mikroskopie elektronowym,
mozliwe jest uzyskanie znacznie wyzszej czulosci
metody w poréwnaniu z konwencjonalng technika
mikroskopii elektronowej. Istotne znaczenie ma fakt,
ze IEM mozna wykorzystywac do detekcji wirusow
w kale, co czyni ja przydatna w diagnostyce przy-
zyciowej (21, 42). IEM moze by¢ stosowana do
serotypowania wiruséw przy wykorzystaniu specy-
ficznych surowic typowo-swoistych (49). Saif i wsp.
(42) zastosowali metode IEM do wykrywania wirusa
TGEV i rotawiruséw w kale oraz tresci jelitowe]
zakazonych §win. Oceniajac czulo$¢ metody w od-
niesieniu do wirusa TGEV autorzy wykazali, ze
umozliwia ona wykrycie przynajmniej jednego kom-
pleksu wirus- przec1w01a10 w polu widzenia, przy
koncentracp wynoszace] 9%10* PFU/ml. Zastoso-
wanie 10-krotnie nizszej koncentracji wirusa nie
pozwala juz na jego uwidocznienie. Czuto$¢ metody
mozna jednak zwigkszyé poprzez zastosowanie po-
§redniej formy IEM z uzyciem kréliczej surowicy
antyglobulinowej przeciwko IgG $§wini. W takim
ukfadzie mozliwa jest detekcja zagregowanych cza-
stek wirusa o mianie 1-3x10° PFU/ml. Z wym.
badan wynika, ze IEM jest prosta, powtarzalng i
czuta technika wykrywania wirusa TGEV w mate-
riale klinicznym pobranym w poczatkowym okresie
trwania choroby. W prébkach takich z reguly nie
jest mozliwe wykazanie obecno$ci wirusa metodg
konwencjonalnej mikroskopii elektronowej. Zaleta
bezposredniej i poSredniej IEM w wykrywaniu wi-
rusa TGEV jest jej specyficzno$¢ zwiazana z obec-
no$cia swoistych przeciwcial. Ma to istotne znacze-
nie w przypadku badania tresci jelitowej oraz probek
katu. W materiale takim wirus czgsto przybiera wy-

glad atypowy, co moze manifestowac si¢ brakiem
charakterystycznych dla koronawiruséw wypustek
powierzchniowych lub nawet czesciowa dezintegra-
cja czasteczki (39, 42). Zastosowanie IEM pozwala
na wykazanie obecnosci wirusa TGEV juz w 24
godz. po dostarczeniu materialu do pracowni diag-
nostycznej. Moze by¢ ona zatem wykorzystywana
do postawienia wstgpnego rozpoznania choroby,
ktére o ile zachodzi potrzeba moze by¢ uzupetnione
metodami hodowlanymi lub innymi testami diag-
nostycznymi. Umozliwia ona ponadto zréznicowa-
nie pomigdzy wirusem TGEV a rotawirusem $wi.
Zarazki te wywotuja u zakazonych zwierzat podobne
objawy kliniczne i zmiany anatomopatologiczne, a
niejednokrotnie stanowia wspélna przyczyng syn-
dromu biegunkowego prosiat (5). Odmiang klasy-
cznej immunoelektronomikroskopii jest metoda w
fazie statej (SPIEM-solid phase immune electron
microscopy). Istota tej metody jest zastosowanie
tzw. putapki serologicznej (serological trapping),
dzigki ktérej wirus zostaje zaadsorbowany na po-
wierzchni siatki elektronomikroskopowej optaszczo-
nej biatkiem A oraz swoistymi przeciwcialami anty-
wirusowymi. Nieuwstadt i wsp. (32, 33) wykorzystali
metode SPIEM do wykrywania wirusa TGEV w
kale biegunkowym pochodzacym od prosigt podej-
rzanych o chorobg. Autorzy ci wykazali, ze dzigki
specyficznemu wychwytywaniu czastek wiruso-
wych oraz zapobieganiu adsorpcji zanieczyszczen,
technika ta jest okoto 100-krotnie bardziej czuta
jesli chodzi o mozliwos¢ detekcji wirusa w natyw-
nym kale w poréwnaniu z konwencjonalng mikro-
skopiag elektronowsa. Przy zastosowaniu wspomnia-
nej metody wirus mégt by¢é wykryty w probkach
katu juz w okresie 1-2 dni po zakazeniu ekspery-
mentalnym $win zjadliwym szczepem TGEV, oraz
w okresie pé7niejszym, az do zejscia Smiertelnego
zwierzat do§wiadczalnych.

Histopatologia

Badanie anatomopatologiczne i histopatologiczne
w przypadku TGE u $§win moze by¢ podstawg do
postawienia szybkiego rozpoznania choroby o
ostrym przebiegu, ktéremu towarzysza zejScia Smier-
telne prosiat oseskéw. Zmiany makroskopowe ogra-
niczone sa do przewodu pokarmowego, w obrgbie
ktérego zwraca uwagg scieficzenie ciany jelita cien-
kiego w odcinku czczym i biodrowym (4, 43). Spo-
wodowane jest to wyraznym skréceniem kosmkow
blony §luzowej wymienionych odcinkéw jelita cien-
kiego, ktére Hooper i Haelterman (19) okreslili mia-
nem atrofii kosmkéw. Tego typu zmiany poczatkowo
uwazano za patognomoniczne wylacznie dla ostrej
postaci TGE. Obecnie wiadomo, ze moga one po-
jawiaé si¢ takze w przebiegu zakazenia rotawirusa-
mi, wirusem PEDV, E. coli a takze inwazji kokcydii,
jakkolwiek sg wowczas stabiej wyrazone niz w przy-
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padku TGE (5, 20). Stopien atrofii kosmkow jeli-
towych najtatwiej okresli¢ mozna w badaniu histo-
patologicznym, w ktérym poréwnuje si¢ ich dlugos¢
z glebokoscia krypt Lieberkiihna. Stosunek obu wy-
miaréw u $win zdrowych wynosi okolo 7:1, nato-
miast u zakazonych przewaznie 1:1 (19). Badanie
takie jest pracochlonne a jego specyficznos¢ ogra-
niczona jest do ostrej postaci choroby, stad tez cze-
$ciej wykorzystywane sa w diagnostyce metody z
uzyciem przeciwcial fluoryzujacych oraz metody
immunohistochemiczne, umozliwiajace bezposred-
nie wykazanie antygenu wirusowego w zainfeko-
wanych tkankach. Wsréd tych metod najpowszech-
niej stosowana jest technika immunofluorescencji.

Immunofluorescencja

Technika przeciwcial fluoryzujacych okazata si¢
niezmiernie cenna w badaniach patogenezy choréb
wirusowych, dzigki mozliwos$ci lokalizowania anty-
genéw zarazka w réznych tkankach w przebiegu
infekcji. Konsekwencja tych badafi bylo wykorzy-
stanie metody immunofluorescencji (IF) do diagno-
styki choréb wirusowych w tym grypy, wscieklizny,
noséwki pséw, choroby Aujeszky’ego, pomoru Swin
iinnych (cyt. 37). W latach sze§¢dziesiatych McClur-
kin i wsp. (28) zastosowali test IF do potwierdzenia
obecnosci niektérych cytopatogennych szczepow
wirusa TGEV w warunkach in vitro w zakazonych
hodowlach komérkowych jader oraz nerki Swini.
Konishi i wsp. (23) wykorzystali wspomniang me-
tode do detekcji antygenow wirusa TGEV w pre-
paratach odciskowych wykonywanych z rdéznych
tkanek w przebiegu do$wiadczalnego zakazenia
$win. Pensaert i wsp. (37, 38) oraz Black (3) jako
pierwsi opisali mozliwos¢ aplikacji metody IF do
rozpoznawania terenowych przypadkéw zakazen
TGEV u §win. Autorzy ci wykazali obecno$¢ swoi-
stej fluorescencji w mrozonych skrawkach jelita
cienkiego pochodzacych od Swin ze wszystkich za-
kazonych stad. Taki sam odsetek wynikéw pozy-
tywnych odnotowano jedynie w ocenie histopato-
logicznej badanych prébek. Obserwacje te wskazuja,
ze technika przeciwciatl fluoryzujacych w odniesie-
niu do badania mrozonych skrawkéw jelita cienkiego
jest specyficzng 1 wiarygodnga metoda rozpoznawa-
nia TGE w zakazonych stadach $wi. Autorzy pod-
kreslaja, Ze postawienie szybkiego i trafnego roz-
poznania metoda IF uzaleznione jest w duzej mierze
od rodzaju materialu dostarczonego do badan. Z
uwagi na fakt, ze docelowym miejscem namnazania
si¢ wirusa TGEV u zakazonych §win jest nablonek
wyS§cielajacy jelito cienkie, zbadanie tego odcinka
przewodu pokarmowego daje najwigksze szanse na
uzyskanie pewnego rozpoznania choroby. Swinie w
zakazonych stadach znajdujg si¢ z reguty w réznych
stadiach infekcji, co ma wplyw na réznice w nasi-
leniu zmian makro- i mikroskopowych w obrebie

przewodu pokarmowego, a takze na iloS¢ komorek
wykazujacych fluorescencj¢. Najwieksza liczba za-
kazonych wirusem komodrek nablonka jelitowego
wystepuje w fazie degeneracyjnej infekcji 1 w tym
okresie rozpoznanie choroby metoda IF jest najtat-
wiejsze. W warunkach eksperymentalnych stadium
to ma miejsce w zalezno$ci od zjadliwosci uzytego
szczepu migdzy 9 a 16 godz. lub miedzy 18 a 72
godz. po zakazeniu (29, 46). W fazie atrofii oraz
w fazie regeneracyjnej natomiast, nieliczne tylko
komérki nablonkowe wykazuja swoista fluorescen-
cje. W przypadku zakazenia naturalnego maksymal-
na ilo$¢ komorek z fluoryzujaca cytoplazma obser-
wowano u prosiat w 3-5 dniu choroby, co taczyto
si¢ ze szczytowym nasileniem objawéw klinicznych
(46). U prosiat starszych 6-7-dniowych liczba tych
komérek byta znacznie nizsza, natomiast u 10-dnio-
wych nie stwierdzano ich w Zadnym odcinku jelita.

Metoda IF odpowiada specyficznoscia izolacji wi-
rusa, przy czym detekcja wirusa w hodowli komor-
kowej lub u doswiadczalnie zakazonych prosiat jest
metodg drozsza, bardziej czasochtonng i kopotliwg
(2). Wykrywanie antygendéw wirusa TGEV w ko-
moérkach nablonkowych metoda IF wiaze si¢ z ko-
nieczno$cia uzycia do badan $wiezego materiatu
klinicznego, poniewaz wigkszo$¢ zakazonych wirusem
komérek ulega uszkodzeniu w ciagu 24-72 godz. po
wniknieciu zarazka (37, 43). Fakt ten czyni t¢ metode
mniej przydatna diagnostycznie w péZniejszych eta-
pach rozwoju choroby.

W Polsce badania nad laboratoryjnym rozpozna-
waniem TGE u $§wifi w oparciu o metode IF pro-
wadzili Wijaszka i wsp. (54) oraz Sobiech 1 wsp.
(46). Autorzy ci wykazali, ze odczyn immunofluo-
rescencji bezposredniej w skrawkach parafinowych
przygotowanych z jelit cienkich chorych prosiat jest
metoda w pelni przydatng do rutynowej diagnostyki
choroby. Umozliwia ona bowiem postawienie diag-
nozy w ciagu 24 godz. po dostarczeniu materiatu
do badaf, jest stosunkowo prosta w wykonaniu oraz
w przypadku dostgpno$ci §wiezego materialu pato-
logicznego zapewnia w 100% trafne rozpoznanie.

Metody immunohistochemiczne

Techniki immunohistochemiczne sa aktualnie sze-
roko stosowane do wykrywania antygenéw réznych
drobnoustrojéw, w tym antygendw wirusowych. Me-
tody te sg w stanie wykaza¢ dystrybucje antygenéw
zarazka w tkankach utrwalonych przy uzyciu stan-
dardowych utrwalaczy takich jak formalina, a pre-
paraty takie stanowia jednocze$nie trwata dokumen-
tacje rozpoznania choroby (17). Ponadto mozliwa
jest rbwnoczesna ocena obecnosci i rozmieszczenia
antygenu w badanych tkankach oraz zmian histo-
patologicznych (16). Na podkreSlenie zastuguje fakt,
ze w odr6znieniu od immunofluorescencji obu ocen
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dokonuje si¢ przy uzyciu zwyklego mikroskopu
Swietlnego.

Technika immunologiczna potaczona z barwie-
niem ztotem (Immunogold Silver Staining — IGSS)
stosowana jest do wykrywania réznych antygenow
tkankowych w skrawkach parafinowych przygoto-
wanych z materiatu uprzednio utrwalonego forma-
ling (17). W patologii §win metod¢ t¢ stosowano
m.in. do wykazania obecnogci wirusa choroby Auje-
szky’ego (10), rotawiruséw z grupy A (27) oraz
ostatnio do detekcji wirusa TGEV (25). Zasada me-
tody polega na wykorzystaniu uktadu podwéjnych
pthClwcmt z ktérych jedne reagujq swoiscie z anty-
genem, natomiast drugie bedace przeciwciatami
antyglobulmowymz sprzezone sa z czasteczkami zto-
ta koloidalnego i stanowig system detekcyjny re-
akcji. Uzycie przeciwcial warunkuje swoisto$¢ reakcji,
natomiast obecno$¢ ztota pozwala na uwidocznienie
komplekséw antygen-przeciwciato w badanych
tkankach przy uzyciu mikroskopu $wietlnego. Do-
datkowe zastosowanie soli srebra w ostatniej fazie
reakcji wzmaga efekt barwienia ztotem (silver en-
hancement). IGSS nie jest metoda enzymatyczna
co eliminuje problem ewentualnej interferencji ze
strony endogennych enzymow tkankowych badane;j
prébki. Ponadto marker barwiacy w postaci ztota
koloidalnego nie stanowi zagrozenia dla zdrowia
cztowieka w odrdznieniu od potencjalnie karcino-
gennych chromogenéw stosowanych w metodach
immunoenzymatycznych. Larochelle i wsp. (25)
oraz Magar i wsp. (27) zmodyfikowali wym. metodg,
zastepujac uzycie skoniugowanej ze ztotem surowi-
cy antyglobulinowej sprz¢zonym ze ztotem biatkiem
A (Protein A Gold — PAG) oraz wykorzystali ja do
rozpoznawania zakaze rotawirusowych i TGE u
$wiri. Biatko A jest chemicznie czystym produktem
i odznacza si¢ wyzszym stopniem standaryzacji w
poréwnaniu do przeciwcial antyglobulinowych.
Ponadto reaguje ono z przeciwcialami klasy IgG
wielu gatunkow ssakéw, co decyduje o jego swoiste]
uniwersalno$ci. Przygotowanie kompleksu PAG jest
proste i stosunkowo mato kosztowne w poréwnaniu
z przygotowaniem 1 kosztem koniugatéw enzyma-
tycznych. Kompleksy PAG sa ponadto bardzo sta-
bilne, a ich bioreaktywnos¢ jest zachowywana przez
wiele miesigcy, jezeli przechowywane sa w temp.
4°C (25, 27).

W obrazie elektronomikroskopowym wzorcowego
szczepu Purdue TGEV oraz dwéch izolatow tere-
nowych stwierdzono, Ze czastki zlota byty Scisle
zwiazane z pojedynczymi wirionami a tlo reakcji
bylo minimalne. W preparatach kontrolnych nie ob-
serwowano specyficznego barwienia w obrgbie wi-
rionow.

W skrawkach tkankowych, w obrgbie enterocytow
kosmkéw jelitowych obserwowano ciemne zlogi
barwnika zlokalizowane w cytoplazmie komorek.
Zabarwione enterocyty byly rozmieszczone w za-

koficzeniach kosmkéw, zwlaszcza w miejscach, w
ktérych doszto do ich atrofii. Nie zaobserwowano
obnizenia sie kontrastu obrazu w przypadku zasto-
sowania konkurencyjnego dobarwiania preparatow
za pomoca hematoksyliny. Obok biatka A do przy-
gotowania koniugatu wykorzystano biatko G, wy-
kazujace réwniez wysokie powinowactwo do immu-
noglobulin réznych gatunkéw ssakéw. Ostatnio
skonstruowano metodami mzynlem gcnetyczm.]
tzw. biatko chimeryczne, bgdace mieszaning biatka
A i G (A/G) (12). Badania immunochemiczne wy-
kazaty, ze takie biatko wykazuje szersze spektrum
reaktywnosci z immunoglobulinami réznych gatun-
kéw zwierzat, a takze z przeciwcialami réznych
podklas, w poréwnaniu do obydwu wyjsciowych
biatek, tj. A lub G. Zwigkszona reaktywnosS¢ wy-
kazano takze w odniesieniu do kompleksu PA/GG
w poréwnaniu do analogicznej reaktywnosci od-
dzielnie do komplekséw PAG oraz PGG. Badania
Larochelle i Magyara (25) wykazaly poréwnywalna
aktywnos¢ biatka-chimery (A/G) oraz biatka A z
przeciwciatami §wini w metodzie IGSS.

Izolacja wirusa

Doswiadczalne zakaZenie wrazliwych prosigt ssa-
cych poprzez doustne podanie podejrzanego mate-
riatu patologicznego jest czula i pewna metoda de-
tekcji zywych czastek wirusa TGEV w badanych
prébkach (11). Poniewaz procedura taka jest dos¢
kosztowna, czeciej wykorzystuje si¢ do izolacji
wirusa metode zakazenia hodowli komérkowych (4,
5, 43). W tym celu bakteriologicznie jatowym prze-
saczem badanego materiatu zakaza si¢ hodowle pier-
wotne lub ustalone linie komoérek nerki, tarczycy
lub jader §wini (58). Rzadzie] wykorzystywane sa
pierwotne hodowle komorek dlinianek $wini A7)
oraz hodowle narzadowe z przetyku, jelita biodro-
wego, Slepego i okreznicy Swini (41). W wickszosci
stosowanych hodowli komérkowych nastgpstwem
replikacji wirusa jest wystapienie efektu cytopatycz-
nego (CPE) (28, 57). Efekt ten wyraza si¢ poprzez
pojawienie si¢ w hodowli jednowarstwowej komo-
rek powigkszonych, zaokraglonych, czasem wydtu-
zonych lub balonowatych, odrywajacych si¢ od po-
wierzchni wzrostowej. Czesto jednak zwlaszcza w
przypadku pierwotnej izolacji szczepow terenowych
wirusa TGEV, efekt cytopatyczny nie pojawia si¢
od razu po pierwszej inokulacji badanego materiatu
do hodowli komoérek i konieczne jest wykonanie
dodatkowych pasazy. Ponadto niektorzy autorzy
zwracaja uwage na wystgpowanie w populacji $win
szczepow trudno lub w ogéle nie adaptujacych si¢
do wzrostu w hodowli komdérkowej, ktérych nie
udaje sie wyizolowaé w warunkach laboratoryjnych
(50). Wedtug niektérych autoréw szanse wyizolo-
wania szczepu terenowego TGEV mozna zwigkszyc
poprzez dodanie pankreatyny lub trypsyny do pod-
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toza hodowlanego, ewentualnie poprzez jednoczesne
traktowanie enzymem inokulum wirusowego (5, 18,
22). Enzymatyczne nadtrawienie btony komérkowej
mialoby ulatwi¢ uwolnienie czastek wirusa oraz
p67niejsze jego wnikanie do komérek hodowli. Po-
jawienie si¢ w zakazonej hodowli komérkowej efek-
tu cytopatycznego nie jest réwnoznaczne z potwier-
dzeniem obecnosci namnozonego wirusa. W tym
celu najczesciej stosuje si¢ metodg immunofluore-
scencji, seroneutralizacji, immunoelektronomikro-
skopii (4, 5, 43) a ostatnio réwniez metody biologii
molekularnej (15). W warunkach krajowych probe
izolacji wirusa TGEV z materiatu klinicznego pod-
jeli Wijaszka i Tereszczuk (55), ktérym udalo sig
wyizolowaé po raz pierwszy w Polsce petnozjadliwy,
cytopatogenny szczep TGEV w hodowli komérko-
wej nerki oraz tarczycy Swini.

Badanie serologiczne

Bezposrednie metody diagnostyczne pozwalaja na
postawienie rozpoznania TGE przebiegajacego w
typowej, ostrej formie jaka obserwuje si¢ w stadach
uprzednio wolnych od zarazka (43). Sg one natomiast
mato przydatne do diagnozowania enzootycznych
postaci choroby o tagodnym lub atypowym prze-
biegu z atakowaniem jedynie czeSci zwierzat, prze-
waznie prosiat odsadzanych oraz sztuk nowo wpro-
wadzanych do stada. W takich przypadkach uzyteczne
diagnostycznie moga by¢ metody poSrednie, stwier-
dzajace obecno$¢ przeciwcial przeciwko wirusowi
TGEV w surowicy krwi. Swinie, ktére przezywaja
zakazenie wirusem TGEV moga stac si¢ nosicielami
zarazka i wowczas stanowia Zrédlo infekcji dla wra-
zliwych zwierzat (8). W zwiazku z tym konieczna
jest doktadna kontrola serologiczna w celu wykrycia
sztuk seropozytywnych przed wprowadzeniem ich
do stada. Pozwala to na uniknigcie ryzyka zawle-
czenia choroby do stad nie majacych wczesniej kon-
taktu z zarazkiem. Kontrola taka powinna dotyczy¢
takze zwierzat eksportowanych do krajéw wolnych
od choroby. Serologiczna diagnostyka zakazen
TGEV u $wifi komplikowana jest jednak faktem,
ze przeciwciata poliklonalne nie réznicujg infekcji
wirusem TGEV oraz wirusem PRCV (24). W za-
kazonym ustroju wirus TGEV jak réwniez spokrew-
niony z nim PRCV begdacy mutantem delecyjnym
TGEV, indukuja powstawanie przeciwcial neutrali-
zujacych reagujacych w jednakowym stopniu z wiru-
sem TGEV. Biorac pod uwage znaczne rozprzestrze-
nienie subklinicznych infekcji PRCV w populacji
$win w Europie i na $wiecie (26), nalezy liczyc si¢
z mozliwoscia uzyskiwania wynikéw fatszywie do-
datnich w przypadku stosowania konwencjonalnych
metod diagnostyki serologicznej jak np. test sero-
neutralizacji. Metoda neutralizacji wirusa w hodowli
komérek byta przez wiele lat najczesciej stosowana
w serodiagnostyce i seroepidemiologii zakazen

TGEV i w zwiazku z tym uwazana jest za refe-
rencyjna w odniesieniu do innych metod wykrywania
przeciwcial surowiczych (31). Swoistos¢ tej metody
zostata znacznie ograniczona poprzez pojawienie
sic w Europie w latach 1983-1984 (6, 36) oraz w
USA w 1989 r. (52) wirusa PRCV. Podjeto wéwczas
préby opracowania testu réznicujacego przeciwciata
przeciwko obydwu zarazkom. Wykorzystanie prze-
ciwciat monoklonalnych skierowanych przeciwko
epitopom wirusa TGEV zlokalizowanym w obrgbie
gtéwnego biatka strukturalnego wirionu, a nieobec-
nym u wirusa PRCV, umozliwia serologiczne zroz-
nicowanie obydwu koronawirusow przy zastosowa-
niu metody kompetycyjnej inhibicji — blocking
ELISA (7, 13, 45).

Dynamiczny w ostatnich latach rozw6j nauk bio-
logicznych spowodowat, ze konwencjonalne metody
diagnostyki choréb zakaznych, w tym gtéwnie cho-
réb o etiologii wirusowej, zastgpowane sa W coraz
wickszym stopniu technikami biologii molekularne;
(56). Metody identyfikacji drobnoustrojow oparte
na detekcji genomu lub tylko fragmentu jego sek-
wencji, cechuja si¢ wysoka swoistoscia. Ponadto
umozliwiaja one potwierdzenie obecnosci w badane;
prébee nawet pojedynczych czastek drobnoustrojow
chorobotwérczych, a zatem odznaczajq si¢ wysokim
stopniem czutosci. Techniki biologii molekularne;
stosowane sg dzisiaj rutynowo w diagnostyce wielu
choréb wirusowych (1). Od kilku lat sa one adap-
towane réowniez do rozpoznawania zakazen wirusem
TGEV u $wif. Zagadnieniec wykorzystania metod
biologii molekularnej w analizié genomu wirusa
oraz w rozpoznawaniu TGE u §wifi om6wione zo-
stanie w kolejnym artykule.
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