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Wirusowe zapalenie żoŁądka i jelit świń (TGE -
- Transmissible Gastroenteritis) stanowi istotny prob-
lem w hodowli trzody chlewnej z uwagi na wysoką
śmiertelność osesków, brak skutecznych metod le-
czenia orźv ograniczoną efektywność dostępnych
szczepionek (3 ia wirusa w
populacji świń adzaniu no-
sicieli zarazka ubkliniczną

stanowiących najistotniejsze ogniwo w łańcuchu epi-

klinicznych infekcji powodowanych przez korona- scem lokalizacji,głównYch de

wirus ,ri.ładu oddócńowego świń (pRCV) będący wych wirusa, z których dwie
mutantem delecyjnym wirusa TGE (19). kluczową rolę w indukcji prze

W niniejszym artykule przedstawione zostaną moz-
liwości wykorzystania metod biologii molekularnej
w rozpoznawaniu tej choroby.

Odkrycie w 1953 r. pIzez Watsona i Cricka (41)

struktury DNA oraz roli jaką odgrywa on w stero-
waniu cyklem reprodukcyjnym komórki stworzyło
podstawy do rozwoju nowych dyscyplin naukowych
lakich jak inzynieria genetyczna l biotechnologia.
Konseliwencją tego pizełomowego odkrycia było biorą udział w indukcji odPowiedzi immunologlcz-

zenie lechnik biologii molekularnej nej typu komórkowego,
chorób zakaźnych, Jające możliwośó Genbmowy RNA wirusa zorganizowanY jest w

ladowych ilości drobn"oustrojów cho- siedmiu regionach (17, 18), Dzięki zastosowaniu
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technik klonowania molekularnego oraz metody sek-
wencjonowania DNA, pod koniec lat osiemdziesią-
tych poznano i określono sekwencję nukleotydową
sześciu spośród tych regionów (6, 16,28,29).Obszar
ten obejmuje około 9000 nukleotydów z rońca 3'
genomowego RNA t zawiera trzy główne geny ko-
dujące białka strukturalne wirionu. Obecność do-
datkowych otwartych ramek odczytu (ORF) w ob-
rębie sekwencjonowanego obszaru jest dowodem
istnienia kilku białek niestrukturalnych, których fun-
kcja nie została dotychczas określona (5,27). Po-
została część genomu tj, około 20 000 nukleotydów
zkońca5' (gen 1) odpowiedzialna jest za kodowanie
RNA-zaleznej polimerazy RNA biorącej udział w
replikacji wirusa, Ten odcinek genomu został wysek-
wencjonowany dopiero w 1995 r. (8) i w ten sposób
wirus TGEV stał się czwartym koronawirusem obok
IBV, MHV i HCV - ż29E, dla którego określona
została kompletna sekwencja genomowego RNA.

Ekspresja genów kodujących białka strukturalne
i niestrukturalne TGEV uwarunkowana jest syntezą
w zakażonej komórce 6-8 subgenomowych mRNA
(I2, I7 , 20,3J , 43) w zalężności od szczepu wirusa.
które łącznie z RNA genomowym tworzą charak-
terystyczny układ odcinków o wspólnym poliadeny-
lowanym końcu 3' otaz różnej długości w kięrunku
5' (3'coterminal nested set structure). Matrycą do
syntezy poszczególnych mRNA w procesie trans-
krypcji jest nić negatywnie spolaryzowana (antyge-
nom) o długości pełnego genomu, syntetyzowana
na matrycy genomowego RNA przy ldziale RNA
polimerazy. Synteza subgenomowych mRNA od-
bywa się w procesie tzw. przerywanej transkrypcji
(discontinuous trancription process) (14, 15), w któ-
rym podstawową rolę odgrywa krótki odcinek RNA
zwany sekwencjąliderową (leader sequence) o dfugości
70-90 nukleotydów (23). Sekwencja ta ma zdolność
wielokrotnego oddysocjowywania po transkrypcji od
końca 3' antygenomu i ponownej hybrydyzacji w
różnych miejscach w obrębie ujemnej nici RNA,
dając początek kolejnym informacyjnym mRNA.
Istotnym elementem inicj uj ącym proces transkrypcj i
z udzińęm kompleksu lider - polimeraza RNA jest
występowanie w obrńie regionów międzygenowych
genomu TGEV krótkich obszarów nietranslacyjnych
(NTR) w postaci tzw. miejsc inicjujących transkryp-
cję (TAS - transcription associated sequences) (21,
38). Przyjmuje się, ze miejsca te słuzą jako promo-
tery dla syntezy subgenomowych mRNA poniewaz
w regionach tych dochodzi do wiązania wolnych
sekwencji liderowych pełniących od tego momentu
funkcję startera procesu transkrypcji (leader primed
transcription). Poszczególne rodzaje mRNA różnią
się długością sekwencji, przy czym każd! kolejny
krótszy mRNA stanowi wycinek sekwencji swojego
poprzednika. Częścią aktywną translacyjnie pozo-
staje jednak tylko ten fragmerrt kazdego mRNA,
który nie pokrywa się z kolejnym krótszym subgeno-

mowym mRNA. W procesie translacj tkażdy odcinek
mRNA staje się matrycą dla syntezy pojedyncze-
go polipeptydu, jakkolwiek pozostaje to w sprzecz-
ności z potencjałem kodującym wszystkich rodza-
jów mRNA z wyjątkiem najkrótszego (mRNA-8).

Techniki klonowania i rekombinacji DNA oraz
sekwencjonowania przyczynlĘ się do określenia sek-
wencji nukleotydowej genomów większości wiru-
sów chorobotwórczych dla ludzi tzwierząt. Sekwencja
nukleotydowa kwasu nukleinowego stanowiącego
materiał genetyczny drobnoustrojów jest różna l
różnych patogenów. Unikatowość pierwszorzędo-
wej struktury DNA lub RNA zarazków stworzyła
podstawy do opracowania i wprowadzenia do prak-
tyki laboratoryjnej dwóch nowoczesnych metod
diagnostyc zny ch tj. hybrydyzacj i molekul arnej oraz
łańcuchowej reakcji polimerazowej (PCR) (30, 45),
polegających na detekcji kwasu nukleinowego drob-
noustrojów. W niektórych przypadkach użycie
wspomnianych metod diagnostycznych umozliwia
zróżntcowanie odrębnych serotypów tego samego
zaruzka lub izolatów terenowych oraz uzytych do
produkcji szczepionek, co ma istotne znaczenie w
badani ach epidemiolo gtczny ch (25, 26) . Di agno stycz-
na aplikacja wymienionych metod wymaga okreś-
lenia sekwencji nukleotydowej przynajmniej frag-
mentu genomu badanego zarazka. Selekcja takiego
regionu diagnostycznego dokonywana jest w oparciu
o analizę genomu i wybór sekwencji konserwatyw-
nych w odniesieniu do różnych szczepów tego sa-
mego drobnoustroju lub grupy zarazków spokrew-
nionych ze sobą.

Detekcja kwasów nukleinowych opiera się na zdol-
ności do wzajemnej reakcji ze sobą dwóch kom-
plementarnych jednoniciowych fragmentów DNA
lub RNA (45). Jeśli jeden z tych fragmentów jest
wyznakowany i stanowi tzw. sondę diagnostyczną,
mozliwe jest potwierdzenie obecności w badanym
materiale drugiego, komplementarnego fragmentu
w metodzie hybrydyzacji. Alternatywnie, stosując
dwa krótkie oligonukleotydy (startery) komplemen-
tarne do sekwencji ogtantczających poszukiwany
fragment genomu oraz odpowiednie warunki reakcji,
mozliwa jest detekcja nawet niewielkich ilości pa-
to gennych drobnoustroj ów poprzez enzymaty czną
amplifikację określonego fragmentu DNA w meto-
dzie PCR. W obu przypadkach istotą reakcji na
pozi omi e molekularnym j est komplementarne łącze-
nie się ze sobą (parowanie) zasadazotowych kwasów
nukleinowych. Procedura hybrydy zacjt przew ńnie
wymaga lżycia klonowanego w wektorze plazmi-
dowym lub fagowyrn diagnostycznego fragmeirtu
DNA. Alternatywnie, sondę mogą stanowić syntety-
zowane in vitro odcinki RNA, produkty PCR lub
oligonukleotydy uzyskiwane w całości drogą syn-
tezy chemicznej (30).

Naj czę ściej stos ow anymi o dmian am i hybry dy za-
cji molekularnej w diagnostyce medycznej i wete-
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rynaryjnej
slot blot),
kwas nukl

ozowym oraz hybrydyza-
reakcja zachodzi bezpo-
tkanki. w obu wariantach

oraz koronawirusów tworzącyclt znim wspólną gru-
pę antygenową (FCoV, CCV, PRCV, HCY-229E).
i(onieó 

-5' genu kodującego glikoproteinę S jest
n atomi a st kon s erw atywny ty lko dla szczep ów w iru s a

TGEV (I3,44).

zaio, że sonda o dłu gości 20aO p ar zas ad pochodząc a

zkońca 3' genomu atenuowanego szczepu Purdue
może być stosowana do wykrywania RNA TGEV
w hodowli komórkowej oraz w kale pochodzącym
od świń zakażonych doświadczalnie.

Autorzy wykazali, ze wszystkie
y z RNA TGEV pochodzącym
ów zj adliwych, atenuowanych

oraz lzolatów terenowych. Nie obserwowano nato-
miast hybrydyzacji z RNA ekstrahowanym z tkanki
na której namnazano wirusy. Każda z sond wykry-
wała wirusowy RNA w koncentracjt 200 pg, przy
słabej intensywności sygnału. Mocniejszy t leptej
widoczny sygnał uzyskiwano przy stęzeniu RNA
10-krotnie większym (2000 pg). Pozytywny sygnał
z RNA pochodzącym z wirusów antygenowo po-
krewnych uzyskano przy użyciu sond komplemen-
tarnych do sekwencjt zkońca 3' genomu. Sondy z
końca 3' genomu oraz końca 5' genu S były jed-
nakowo czułe w detekcji RNA z hodowli komór-
kowej, natomiast wykazano wyższą czliość sond z
końca 5' genu S w odniesieniu do detekcji RNA z
próbek kału pochodz1cego od świń naturalnie za-
kazonych. Wyniki hybry dyzacji potwierdzają dane
sekwencyjne odnośnie niezmienności regionu nie-
translacyjnego 3' genomu wśród szczepów TGEV

oraz innych koronawirusów spokrewnionych anty-

róznicowania wirusa TGEV z innyrni kor<lnawirusami,
a zvłłaszcza z koronawirusęm układu oddechłrwego

końca 5' genu S uzytych w badaniach szezepów
wykazała, ze delecja występująca u wirusa PRCV
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się fakt pojawiania się słabego sygnału w hybrydy-
zacji sondy o niskiej homologii sekwencji z RNA
koronawirusa psów (CCV) w umiarkowanych wa-
runkach hybrydyzacyjnych (moderate stringency).
Sygnał ten znikał jednak po zmianie warunków re-
akcji na takie, które umozliwiały istnienie w obrębie
komplementarnych nici jedynie niewielkiego odsetka
niedopasowanych zasad (high stringency). W takich
warunkach sonda reagowała tylko z RNA TGEV.

Czułość oraz specyftczność detekcji RNA TGEV
w metodzie hybrydyzacji determinowana jest wie-
loma czynnikami, z których najwazniejszym jest
wybór właściwego regionu diagnostycznego do
przygotowania sondy. Wesley i wsp. (42) porównali
wartość diagnostyczną dwóch klonów oDNA wirusa
TGEV, zktórychjeden (pG3BS) pochodził zkońca
5' genu S, a drugi (pRP3) zawierał sekwencje końca
3' genu S, region międzygenowy S-M oraz cały
gen M. W badaniach wykazano, że sonda pG3BS
wykrywała 0,5 ng czystego RNA TGEV, natomiast
dłuższa sonda pRP3 była w stanie wykryć 0,1 ng
RNA. Sonda bardziej czuła nie różnicowała jednak
TGEV z koronawirusami pokrewnymi antygenowo
w odróznieniu od pG3BS. Dane te potwierdzają
informacje uzyskane przęz innych autorów, zgodnie
z którymi sekwencje nukleotydów zlokalizowane w
okolicy końca 5' genu glikoproteiny S w genomie
TGEV są wysoce konserwatywne tylko w obrębie
różnych szczepów tego samego wirusa (3, 13).

We wszystkich cytowanych badaniach altorzy
wykorzysty.;,vali sondy znakowane radioaktywnym
fosforem ("P ). S tosowan ie radioizotopów stanowiło
przez wiele lat metodę z wyboru znakowania sond.
Aktualnie cotaz częściej zarysowuje się tendencja
do zastępowania markerów radioizotopowych niera-
dioaktywnymi, co związane jest głównie zbezpie-
czeństwem pfacy oraz moż|iwością wielokrotnego
uzywania znakowanych sond. Vaughn i wsp. (40)
opisali wykorzystanie dwóch sond cDNA znakowa-
nych digoksygeniną do detekcji i róznicowania RNA
wirusa TGEV i PRCV. Sekwencje obydwu sond
były komplementarne do regionu 5' genu S, nato-
miast sonda różntaĄąca (FP1) obejmowała obszar
delecyjny genu S wirusa PRCV. Jako system detek-
cyjny reakcji autorzy ci zastosowali metodę immuno-
chemiluminescencji, Ocena czułości metody wyka-
zała, że obie sondy były w stanie wykryć około
I,25 pg genomowego RNA TGEV, Wskazuje to,
ze zastosowany w cytowanych badaniach system
znakowania i detekcji sondy gwarantuje przes4o
l0O-krotnie wyższą czułość reakcji w porównaniu
z systemem znakowani a radiotzotopowego.

Kl asyczne metody hybrydyzacj i membranowej ty-
pu dot blot lub slot blot wiążą się z koniecznością
wykonywania wstępnej ekstrakcji kwasu nukleino-
wego z badanej próbki, W procesie tym zawsze
istnieje ryzyko wystąpienia degradacji materiału
genetycznego, zwłaszcza jeślt izolowany jest RNA

( 3 0 ) . Te c hni k ą p o zw al aj ąc a na w ykazulle ob e c n o ś c i
kwasu nukleinowego zarazka bezpośrednlo w za-
kazonych komórkach jest metoda hybrydyzacjt in
sifu. Sirinarumitr i wsp. (36) zastosowali wspomnia-
ną metoclę do detekcji wirrtsa TGEV i PRCV w
zakażony ch hodowlach komórkowych, do r óżnico-
wania komórek zakażonych obydwoma wirusami
oraz do detekcji tych wirusów w tkankach utrwa-
lonych formaliną, pochodzących od śwtń zakażo-
nych eksperymentalnie lub naturalnie. Zastosowane
w cytowaqych badaniach sondy znakowane radio-
aktywnie ("S) cechowały się wysoką specyficznością
w detekcji RNA TGEV i PRCV, Ci sami autorzy
(35) podjęli ostatnio próbę zastosowania w diagno-
styce i róznicowaniu TGEV i PRCV techniki hy-
brydyzacji in situ z użyctem sond znakowanych
nieizotopowo. W badaniach wykazano, ze sondy
znakowane fluoresceiną były równie skutęczne w
detekcji RNA jak sondy znakowane izotopem siarki.
Wprawdzie metoda izotopowa okazała się czulsza
od nieizotopowej, ale technika flttoręscencyjna sktr-
teczniej eliminowała pojawianie się niespecyficz-
nych sygnałórv w reakcji hybrydyzacji i była mniej
pracochłonna. Niewątpliwą zaletą metody hybrydy-
zacjt in situ 1est mozliwość równoległej obserwacji
zmlan histopatologicznych w zakażonych komór-
kach, a takżę ślędzenia dróg szerzenia się infekcji
w poszczególnych tkankach, co ma istotno znaczenle
dl a wyj aśnienia mechanizmów p ato genezy zakażęnia,

Podstawową wadą stosowania sond nrolekular-
nych oraz metody hybrydyzacji jest brak mozliwości
detekcji drobnoustrojów chorobotwórczych wystę-
pujących w badanej próbce w niewielkich koncęn-
tracjach. W oparciu o wyniki uzyskiwane ptzez au-
torów cytowanych w nin iej s zej pr acy można przy jąć,
że czułość metody hybrydyzacji w odniesieniu do
detekcji TGEV w lizatąch hodgwli komórkowej wa-
ha się w granicach 105-4x107 wirionów. Waitości
te odpowiadają ilości 1,25-500 pg genoęowego
RNA wirusa, przy zńożenil, że llość 2x10" wirio-
nów TGEV jest ekwiwalentna do 25 pg genomowego
RNA (34).

Techniką, któr a zr ewolucj onizo w ała rv sp ółczesną
di agnostykę laboratoryj ną chorób zakńny ch, zwłasz-
czawywoływanych prlez wirusy. jest opisan a przęz
Saiki i wsp. (32, 33) łańcuchowa reakcja polime-
razowa (PCR), dzięki której można wykrywać śla-
dowe ilości drobnoustrojów w materiale klinicznym.
Istotą tej metody jest enzymatyczna amplifikacja
określonego fragmentu DNA do ilości milion-krot-
nie przewy ższającej wyj ściow ą ilo ść m atry cowe go
kwasu nukleinowego, co pozwala na jego uwidocz-
nienie w obrazie elektroforetycznym (2). Krytycz-
nym momentem decydującym o przydatności tej
techniki do detekcji drobnoustrojów w materiale
klinicznym jest odpowiednie przygotowanie matry-
cowego DNA lub RNA. Ekstrahowanapróbka kwasu
nukleinowego musi być wolna od zanteczyszczeń
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substancjami blokującymi lub hamującymi reakcję
enzymatyczną. Istotne jest zatem aby procedura
ekstracji skutecznie eliminowała obecność substan-
cji inhibicyjnych w próbce DNA lub RNA,

Metoda PCR nie była dotychczas szerzej wyko-
rzystywana do laboratoryjnej diagnostyki przyży-
ciowej zakażęń TGEV u świń. Wydaje się, żejedną
z ptzyczyn mogą być trudności w optymalizacji
warunków reakcji, a zwłaszcza w ekstrakcji jed-
noniciowego RNA z kału świń, Dzięki mozliwości
amplifikacji dowolnie wybranego fragmentu geno-
mu w oparciu o znajomość jego sekwencji, technika
PCR stosowana była natomiast do analtzy genomu
wirusa oraz do przygotowania określonych odcin-
ków cDNA w celu ustalenia ich struktury pierwszo-
rzędowej metodą sekwencjonowania (4, 27). Wy-
korzystanie techniki PCR do diagnostykt zakażeń
TGEV oraz do róznicowania tego wirusa z korona-
wirusem układu oddechowego świń (PRCV) łączyło
się z koniecznością uprzedniej izolacji zarazka w
hodowli komórkowej a następnie ekstrakcji RNA i
wykonania reakcji RT-PCR. Uzyskiwane produkty
reakcji były porównywane z pochodz1cymi z wzoT-
cowy ch h odow li kontrolnych (24, 3 9 ). Altern aty wnie
w celu potwierdzenia obecności wirusa w zakażonej
hodowli komórkowej mozna zastosować odpowiednie
scndy cDNA oraz metodę hybrydyzacji.

Arrtorzy niniejszej publikacji podjęli próbę zasto-
sorvania metody RT-PCR do przyżyciowego wy-
krywania obęcności wirusa TGEV w kale pocho-
dzącym od świń zakażonych eksperymentalnie i
naturalnie (9, 10). W oparciu o opublikowane sek-
wencje nukleotydowe głównych genów kodujących
białka strukturalne wirionu TGEV (5), wytypowano
6 par starterów komplementarnych do sekwencji
konserwatywnych zlokalizowanych w obrębie genu
kodującego nukleoproteinę (N), glikoproteinę S oraz
polimerazę (Pol) wirusa. W badaniach tych autorzy
zastosowali oryginalną metodę ekstrakcji jednoni-
ciowego RNA wirusa z próbek kału, polegającąna
wykorzystaniu guanidyny oraz proszku szklanego.
Uwolniony z wirionów pod wpływem działania gu-
anidyny genomowy RNA wirusa, zwlązany następ-
nie z proszkiem szklanym, jest niepodatny na de-
gradację i może być wielokrotnie odpłukiwany w
celu usunięcia zanieczyszczeń białkowych. Pozy-
tywne wyniki uzyskiwane w reakcji RT-PCR świad-
czą, że procedura taka jest szczególnie przydatna
do izolacji RNA z materiału biologicznego takiego
jak kał, Dzięki wykorzystaniu mianowanego wirusa
namnozonego w hodowli komórkowej oraz próbek
kału pochodzących od zdrowych zwteruąt ustalono,
ze metoda RT-PCR umoĘliryiała detekcję RNA wi-
rusa TGEV o mianie lO''"'TCIDso.

Wysoka czułość metody PCR, zwykle wyzsza od
metod konwencjonalnych powoduje, że technika ta
jes! ,w stanie zastąpić wiele aktualnie stosowanych
metod szybkiej detekcji patogennych drobnoustro-

jów w badanym materiale klinicznym, rv tym wirusa
TGEV. Po zoptymalizowaniu warunków reakcji RT-
-PCR, metoda ta może być rvykonywana rutynowo
nawet w skromnie wyposazonych pracorvniach diag-
nostycznych i przy niewielkich nakładach finanso-
wych.
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