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Wirusowe zapalenie zofadka i jelit $win (TGE —
— Transmissible Gastroenteritis) stanowi istotny prob-
lem w hodowli trzody chlewnej z uwagi na wysoka
$miertelnos$é oseskéw, brak skutecznych metod le-
czenia oraz ograniczona efektywno$¢ dostgpnych
szczepionek (31). Kontrola wystgpowania wirusa w
populacji $win pozwala zapobiec wprowadzaniu no-
sicieli zarazka oraz zwierzat z infekcja subkliniczna
do stad wolnych od choroby, co iaczy si¢ takze z
wymaganiami eksportowo-importowymi w zakresie
migdzynarodowego obrotu trzoda chlewna. Osiag-
niecie tego celu jest mozliwe przy zastosowaniu
metod pozwalajacych na przyzyciowe wykrywanie
niewielkich ilo$ci zarazka w kale §win dorostych,
stanowiacych najistotniejsze ogniwo w faficuchu epi-
zootycznym choroby.

W poprzednim artykule (11) oméwione zostaty
konwencjonalne metody rozpoznawania wirusowe-
go zapalenia Zotadka i jelit $wif, polegajace na
wykrywaniu w materiale klinicznym czastek wirusa,
jego antygenéw lub detekcji specyficznych prze-
ciwcial w surowicy krwi. Zwrécono uwagg, ze nie-
ktére z tych metod aktualnie stosowane rutynowo
w rozpoznawaniu choroby nie nadaja si¢ do diag-
nostyki przyzyciowej lub wymagaja kosztownej apa-
ratury specjalistycznej jak np. mikroskopia elektro-
nowa. Serologiczna diagnostyka komplikowana jest
natomiast faktem pojawiania si¢ krzyzowych reakcji
zwiazanych z wystgpowaniem w populacji Swiri sub-
klinicznych infekcji powodowanych przez korona-
wirus uktadu oddechowego §win (PRCV) bedacy
mutantem delecyjnym wirusa TGE (19).

W niniejszym artykule przedstawione zostang moz-
liwoéci wykorzystania metod biologii molekularnej
w rozpoznawaniu tej choroby.

Odkrycie w 1953 r. przez Watsona i Cricka (41)
struktury DNA oraz roli jakg odgrywa on w stero-
waniu cyklem reprodukcyjnym komérki stworzyto
podstawy do rozwoju nowych dyscyplin naukowych
takich jak inzynieria genetyczna i biotechnologia.
Konsekwencja tego przetomowego odkrycia byto
takze wprowadzenie technik biologii molekularne;
do diagnostyki choréb zakaznych, dajace mozliwos¢
detekcji nawet §ladowych ilosci drobnoustrojéw cho-

robotwérczych w oparciu 0 wykrywanie materiatu
genetycznego zarazkéw (30, 45). Metody biologii
molekularnej oraz techniki rekombinacji DNA zostaty
wykorzystane takze do analizy genomu wirusow oraz
w produkcji szczepionek nowej generacji (22).

Zasadniczym elementem warunkujacym praktyczne
zastosowanie osiagnie¢ biologii molekularnej do roz-
poznawania wirusowych choréb ludzi 1 zwierzat jest
znajomo$¢ budowy genomu zarazkéw, a szczegolnie
pierwszorzedowe;j struktury kwasu nukleinowego za-
pisanej w postaci sekwencji nukleotydéw tworza-
cych czasteczke DNA lub RNA. Pomimo istotnego
znaczenia ekonomicznego TGE w hodowli trzody
chlewnej, wirus TGEV nalezy do najmniej pozna-
nych w poréwnaniu do innych korenawiruséw takich
jak IBV czy MHV. Z koricem lat osiemdziesiatych
dokonatl sie olbrzymi postep w zakresie rozwoju
nauk biologicznych, dzigki ktéremu uzyskano m.in.
nowe dane na temat biologii molekularnej tego wi-
rusa (18). Wydaje si¢ zatem uzasadnione podanie
na wstepie podstawowych informacji z tego zakresu.

Wirus zapalenia zotadka i jelit wif (TGEV) na-
lezy do rodzaju Coronavirus rodziny Coronaviridae
obejmujacej wirusy posiadajace otoczke, ktdrych
materialem genetycznym jest pojedyncza, poli-
adenylowana, pozytywnie spolaryzowana ni¢ kwasu
RNA o diugosci okoto 28 500 nukleotyddw (8).
Czastke wirionu tworza trzy biatka strukturalne (17).
Glikoproteina S zwana biatkiem peplomeru jest miej-
scem lokalizacji gléwnych determinant antygeno-
wych wirusa, z ktérych dwie (A i B) odgrywaja
kluczowa role w indukcji przeciwcial neutralizuja-
cych. Glikoproteina M (biatko transmembranowe)
odgrywa istotna role w tworzeniu architektury wi-
rionu oraz po$redniczy w indukowaniu przeciwciat
wiazacych dopelniacz i w syntezie o-interferonu.
Fosforylowane biatko N (nukleoproteina) stanowi
zrab dla nukleokapsydu o symetrii helikalnej i taczy
si¢ bezposrednio z wirusowym RNA. Epitopy zlo-
kalizowane w obrebie biatka N prawdopodobnie
biora udziat w indukcji odpowiedzi immunologicz-
nej typu komoérkowego.

Genomowy RNA wirusa zorganizowany jest W
siedmiu regionach (17, 18). Dzigki zastosowaniu
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technik klonowania molekularnego oraz metody sek-
wencjonowania DNA, pod koniec lat osiemdziesig-
tych poznano i okreslono sekwencj¢ nukleotydowa
szeSciu sposrod tych regionow (6, 16,28, 29). Obszar
ten obejmuje okoto 9000 nukleotydéw z kofica 3’
genomowego RNA i zawiera trzy gtowne geny ko-
dujace biatka strukturalne wirionu. Obecnos$¢ do-
datkowych otwartych ramek odczytu (ORF) w ob-
rgbie sekwencjonowanego obszaru jest dowodem
istnienia kilku biatek niestrukturalnych, ktérych fun-
kcja nie zostata dotychczas okreslona (5, 27). Po-
zostata cz¢$¢é genomu tj. okoto 20 000 nukleotydéw
zkonca 5’ (gen 1) odpowiedzialna jest za kodowanie
RNA-zaleznej polimerazy RNA bioracej udzial w
replikacji wirusa. Ten odcinek genomu zostal wysek-
wencjonowany dopiero w 1995 r. (8) i w ten sposéb
wirus TGEV stat si¢ czwartym koronawirusem obok
IBV, MHV i HCV — 220E, dla ktérego okreSlona
zostata kompletna sekwencja genomowego RNA.
Ekspresja genéw kodujacych biatka strukturalne
1 niestrukturalne TGEV uwarunkowana jest synteza
w zakazonej komoérce 6-8 subgenomowych mRNA
(12, 17, 20, 37, 43) w zalezno$ci od szczepu wirusa,
ktore tacznie z RNA genomowym tworza charak-
terystyczny uktad odcinkéw o wspdlnym poliadeny-
lowanym konicu 3’ oraz réznej dtugosci w kierunku
5’ (3’coterminal nested set structure). Matryca do
syntezy poszczegélnych mRNA w procesie trans-
krypcji jest ni¢ negatywnie spolaryzowana (antyge-
nom) o dlugosci pelnego genomu, syntetyzowana
na matrycy genomowego RNA przy udziale RNA
polimerazy. Synteza subgenomowych mRNA od-
bywa si¢ w procesie tzw. przerywanej transkrypcji
(discontinuous trancription process) (14, 15), w kto-
rym podstawowa role odgrywa krotki odcinek RNA
zwany sekwencja liderowa (leader sequence) o dlugosci
70-90 nukleotydow (23). Sekwencja ta ma zdolnos¢
wielokrotnego oddysocjowywania po transkrypcji od
kofica 3’ antygenomu i ponownej hybrydyzacp w
réznych miejscach w obrgbie ujemnej nici RNA,
dajac poczatek kolejnym informacyjnym mRNA.
Istotnym elementem inicjujagcym proces transkrypcji
z udziatem kompleksu lider — polimeraza RNA jest
wystepowanie w obrgbie regionéw migdzygenowych
genomu TGEV kroétkich obszaréw nietranslacyjnych
(NTR) w postaci tzw. miejsc inicjujacych transkryp-
cje (TAS — transcription associated sequences) (21,
38). Przyjmuje si¢, ze miejsca te stuza jako promo-
tery dla syntezy subgenomowych mRNA poniewaz
w regionach tych dochodzi do wiazania wolnych
sekwencji liderowych petniacych od tego momentu
funkcje startera procesu transkrypcji (leader primed
transcription). Poszczegélne rodzaje mRNA réznia
si¢ dlugoscia sekwencji, przy czym kazdy kolejny
krétszy mRNA stanowi wycinek sekwencji swojego
poprzednika. CzgScia aktywna translacyjnie pozo-
staje jednak tylko ten fragment kazdego mRNA,
ktory nie pokrywa si¢ z kolejnym krétszym subgeno-

mowym mRNA. W procesie translacji kazdy odcinek
mRNA staje si¢ matryca dla syntezy pojedyncze-
go polipeptydu, jakkolwiek pozostaje to w sprzecz-
nosci z potencjatlem kodujacym wszystkich rodza-
jow mRNA z wyjatkiem najkrotszego (mRNA-8).

Techniki klonowania i rekombinacji DNA oraz
sekwencjonowania przyczynity si¢ do okreSlenia sek-
wencji nukleotydowej genoméw wigkszoSci wiru-
sOw chorobotworczych dla ludzi i zwierzat. Sekwencja
nukleotydowa kwasu nukleinowego stanowiacego
material genetyczny drobnoustrojow jest rdézna u
réznych patogendéw. Unikatowos$é pierwszorzedo-
wej struktury DNA lub RNA zarazkéw stworzyta
podstawy do opracowania i wprowadzenia do prak-
tyki laboratoryjnej dwoéch nowoczesnych metod
diagnostycznych tj. hybrydyzacji molekularnej oraz
taficuchowej reakcji polimerazowej (PCR) (30, 45),
polegajacych na detekcji kwasu nukleinowego drob-
noustrojow. W niektérych przypadkach uzycie
wspomnianych metod diagnostycznych umozliwia
zréZznicowanie odrgbnych serotypéw tego samego
zarazka lub izolatéw terenowych oraz uzytych do
produkcji szczepionek, co ma istotne znaczenie w
badaniach epidemiologicznych (25, 26). Diagnostycz-
na aplikacja wymienionych metod wymaga okres-
lenia sekwencji nukleotydowej przynajmniej frag-
mentu genomu badanego zarazka. Selekcja takiego
regionu diagnostycznego dokonywana jest w oparciu
o analiz¢ genomu i wybdr sekwencji konserwatyw-
nych w odniesieniu do réznych szczepdw tego sa-
mego drobnoustroju lub grupy zarazkow spokrew-
nionych ze soba.

Detekcja kwasow nukleinowych opiera si¢ na zdol-
nosci do wzajemnej reakcji ze soba dwoch kom-
plementarnych jednoniciowych fragmentéw DNA
lub RNA (45). Jedli jeden z tych fragmentéw jest
wyznakowany i stanowi tzw. sond¢ diagnostyczna,
mozliwe jest potwierdzenie obecno$ci w badanym
materiale drugiego, komplementarnego fragmentu
w metodzie hybrydyzacji. Alternatywnie, stosujac
dwa krétkie oligonukleotydy (startery) komplemen-
tarne do sekwencji ograniczajacych poszukiwany
fragment genomu oraz odpowiednie warunki reakcji,
mozliwa jest detekcja nawet niewielkich ilosci pa-
togennych drobnoustrojéw poprzez enzymatyczna
amplifikacj¢ okre§lonego fragmentu DNA w meto-
dzie PCR. W obu przypadkach istota reakcji na
poziomie molekularnym jest komplementarne tacze-
nie si¢ ze sobg (parowanie) zasad azotowych kwaséw
nukleinowych. Procedura hybrydyzacji przewaznie
wymaga uzycia klonowanego w wektorze plazmi-
dowym lub fagowym diagnostycznego fragmentu
DNA. Alternatywnie, sond¢ moga stanowic syntety-
zowane in vitro odcinki RNA, produkty PCR Iub
oligonukleotydy uzyskiwane w catos$ci droga syn-
tezy chemicznej (30).

Najczesciej stosowanymi odmianami hybrydyza-
cji molekularnej w diagnostyce medycznej i wete-
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rynaryjnej sa hybrydyzacja membranowa (dot blot,
slot blot), w ktérej ekstrahowany z badanej probki
kwas nukleinowy immobilizowany jest na filtrze
nylonowym lub nitrocelulozowym oraz hybrydyza-
cja in situ, w ktérej cala reakcja zachodzi bezpo-
$rednio w skrawku badanej tkanki. W obu wariantach
metody uzyta sonda moze by¢ znakowana przy uzyciu
markeréw radioaktywnych lub nieizotopowych (bio-
tyna, digoksygenina). Obydwa rodzaje hybrydyzacji
znalazly zastosowanie w rozpoznawaniu zakazef Swinl
powodowanych przez wirus TGEV (I, 34, 36, 40).

Punktem wyjscia do wykorzystania sond moleku-
larnych w diagnostyce tej choroby bylo wykazanie
w oparciu o poréwnawcza analize sekwencyjng, ze
koniec 3’ genomu wirusa jest odcinkiem wysoce
konserwatywnym wéréd wszystkich szczepow TGEV
oraz koronawiruséw tworzacych z nim wspdlng gru-
pe antygenowa (FCoV, CCV, PRCV, HCV-229E).
Koniec 5’ genu kodujacego glikoproteing S jest
natomiast konserwatywny tylko dla szczepéw wirusa
TGEV (13, 44).

Po raz pierwszy zastosowanie sondy cDNA oraz
techniki hybrydyzacji do detekcji RNA TGEV opi-
sano w pracy Shockley i wsp. (34). Autorzy ci
wykazali przydatno§¢ metody dot blot do wykry-
wania RNA wirusa w materiale klinicznym. Wyka-
zano, ze sonda o dlugosci 2000 par zasad pochodzaca
z korica 3’ genomu atenuowanego szczepu Purdue
moze byé stosowana do wykrywania RNA TGEV
w hodowli komérkowej oraz w kale pochodzacym
od $winl zakazonych do$wiadczalnie.

W oparciu o dane sekwencyjne, Benfield i wsp.
(3) opracowali na bazie zjadliwego szczepu Miller
sondy cDNA komplementarne do korica 3° genomu
wirusa (pA2 i pB4) oraz kofica 5’ genu S (pD24 i
pE21), ktére zastosowano do wykrywania RNA wi-
rusa TGEV w zakazonej hodowli komérkowej oraz
w prébkach katu §wini. Autorzy wykazali, ze wszystkie
uzyte sondy reagowaty z RNA TGEV pochodzacym
z wzorcowych szczep6éw zjadliwych, atenuowanych
oraz izolatéw terenowych. Nie obserwowano nato-
miast hybrydyzacji z RNA ekstrahowanym z tkanki
na ktérej namnazano wirusy. Kazda z sond wykry-
watla wirusowy RNA w koncentracji 200 pg, przy
stabej intensywnos$ci sygnatu. Mocniejszy i lepie]
widoczny sygnat uzyskiwano przy stezeniu RNA
10-krotnie wiekszym (2000 pg). Pozytywny sygnatl
z RNA pochodzacym z wirus6w antygenowo po-
krewnych uzyskano przy uzyciu sond komplemen-
tarnych do sekwencji z kofica 3’ genomu. Sondy z
korica 3> genomu oraz konica 5’ genu S byly jed-
nakowo czule w detekcji RNA z hodowli komor-
kowej, natomiast wykazano wyzsza czutos¢ sond z
korica 5° genu S w odniesieniu do detekcji RNA z
prébek kalu pochodzacego od §wifi naturalnie za-
kazonych. Wyniki hybrydyzacji potwierdzaja dane
sekwencyjne odno$nie niezmiennosci regionu nie-
translacyjnego 3’ genomu wsréd szczepéw TGEV

oraz innych koronawiruséw spokrewnionych anty-
genowo (3, 34). Nie jest on jednak konserwatywny
w odniesieniu do wszystkich koronawiruséw, po-
niewaz nawet w warunkach reakcji umozliwiajacych
hybrydyzacje wysokiego odsetka niedopasowanych
nukleotydéw pomiedzy matrycg i sondg (low strin-
gency), nie uzyskano pozytywnego sygnatu z RNA
szczep6éw nie spokrewnionych antygenowo z TGEV.
Sonda pD24 z kofica 5° genu S reagowala natomiast
tylko z RNA wirusa TGEV (3). Czutos¢ sond w
detekcji RNA ekstrahowanego z oczyszczonych wi-
rionéw TGEV byta poréwnywalna do uzyskiwanej
miedzy innymi w badaniach nad rotawirusami (7),
jakkolwiek Shockley i wsp. (34) wskazuja na mo-
7liwoé¢ detekcji RNA TGEV w granicach 20-25
pg. Teoretycznie fakt ten wytlumaczy¢ mozna dtu-
go$cia uzytych sond. Sondy diuzsze powinny d awaé
mocniejszy sygnat poniewaz hybrydyzuja do diuz-
szego odcinka wirusowego RNA. Badania Benfielda
i wsp. (3) nie potwierdzity jednak takiej zaleznosci
gdyz koncentracja wykrywanego RNA byta porow-
nywalna dla sond o réznej diugosci sekwencji.
Obok aplikacji diagnostycznych istotne znaczenie
ma mozliwo$é zastosowania sond molekularnych do
réznicowania wirusa TGEV z innyni koronawirusami,
a zwlaszcza z koronawirusem uktadu oddechowego
$wiri (PRCV). W oparciu o analizg sekwencji genomu
tego wirusa zidentyfikowano delecje dugosci 621-681
nukleotydéw w zaleznosci od szczepu, zlokalizowana
w obszarze korica 5* genu S (19, 24, 39). Por6wnanie
sekwencji nukleotydowych tego regionu pomigdzy
wirusem TGEV a innymi koronawirusami ze wspol-
nej grupy antygenowej wykazato, ze procent ho-
mologii sekwencji waha si¢ w granicach 49-98%
w zaleznosci od obszaru uzytego do badan (44).
Jackwood i wsp. (13) opisali zastosowanie dwéch
sond cDNA pochodzacych ze szczepu zjadliwego Mil-
ler, komplementarnych do wspomnianych regionéw
o wysokiej i niskiej homologii sekwencji, do rozpo-
znawania oraz réznicowania infekeji powodowanych
przez TGEV i koronawirusy pokrewne antygenowo.
Zgodnie z zatozeniem autoréw, sonda o wzglednie
wysokiej homologii sekwencji hybrydyzowata z rdz-
nymi szczepami wirusa TGEV, a takze z jego wa-
riantem oddechowym (PRCV) oraz koronawirusem
kotéw (FCoV) i pséw (CCV). Sonda o niskiej ho-
mologii sekwencji reagowata tylko z RNA TGEV.
Poréwnawcza analiza sekwencji uzytych sond oraz
kofica 5° genu S uzytych w badaniach szczepow
wykazala, ze delecja wystepujaca u wirusa PRCV
pofozona jest w regionie rozpoznawanym przez son-
de o niskiej homologii sekwencji. Ttumaczy to mo-
zliwos¢ wykorzystania tej sondy do diagnostyki roz-
nicowej TGEV oraz PRCV u §wiil. Analogiczne
wyniki uzyskali Bae i wsp. (1), ktérzy oceniali przy-
datno§¢ wspomnianych sond do wykrywania i roz-
nicowania RNA pochodzacego z réznych korona-
wiruséw. Interesujagcym w tych badaniach wydaje
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si¢ fakt pojawiania si¢ stabego sygnatu w hybrydy-
zacji sondy o niskiej homologii sekwencji z RNA
koronawirusa pséw (CCV) w umiarkowanych wa-
runkach hybrydyzacyjnych (moderate stringency).
Sygnat ten znikal jednak po zmianie warunkéw re-
akcji na takie, ktére umozliwiaty istnienie w obrgbie
komplementarnych nici jedynie niewielkiego odsetka
niedopasowanych zasad (high stringency). W takich
warunkach sonda reagowata tylko z RNA TGEV.
Czutos¢ oraz specyficznos$¢ detekcji RNA TGEV
w metodzie hybrydyzacji determinowana jest wie-
loma czynnikami, z ktérych najwazniejszym jest
wybér wtasciwego regionu diagnostycznego do
przygotowania sondy. Wesley 1 wsp. (42) poréwnali
warto$¢ diagnostyczng dwdéch klonéw cDNA wirusa
TGEV, z ktorych jeden (pG3BS) pochodzit z konca
5’ genu S, a drugi (pRP3) zawieral sekwencje korica
3’ genu S, region mi¢dzygenowy S-M oraz caty
gen M. W badaniach wykazano, ze sonda pG3BS
wykrywata 0,5 ng czystego RNA TGEV, natomiast
dluzsza sonda pRP3 byla w stanie wykry¢ 0,1 ng
RNA. Sonda bardziej czuta nie réznicowata jednak
TGEV z koronawirusami pokrewnymi antygenowo
w odroznieniu od pG3BS. Dane te potwierdzaja
informacje uzyskane przez innych autoréw, zgodnie
z ktorymi sekwencje nukleotydéw zlokalizowane w
okolicy konica 5° genu glikoproteiny S w genomie
TGEV sa wysoce konserwatywne tylko w obrgbie
roznych szczepéw tego samego wirusa (3, 13).
We wszystkich cytowanych badaniach autorzy
wykorzystézazvali sondy znakowane radioaktywnym
fosforem ("“P). Stosowanie radioizotopdw stanowito
przez wiele lat metod¢ z wyboru znakowania sond.
Aktualnie coraz czgsciej zarysowuje si¢ tendencja
do zastgpowania marker6w radioizotopowych niera-
dioaktywnymi, co zwiazane jest gtéwnie z bezpie-
czefdstwem pracy oraz mozliwo$cia wielokrotnego
uzywania znakowanych sond. Vaughn i wsp. (40)
opisali wykorzystanie dwéch sond cDNA znakowa-
nych digoksygening do detekcji i réznicowania RNA
wirusa TGEV 1 PRCV. Sekwencje obydwu sond
byly komplementarne do regionu 5’ genu S, nato-
miast sonda réznicujaca (FP1) obejmowata obszar
delecyjny genu S wirusa PRCV. Jako system detek-
cyjny reakcji autorzy ci zastosowali metode immuno-
chemiluminescencji. Ocena czuto$ci metody wyka-
zala, ze obie sondy byly w staniec wykry¢ okoto
1,25 pg genomowego RNA TGEV. Wskazuje to,
z¢ zastosowany w cytowanych badaniach system
znakowania i detekcji sondy gwarantuje przeszto
100-krotnie wyzsza czuto$é reakcji w poréwnaniu
z systemem znakowania radioizotopowego.
Klasyczne metody hybrydyzacji membranowe;j ty-
pu dot blot lub slot blot wigza sie z koniecznos$cia
wykonywania wstgpnej ekstrakcji kwasu nukleino-
wego z badanej prébki. W procesie tym zawsze
istnieje ryzyko wystapienia degradacji materiatu
genetycznego, zwlaszcza jesli izolowany jest RNA

(30). Technika pozwalajaca na wykazanie obecnosci
kwasu nukleinowego zarazka bezposrednio w za-
kazonych komérkach jest metoda hybrydyzacji in
situ. Sirinarumitr 1 wsp. (36) zastosowali wspomnia-
na metod¢ do detekcji wirusa TGEV 1 PRCV w
zakazonych hodowlach komérkowych, do réznico-
wania komoérek zakazonych obydwoma wirusami
oraz do detekcji tych wiruséw w tkankach utrwa-
lonych formaling, pochodzacych od $win zakazo-
nych eksperymentalnie lub naturalnie. Zastosowane
w cytowa%%ch badaniach sondy znakowane radio-
aktywnie (*~S) cechowaty si¢ wysoka specyficznoscia
w detekcji RNA TGEV 1 PRCV. Ci sami autorzy
(35) podjeli ostatnio prébe zastosowania w diagno-
styce 1 réznicowaniu TGEV i PRCV techniki hy-
brydyzacji in situ z uzyciem sond znakowanych
nieizotopowo. W badaniach wykazano, ze sondy
znakowane fluoresceing byly réwnie skuteczne w
detekcji RNA jak sondy znakowane izotopem siarki.
Wprawdzie metoda izotopowa okazata si¢ czulsza
od nieizotopowej, ale technika fluorescencyjna sku-
teczniej eliminowala pojawianie si¢ niespecyficz-
nych sygnatéw w reakcji hybrydyzacji i byta mniej
pracochtonna. Niewatpliwa zaleta metody hybrydy-
zacji in situ jest mozliwo$¢ rownoleglej obserwacji
zmian histopatologicznych w zakazonych komér-
kach, a takze Sledzenia drog szerzenia si¢ infekcji
w poszczegOlnych tkankach, co ma istotne znaczenie
dla wyjasnienia mechanizméw patogenezy zakazenia.

Podstawowa wada stosowania sond molekular-
nych oraz metody hybrydyzacji jest brak mozliwosci
detekcji drobnoustrojéw chorobotwérczych wyste-
pujacych w badanej prébce w niewielkich koncen-
tracjach. W oparciu o wyniki uzyskiwane przez au-
tordw cytowanych w niniejszej pracy mozna przyjac,
ze czuto§¢ metody hybrydyzacji w odniesieniu do
detekcji TGEV w lizatach hodowli komérkowej wa-
ha si¢ w granicach 10°—4x10" wirionéw. Wartosci
te odpowiadaja ilosci 1,25-500 pg genomowego
RNA wirusa, przy zatozeniu, ze ilo§¢ 2x10~ wirio-
néw TGEV jest ekwiwalentna do 25 pg genomowego
RNA (34).

Technika, ktéra zrewolucjonizowata wspodtczesna
diagnostyke laboratoryjna choréb zakaznych, zwlasz-
cza wywolywanych przez wirusy, jest opisana przez
Saiki 1 wsp. (32, 33) taficuchowa reakcja polime-
razowa (PCR), dzieki ktérej mozna wykrywaé §la-
dowe ilo$ci drobnoustrojéw w materiale klinicznym.
Istota tej metody jest enzymatyczna amplifikacja
okreslonego fragmentu DNA do ilo$ci milion-krot-
nie przewyzszajacej wyjsciowa ilo§¢ matrycowego
kwasu nukleinowego, co pozwala na jego uwidocz-
nienie w obrazie elektroforetycznym (2). Krytycz-
nym momentem decydujacym o przydatnodci tej
techniki do detekcji drobnoustrojéw w materiale
klinicznym jest odpowiednie przygotowanie matry-
cowego DNA lub RNA. Ekstrahowana prébka kwasu
nukleinowego musi by¢ wolna od zanieczyszczen
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substancjami blokujacymi lub hamujacymi reakcje
enzymatyczna. Istotne jest zatem aby procedura
ekstracji skutecznie eliminowata obecnos¢ substan-
cji inhibicyjnych w prébce DNA lub RNA.

Metoda PCR nie byta dotychczas szerzej wyko-
rzystywana do laboratoryjnej diagnostyki przyzy-
ciowej zakazen TGEV u §win. Wydaje sig, ze jedna
z przyczyn moga by¢ trudnosci w optymalizacji
warunkéw reakcji, a zwtaszcza w ekstrakeji jed-
noniciowego RNA z kalu §win. Dzigki mozliwosci
amplifikacji dowolnie wybranego fragmentu geno-
mu w oparciu o znajomos$¢ jego sekwencji, technika
PCR stosowana byta natomiast do analizy genomu
wirusa oraz do przygotowania okre§lonych odcin-
kéw cDNA w celu ustalenia ich struktury pierwszo-
rzegdowej metoda sekwencjonowania (4, 27). Wy-
korzystanie techniki PCR do diagnostyki zakazen
TGEV oraz do réznicowania tego wirusa z korona-
wirusem uktadu oddechowego §wini (PRCV) taczyto
si¢ z koniecznoScia uprzedniej izolacji zarazka w
hodowli komérkowej a nastgpnie ekstrakcji RNA i
wykonania reakcji RT-PCR. Uzyskiwane produkty
reakcji byty poréwnywane z pochodzacymi z wzor-
cowych hodowli kontrolnych (24, 39). Alternaty wnie
w celu potwierdzenia obecnosci wirusa w zakazonej
hodowli komérkowej mozna zastosowaé odpowiednie
sondy cDNA oraz metode hybrydyzacii.

Autorzy niniejszej publikacji podjeli probe zasto-
sowania metody RT-PCR do przyzyciowego wy-
krywania obecnosci wirusa TGEV w kale pocho-
dzacym od ‘$win zakazonych eksperymentalnie i
naturalnie (9, 10). W oparciu o opublikowane sek-
wencje nukleotydowe gléwnych genéw kodujacych
biatka strukturalne wirionu TGEV (5), wytypowano
6 par starteréw komplementarnych do sekwencji
konserwatywnych zlokalizowanych w obrebie genu
kodujacego nukleoproteing (N), glikoproteing S oraz
polimeraze¢ (Pol) wirusa. W badaniach tych autorzy
zastosowali oryginalna metodg¢ ekstrakcji jednoni-
ciowego RNA wirusa z prébek katu, polegajaca na
wykorzystaniu guanidyny oraz proszku szklanego.
Uwolniony z wirionéw pod wplywem dziatania gu-
anidyny genomowy RNA wirusa, zwiazany nastep-
nie z proszkiem szklanym, jest niepodatny na de-
gradacje i moze by¢ wielokrotnie odptukiwany w
celu usunigcia zanieczyszczen biatkowych. Pozy-
tywne wyniki uzyskiwane w reakcji RT-PCR $wiad-
cza, ze procedura taka jest szczegdlnie przydatna
do izolacji RNA z materiatu biologicznego takiego
jak kat. Dzigki wykorzystaniu mianowanego wirusa
namnozonego w hodowli komérkowej oraz prébek
katu pochodzacych od zdrowych zwierzat ustalono,
ze metoda RT-PCR umo%légwaia detekcj¢ RNA wi-
rusa TGEV o mianie 107" TCIDsp.

Wysoka czutos$é metody PCR, zwykle wyzsza od
metod konwencjonalnych powoduje, ze technika ta
jest w stanie zastapi¢ wiele aktualnie stosowanych
metod szybkiej detekcji patogennych drobnoustro-

j6w w badanym materiale klinicznym, w tym wirusa
TGEV. Po zoptymalizowaniu warunkéw reakcji RT-
-PCR, metoda ta moze by¢ wykonywana rutynowo
nawet w skromnie wyposazonych pracowniach diag-
nostycznych i przy niewielkich naktadach finanso-
wych.
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