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artykut przeglgdowy

Podstawy molekularne
diagnostyki i epidemiologii
zakazen rotawirusowych u prosiat

Katedra Epizootiologii i Klinika Choréb Zakaznych Wydziatu Weterynaryjnego AR, ul. Gleboka 30, 20-612 Lublin

Choroby przewodu pokarmowego z objawami bie-
gunki sa jednym z istotnych probleméw rzutujacych
na wyniki ekonomiczne w intensywnej hodowli trzo-
dy chlewnej. Jednym z wazniejszych elementow
sktadajacych si¢ na ztozona etiologie choroby bie-
gunkowej sa czynniki zakazne. Najczesciej wykry-
wanymi patogenami w probkach kalu lub tresci prze-
wodu pokarmowego od prosiat z tymi objawami
sa: TGEV (transmissible gastroenteritis virus), ro-
tawirusy, Escherichia coli, Clostridium perfringens
i Isospora suis (46). Moga one wywolywac zaka-
zenia pojedyncze lub mieszane i wdwczas inten-
sywnos$¢ zmian chorobowych uleéa wyraZznemu na-
sileniu. Duze znaczenie w takich przypadkach przy-
pisuje si¢ infekcjom z udzialem rotawiruséw i E.
coli. Najcigzszy przebieg zakazenia pojawia si¢ wte-
dy, gdy wirus i bakterie atakuja makroorganizm
jednoczesnie lub jeden po drugim. Pojedyncze in-
fekcje tymi samymi zarazkami przebiegaja znacznie
tagodniej (8).

Rotawirusy z grupy A, nalezace do rodziny Reo-
viridae, wystepuja ubikwitarnie na wszystkich kon-
tynentach. Zakazenia rotawirusami wystepuja w wigk-
szosci stad trzody chlewnej w formie enzootii. Obec-
nosé swoistych przeciwciat anty-rotawirusowych moz-
na wykaza¢ u 90%-100% dorostych osobnikéw (22,
50). W przeciagu kilku pierwszych tygodni zycia
wiekszo$¢ prosiat ulega infekcji rotawirusami i wy-
dala je zkatem. Maciory w okresie okotoporodowym
moga réwniez by¢ siewcami wirusa. Wydalane do
§rodowiska zewnetrznego rotawirusy, dzieki swej
duzej opornosci, przezywaja diugo na czgstkach ku-
rzu i materii organicznej zachowujac swa zjadliwosc.
Zakazenie alimentarne jest ogniwem zamykajacym
permanentnie trwajacy laricuch epizootyczny (13).
Zdolnosé rotawiruséw do samodzielnego wywoty-
wania u prosiat ostrego zapalenia zotadka i jelit
zostala wykazana eksperymentalnie na zwierzgtach
bezsiarowych i gnotobiotycznych (44). Kliniczny
obraz i przebieg infekcji rotawirusowej determino-
wany jest wiekiem zakazonych prosiat, poziomem
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ich odpornoSci czynnej i biernej, dawka i Zjadliwo—
Scig rotawirusa, wspotistniejacymi zakazeniami in-
nymi patogenami, zywieniem i warunkami $rodo-
wiska zewngtrznego (8). Wprawdzie wigkszos$¢ na-
turalnych, pojedynczych infekcji rotawirusowych
przebiega subklinicznie lub towarzyszy im lekka
biegunka, to jednak ze wzglgdu na wysoka czgsto-
tliwos$¢ wystgpowania tych zakazen i zahamowanie
przyrostbw masy ciata prosiat w trakcie trwania
choroby i1 rekonwalescencji, jak réwniez zaostrzanie
przebiegu infekcji mieszanych, sa one uznawane za
jedna z gléwnych przyczyn strat ponoszonych w
hodowli trzody chlewnej (55).

Pierwsze prace donoszace o wykryciu obecnos$ci
rotawirusOw w kale biegunkowym prosiat ssacych
1 nowo odsadzonych pojawily si¢ w potowie lat
siedemdziesiatych (36, 54). Do tego czasu rotawi-
rusy zostaly opisane juz u cielat, myszy, malp i
niemowlat (15, 31). Wszystkie szczepy zbadanych
wowczas rotawirusOw posiadaty taka sama, charak-
terystyczng dla tej grupy wiruséw morfologi¢ i ce-
chowaly si¢ posiadaniem wspdlnego antygenu gru-
powego. Poniewaz w tym czasie nie potrafiono je-
szcze izolowac tych wiruséw w hodowli komérko-
wej, wymienione cechy okre§laty metody ich
wykrywania w badanym materiale patologicznym
— mikroskopia elektronowa i odczyny serologiczne.
Uwidocznienie rotawiruséw w mikroskopie elektro-
nowym, powszechnie uzywane w diagnostyce rota-
wirusowego gastroenteritis u dzieci i cielat, zawo-
dzito jednak niekiedy u prosigt. Dlatego tez w nie-
ktorych przypadkach, w celu wykazania patogen-
nego wirusa w badanym materiale, zakazano nim
prosieta (54). Byt to najczulszy spgsob 28 pomoca
ktérego mozna byto wykryé od 10° do 10° czastek
wirusa (55). Antygeny wirusowe wykazywano gtow-
nie za pomoca immunofluorescencji, immunoelek-
tronoskopii, odczynu wiazania dopetniacza, immu-
nodyfuzji i metoda ELISA. Swoiste surowice anty-
rotawirusowe stosowane w tych testach pochodzity
od rekonwalescentéw ludzkich i zwierzgcych (15)
oraz od zwierzat sztucznie zakazanych bezbakteryj-
nym filtratem kalu, zawierajacym czgstki rotawiru-
sowe (6, 54). Jako antygenéw w monitorowaniu
odpowiedzi humoralnej uzywano sklarowanych i
zageszczonych wirowaniem rotawiruséw z zawie-
siny katu lub mrozonych skrawkéw jelitowych po-
chodzacych od osobnikéw zakazonych. W oparciu
0 wymieniony system rozpoznawania zakazer rota-
wirusowych nie mozna byto wykazac istotnych r6z-
nic antygenowych pomigdzy szczepami pochodza-
cymi od ludzi i zwierzat. KrzyZzowe reakcje sero-
logiczne utatwity zastosowanie antygendw i surowic
pochodzenia zwierzecego w wykrywaniu zakazen
u ludzi 1 vice versa. Byly one réwniez podstawa
pochopnego prze§wiadczenia o tatwej drodze do
opracowania skutecznej immunoprofilaktyki tych
zakazen. Sprawa skomplikowata si¢ w chwili kiedy

okazalo si¢, ze surowice reagujace krzyzowo z wig-
kszoScig testowanych izolatéw rotawirusowych we
wspomnianych testach zobojetniaja wtasciwosci
zakazne tylko szczepu homologicznego lub ewen-
tualnie kilku szczepéw heterologicznych, dos¢ cze-
sto pochodzacych od tego samego gatunku gospo-
darza (15).

Po kilku latach od ukazania si¢ pierwszych prac
na temat rotawiruséw u §win pojawily si¢ doniesienia
o tzw. pararotawirusach. Byly one podobne do ro-
tawirus6w pod wzgledem wielkoS$ci, morfologii oraz
tropizmu do enterocytéw, lecz nie reagowaly w te-
stach serolog1cznych (ELISA, IF) z przeciwciatami
przeciw wspdlnemu antygenowi grupowemu a elek-
troforetyczny wzoér rozdziatu 11 segmentéw geno-
mowego dsRNA w zelu poliakrylamidowym uktadat
si¢ odmiennie (4, 7, 9). Typowe rotawirusy, wyste-
pujace powszechnie u ludzi i1 zwierzat, posiadajace
wspolny antygen grupowy oraz wzér elektrofore-
tyczny ulozenia segmentéw genomu w zelu poli-
akrylamidowym, odpowiadajacy schematowi 4:2:3:2,
umieszczono w grupie A. Pozostale, atypowe, od-
rgbne serologicznie szczepy zaliczono do dalszych
grup, oznaczonych od B do G (31).

Juz na samym poczatku, po potwierdzeniu wy-
stgpowania rotawiruséw u prosiat, postawiono klu-
czowe pytanie o zwiazek etiologiczny pomig¢dzy ich
obecnoscig w kale a choroba biegunkowa. Obecnosd
rotawiruséw byta bardzo czgsto stwierdzana w préb-
kach katu pochodzacego od prosiat chorujacych z
objawami biegunki ale réwniez i od takich, ktére
nie wykazywaly Zadnych odchylen od normy kli-
nicznej. Wskazuje to na fakt, ze stwierdzenie rota-
wirusOw w badanych prébkach katu nie jest wy-
starczajacym dowodem na potwierdzenie ich roli
jako pierwotnego czynnika przyczynowego choroby
biegunkowej. Tak wigc sugestia Woode’a wysunigta
w 1976 r. (54) co do konieczno$ci opracowania
testu okreslajacego wirulencje poszczegdlnych szcze-
péw rotawiruséw pozostaje nadal aktualna w kon-
tekscie poznania i mozliwosci identyfikowanta takiej
cechy tych wiruséw, ktéra korelowalaby z klinicz-
nymi objawami infekcji. Zagadnienie znaczenia etio-
logicznego rotawirusdw w biegunkach u prosiat wy-
daje si¢ by¢ podobne do tego samego problemu,
jaki istnial w przypadku kolibakteriozy, w czasie
kiedy nie posiadano wiedzy dotyczacej wystgpowa-
niaréznych szczepéw E. coli (enterotoksyczne, ente-
roinwazyjne, enteropatogenne) o zréZznicowanej
chorobotworczosci.

Charakterystyka wlasciwosci biologicznych i struk-
tury rotawiruséw byta hamowana przez dtuzszy czas
brakiem umiej¢tnos$ci izolacji tych wiruséw w ho-
dowlach komérkowych. Rotawirusy namnazaly si¢
w nich nie dluzej niz przez 2-3 pasaze a nast¢pnie
tracity swa zakaZznos¢ (54). Pierwsze prosigce szcze-
py rotawirus6w zostaly zaadaptowane do pierwotne;j
hodowli komérek nerki prosigcej po raz pierwszy
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przez Theil i wsp. (49). Oni to skutecznie zastosowali
nadtrawianie inokulum wirusowego pankreatyng lub
trypsyna. Niemniej jednak ze wzgledu na mierny
efekt cytopatyczny (zmiany w hodowli komoérek
wywotane replikacja wirusa), infekcyjnos¢ wirusa
dla komérek PK wykazywana byta metoda immu-
nofluorescencji. Dopiero Fukusho i wsp. (17) uzy-
skali wysokie miana wirusa i wyraZny efekt cytopa-
tyczny po zastosowaniu cigglej linii komérek MA-104
w hodowli zawiesinowej w kombinacji z nadtra-
wianiem inokulum wirusowego trypsyna i jej do-
datkiem do podtoza utrzymujacego. Szersze badania
nad wybranymi wiadciwosciami biologicznymi i im-
munologicznymi rotawiruséw prosigcych zaadapto-
wanych do hodowli przeprowadzili Bohl i wsp. (5).
Wyniki otrzymane w tescie neutralizacji z antysuro-
wicami od prosiat ozdrowiericow zakazonych uprzed-
nio rotawirusami, pozwolily na podzielenie bada-
nych szczepéw na dwie odrgbne grupy antygenowe,
okreslone jako serotyp 11 2. Do serotypu | zaliczono
trzy rotawirusy, dla ktérych wzorcem byt szczep
OSU, natomiast serotyp 2 skupial rotawirusy, kto-
rych wzorcem byt szczep Gottfried. Badania na pro-
sietach gnotobiotycznych wykazaty brak krzyzowe-
go efektu ochronnego pomigdzy serotypami 11 2.
Prosicta nie wykazywaly objawéw biegunki i nie
wydalaly wirusa z kalem tylko woéwczas, gdy do
szczepienia ochronnego i péZniejszego ich zakazenia
uzywano tego samego SZCzepu rotawirusa.

Badania Greenberg i wsp. (20) wykazaly, ze de-
terminanty antygenowe rotawiruséw grupy A re-
agujace krzyzowo z przeciwciatami grupowo-swoi-
stymi zlokalizowane sa na biatku VP6. W oparciu
o analize reakcji swoistych przeciwcial monoklo-
nalnych z wymienionym biatkiem, wyznaczono na
nim dwa obszary. Na jednym z nich umiejscowione
byly epitopy reagujace krzyzowo w obrgbie grupy
A. Natomiast wlasciwosci antygenowe determinant
zlokalizowanych w drugim obszarze umozliwity wy-
znaczenie wérdd rotawiruséw grupy A podgrupy 1
i2. W podgrupie 1 obok wigkszosci testowanych ro-
tawiruséw zwierzecych znalazty si¢ prosigce szcze-
py OSU i EE, podczas gdy szczep Gottfried zali-
czony zostal do podgrupy 2 zdominowanej przez
wiekszo$é znanych szczepéw ludzkich. Biatko to
tworzace wewnetrzng warstwe plaszcza kapsydo-
wego, jest glownym biatkiem strukturalnym stano-
wiacym 51% wszystkich biatek wirionu rotawirusa.
Jest wysoce immunogenne i antygenowe a reaktyw-
no$é¢ immunologiczna determinant grupowych zlo-
kalizowanych na jego powierzchni stanowi podstawe
dziatania wickszosci testéw diagnostycznych, stu-
zacych do wykrywania antygenéw wirusowych w
badanym materiale (14, 31).

Dalsze badania wykazaly obecnos$¢ epitopow neu-
tralizujacych na biatkach VP4 i VP7, tworzacych
zewnetrzny plaszcz kapsydu czasteczKi rotawirusa.
Grupa przeciwcial swoista dla biatka VP4 neutra-

lizowata uzyty w badaniach malpi szczep w mianach
umiarkowanie wysokich. Druga grupa przeciwciat,
skierowana przeciwko VP7 neutralizowata wiasci-
wosci zakazne tego wirusa w wysokich mianach
2.

Glikoproteid VP7 jest gtéwny antygenem rotawi-
ruséw zobojetnianym przez przeciwciala a jego re-
aktywnoé¢ z surowicami odpornosciowymi stanowi
podstawe serotypowania w obrebie grupy A. Swois-
to$¢ serologiczna szczep6w rotawiruséw, wynika-
jaca z polimorfizmu antygenowego VP7 pozwala
wyodrebnié obecnie 14 typéw serologicznych ,,G”,
od G1 do Gl4 (43). Wigkszo$¢ przeciwcial neu-
tralizujacych, ktére wzbudza w organizmie zakazo-
nym lub immunizowanym caty wirion rotawirusa
reaguje z determinantami na VP7, co spowodowane
jest jego wysoka immunogennoscia i masa; tworzy
30% wszystkich bialek wirusa i jest gtéwnym sktad-
nikiem zewnetrznego plaszcza kapsydu (14, 31).
Znaczacym wydarzeniem w dziedzinie badan nad
réznicami i podobiefistwami antygenowymi rotawi-
ruséw zwierzecych i ludzkich bylo opracowanie
przez Hoshino i wsp. (25) pierwszego, spojnego
systemu klasyfikacji serologicznej opartego na
aktywnosci wirusowych antygendw neutralizuja-
cych. Zostato okreslonych 7 serotypéw ,,G". Pro-
siecce szczepy Gottfried, SB-1A, SB-2 zakwalifi-
kowane wezesniej do 2 serotypu prosigcego znalazly
sic w tym zunifikowanym systemie w serotypie G4
obok szczepéw ludzkich. Prosigcy szczep OSU, za-
liczony wezesniej do serotypu 1 prosigcego utworzyi
razem ze szczepem koriskim H-1 serotyp G5. Pro-
siece szczepy Gottfried i SB-1A nalezace do serotypu
G4 byly spokrewnione antygenowo ze szczepem
CU-1 izolowanym od psa, co wykazano na podstawie
jednokierunkowe;j reakcji neutralizacji. Wysokowar-
to$ciowa surowica anty-CU-1 wydatnie neutralizo-
wala szczepy prosigce, podczas gdy wysokowarto-
$ciowa surowica anty-Gottfried neutralizowata CU-1
w mianach istotnie mniejszych, tzn. 20-krotnie mniej-
szych od homologicznej antysurowicy dla CU-I.
Prosiece szczepy Gottfried i SB-2, nalezace do tego
samego serotypu G4, réznity si¢ antygenami pod-
grupowymi; SB-2 miat antygen podgrupy | a Gottfried
podgrupy 2. Szczep SB-1A, ktéry serologicznie wy-
kazywat wszystkie cechy rotawiruséw serotypu G4,
reagowat we wzajemnych krzyzowych reakcjach zo-
bojetnienia ze szczepami OSU i H-1 nalezacymi do
serotypu G5; SB-1A byl neutralizowany w wysokich
mianach przez wysokowartosciowe surowice anty-
serotyp G4 (Gottfried) i anty-serotyp G5 (OSU, H-1)
i vice versa, wysokowarto§ciowa surowica anty-SB-
1A neutralizowata réwniez w wysokich mianach
wirusy obydwu serotypéw G4 i G5. Byt to pierwszy
przypadek stwierdzenia wystgpowania szczepu sku-
piajacego w sobie cechy antygenowe dwdch réznych
serotypow.
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Podobne badania przeprowadzono w Australii, gdzie
poréwnano zwierzece i ludzkie szczepy rotawiruséw
z ich odpowiednikami amerykanskimi i europejski-
mi. Wykazano daleko idace podobieristwa pomiedzy
badanymi rotawirusami. Jedyny w tych badaniach
prosigecy szczep AT/76, zostat okreslony jako po-
krewny OSU na podstawie neutralizacji z antysu-
rowicg OSU i Gottfried. W oparciu o jednokierun-
kowa neutralizacj¢ wykazano réwniez jego czescio-
we pokrewiefistwo z ludzkim szczepem RV-3 se-
rotypu G3. Jeszcze raz okazalo si¢, ze zlozone,
wzajemne odziatywania pomiedzy rotawirusami
uniemozliwily zakwalifikowanie niektérych z nich
do okreslonego serotypu w sposéb jednoznaczny
(1, 16). Jednokierunkowe reakcje zobojetnienia za-
chodzace pomigdzy dwoma poréwnywanymi szcze-
pami ttumaczono istnieniem naturalnych reasortan-
tow, tj. takich wiruséw, ktére powstaja podczas in-
fekcji jednej komoérki dwoma réznymi rotawirusami
1 na skutek niezaleznej segregacji dwoch genéw
kodujacych antygeny neutralizujace, posiadaja bial-
ko VP4 z jednego serotypu a VP7 z drugiego oraz
wystgpowaniem podobnych lub identycznych epi-
topéw antygenowych na biatku VP4 (24). Huang i
wsp. (26) dokonali analizy sekwencyjnej genu ko-
dujacego biatko VP7 pigciu prosiecych rotawiruséw
i poréwnali je z rotawirusami ludzkimi, matpimi
oraz prosigcymi pochodzacymi z réznych konty-
nentow. Dane dotyczace pierwszorzedowej struktury
genetycznej VP7 korelowaty z wynikami badan sero-
logicznych. Z rezultatéw ich badan (39) wynika, iz
w niektérych przypadkach przyczyna jednokierun-
kowych reakcji zobojetnienia w klasycznym odczy-
nie neutralizacji czy braku reaktywnosci niektérych
przeciwcial monoklonalnych, mogty byé boczne fari-
cuchy wielocukrowe blokujgce wiazanie sie prze-
ciwcial z VP7. Wykazano, ze szczepy izolowane
od ludzi nie reagujace z surowicami prosiecymi
posiadaty w pozycji 238 aminokwasu miejsce gli-
kozylacji (miejsce dla bocznego taiicucha cukrowe-
g0), ktérego nie stwierdzono u rotawiruséw prosie-
cych.

Analiza mutantéw uzyskanych pod presja selek-
cyjng przeciwcial monoklonalnych oraz poréwnanie
sekwencji nukleotydéw i wydedukowanych na ich
podstawie sekwencji aminokwaséw wielu szczepéw
rotawirus6w reprezentujacych rézne serotypy po-
zwolito na identyfikacje¢ trzech regionéw na biatku
VP7 (A, B, C), ktére posredniczg w procesie zo-
bojetnienia (14, 23). Przeciwciala monoklonalne,
skierowane przeciwko VP7 mozna zakwalifikowaé
do trzech grup funkcjonalnych: monotypowo-swoi-
ste, serotypowo-swoiste i krzyzowo-reagujace. W
panelu neutralizujacych przeciwcial monoklonal-
nych uzyskanych dla VP7 szczepu Gottfried mozna
bylo wyodrebni¢ grupe krzyzowo-reagujaca z sero-
typami G3, G4, G6, G9, G10. Ponadto wykazano,
ze gen VP7 szczepu Gottfried tworzy unikatowa

mozaik¢ antygenowa serotypéw G3 i G4 (23). Wy-
daje si¢ wigc, ze czg$é krzyzowych reakeji zobo-
jetnienia pomigdzy réznymi serotypami rotawiruso-
wymi nalezy przypisa¢ wystgpowaniu na nich po-
dobnych struktur czynnych antygenowo. Poznanie
struktury i rozmieszczenia miejsc antygenowych na
VP71 VP4 wzbudzajacych heterotypowa odpornosé
krzyzowa jest atrakcyjnym watkiem badari zmierza-
jacych do opracowania szczepionki (10, 29, 35, 48).
Oprocz pierwszorzedowej struktury, wplyw na aktyw-
no$¢ immunologiczna biatek antygenowych rotawi-
rusOw ma ich budowa przestrzenna. Duze znaczenie
W utrzymywaniu przestrzennego uksztaltowania epi-
topéw immunogennych przypisuje si¢ mostkom dwu-
siarczkowym. Nie mozna bowiem wytworzy¢ suro-
wicy odporno$ciowej o wtasciwosciach neutralizu-
jacych na zwierzgtach uodpornianych antygenem
VP7, ktéry otrzymano na drodze elucji z zelu poli-
akrylamidowego po elektroforezie w warunkach de-
naturujacych. Podobnie, liniowe, syntetyczne pep-
tydy z réznych regionéw VP7 nie posiadaja wlas-
ciwosci indukcji przeciwcial o charakterze neutra-
lizujacym (14). Antygenowos$é VP7 warunkowana
Jjest ponadto jego interakcja przestrzenna z innymi
biatkami i strukturami kapsydowymi (37). Przeciw-
ciata monoklonaine skierowane przeciwko VP7 mo-
ga np. hamowaé aktywnos$¢é hemaglutynacyjna wi-
rusa, ktora zalezy od wtasciwosci VP4, prawdopo-
dobnie poprzez oddziatywania steryczne (21).
Biatko VP4, produkt ekspresji genu 4, jest nie-
glikozylowana proteina o kilku waznych funkcjach
biologicznych. Jej rozpad na dwa mniejsze frag-
menty VP5 i VP8 pod wplywem trawienia trypsyna
zwigksza infekcyjnos$é rotawiruséw oraz ich pene-
tracj¢ do zakazonej komérki. Niektdre szczepy pro-
siece zlepiaja erytrocyty ludzkie grupy 0, Swinki
morskiej i szczura (44). Aktywnos$é hemaglutyna-
cyjna i zdolno$ci wzrostowe rotawiruséw w hodow-
lach komérkowych réwniez determinowane sa wia-
$ciwosciami VP4. Determinanty ulokowane na VP4
sa immunogenne i indukuja odporno§¢ ochronna u
zwierzat (14). Trypsynowe miejsce cigcia na VP4
dzieli epitopy neutralizujace tego biatka na dwa
regiony neutralizujace. Region pierwszy, zlokalizo-
wany na N-konicowym fragmencie VP8, zawiera
determinanty swoiste gtéwnie dla danego szczepu,
drugi, na C-koficowym fragmencie VP35 bierze udzial
w reakcjach krzyzowych zachodzacych pomigdzy
rotawirusami, nalezacymi do réznych serotypow.
Porownawcza analiza sekwencji nukleotydowych
wykazata typowa budowe genu 4 u badanych rota-
wirus6w prosigcych. Podobnie jak inne szczepy ro-
tawirus6w nalezacych do grupy A posiadaty w tych
samych pozycjach konserwatywne proliny, cysteiny
1 trypsynowe miejsce cigcia. Pomimo przynaleznosci
do réznych typéw VP7 (G3, G4, G5, G11), badane
szczepy rotawiruséw prosigcych cechowalo z jed-
nym wyjatkiem bliskie pokrewieristwo sekwencji
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genu 4. Homologia w zakresie sekwencji nukleo-
tydowej i aminokwasowej w obrgbie poréwnywa-
nych szczepéw z OSU (G5) i szczepem YM (G11)
wynosita odpowiednio 93% i 97%, lecz tylko 70%
ze szczepem Gottfried (G4) (27). Wykazano rowniez
wysoka homologi¢ sekwencji, bo az 88%, pomigdzy
ludzkimi asymptomatycznymi rotawirusami a pro-
siecym szczepem Gottfried. Wysoki stopieri pokre-
wiefistwa struktury epitopéw neutralizacyjnych na
VP4 szczepu Gottfried i szczepéw ludzkich zostat
wykazany w badaniach z zastosowaniem przeciwciat
monoklonalnych (18, 30) oraz poliklonalnych. Na
podstawie tych analiz zasugerowano, ze szczep Gott-
fried moze by¢ naturalnie wystgpujacym reasortan-
tem prosiecego i ludzkiego rotawirusa lub tez ro-
tawirusem ludzkiego pochodzenia, patogennym dla
$§win (30). Natomiast fakt wystgpowania wysoce
homologicznego genu 4 u pozostatych rotawirusow
prosiecych o réznych serotypach G, byt podstawa
hipotezy, ze sa one naturalnie wystepujacymi re-
asortantami. Stwierdzane w tym genie drobne r6z-
nice, wyrazajace si¢ pojedynczymi podstawieniami
aminokwasow, thumaczy si¢ ciagla presja selekcyjna
przeciwciatl (27). Ostatnio, badania nad wystgpowa-
niem typéw antygenowych VP4 w obrebie rotawi-
ruséw, przeprowadzono w oparciu o antysurowice
skierowane przeciw rekombinowanemu biatku VP4,
uzyskanemu na drodze jego ekspresji w systemie
bakulowirusa (19, 32, 41). Wéréd 14 rotawiruséw
prosiecych, nalezacych do czterech odrgbnych se-
rotypéw G, stwierdzono wystgpowanie dwéch swoi-
stosci antygenowych VP4, reprezentowanych przez
szczepy OSU i Gottfried (33). Typ OSU-podobny
(P7) spotyka si¢ prawie we wszystkich szczepach
G3, G5, G11 i niektérych szczepach G4. Typ Gott-
fried podobny (P6) obecny jest w niektorych szcze-
pach G4. Prosigce szczepy rotawirusow typu P7
namnazaja sie dobrze w hodowlach komérek MA-104
i osiagaja wysokie miana. Replikacja szczepow P6
jest duzo mniej intensywna w tym samym uktadzie
biologicznym, czego efektem sg wigksze trudnosci
w zaadaptowaniu ich do hodowli komérkowej 1
niskie miana. Gen 4 australijskiego szczepu prosig-
cego MDR-13 jest dtuzszy od innych alleli tego
genu o 6 nukleotydéw a homologia pomigdzy tym
szczepem a OSU jest niewielka i wynosi 76% 1 79%
odpowiednio dla sekwencji nukleotydowej i ami-
nokwasowej. Poniewaz dodatkowo surowice dla pro-
siecych szczepéw neutralizuja MDR-13 w bardzo
niskich mianach, przypuszczasig, ze VP4 tego szcze-
pu moze byé nowym typem P. Szczep MDR-13 ma
unikatowy gen VP7, ktérego sekwencja jest podobna
do OSU lecz serologicznie posiada cechy zaréwno
serotypu G5 1 G3 (27).

Wyjaénienie roli jaka odgrywaja serotypy w epi-
demiologii zakazeri rotawirusowych jest obecnie jed-
nym z podstawowych zadafi na drodze do opraco-
wania skutecznej szczepionki przeciw zakazeniom

rotawirusowym. W tym miejscu nalezy podkreslic,
ze lista serotypéw rotawiruséw nie jest jeszcze zam-
knieta. W dalszym ciagu pojawiaja si¢ doniesienia
o izolacji nowych, jeszcze nie do konca scharakte-
ryzowanych szczepéw, ktérych znaczenie epide-
miologiczne nie jest wyjasnione (2, 3, 34, 40, 42,
47). Aktualnie szczepy rotawiruséw grupy A izo-
lowane od §win zakwalifikowano do typéw G1, G3,
G5, G10, G11 oraz P61 P7 (5, 11, 12, 38, 45, 47).
Badania majace na celu okrelenie stopnia rozpo-
wszechnienia i czestotliwo$ci wystepowania sero-
typéw rotawiruséw, prowadzone w oparciu o tra-
dycyjne odczyny serologiczne s3 nietatwe. Z uwagi
na fakt wystgpowania dwéch, niezaleznie segregu-
jacych biatek VP4 i VP7 stymulujacych przeciwciata
o odrebnej swoistosci, w znaczacym procencie przy-
padkéw wyniki tych badafi sa co najmniej dwuzna-
czne. W celu przezwycigzenia tych trudnosci zasto-
sowano w tych odczynach przeciwciata monoklo-
nalne serotypowo-swoiste. Wkrétce okazato sig, ze
z r6znych powodéw, w okoto 30%-40% badanych
prébkach okreslenie serotypu jest niemozliwe (28).
Uzycie serotypowo-swoistych MAbs dla rotawiru-
séw prosiecych w te$cie ELISA nie pozwolito na
okreslenie serotypu w 43 na 87 prébkach katu, po-
zytywnych w tescie ELISA grupowo-swoistym.
Stwierdzono przy tym, iz czasteczki wirusowe w
nich zawarte, w przeciwienistwie do tych gdzie okre-
$lono serotyp, nie miaty wiasciwosci infekcyjnych.
Sugerowalo to dezintegracje¢ lub degradacj¢ zewng-
trznej warstwy kapsydowej tworzonej przez VP4 i
VP7 ijednoczesnie wskazywato na przyczyng braku
aktywnosci MAbs. Ci sami autorzy stwierdzili wsréd
tej samej partii probek réwniez i takie, ktore za-
wieraly infekcyjne czasteczki rotawiruséw nie re-
agujacych w ogéle z zadnym MADb albo reakcja
zachodzita z 2 lub wieksza iloScia MAbs (38). Zu-
pelny brak reaktywno$ci tlumaczy si¢ wewnatrz-
serotypowym zréznicowaniem antygenowym lub
mniejsza czuloscia testu serotypujacego, spowodo-
wang duzo mniejsza w stosunku do antygenu gru-
powego iloscig glikoproteiny VP7. Natomiast re-
aktywno$¢ z kilkoma serotypowo-odrebnymi MAbs
mozna przypisywaé, w §wietle dzisiejszego stanu
wiedzy, mozaikowej strukturze genéw. Reaktyw-
no$é tylko kilku MAbs z calego, serotypowo-swoi-
stego panclu przeciwcial, moze oznacza¢ zmiany
struktury pozostatych epitopéw, wynikajacych z po-
jedynczych podstawieri lub innych zmian w obrgbie
sekwencji kodujacych je nukleotydow.

Z przedstawionego, krétkiego przegladu osiagnigc
ostatnich lat w dziedzinie badari nad rotawirusami
wynika, ze dalszy postep w badaniach podstawo-
wych determinowany jest wprowadzaniem metod
biologii molekularnej, dzigki ktérym mozliwa jest
doktadniejsza analiza struktury i biologii tych wi-
ruséw. Rosnaca stale ilo§¢ informacji o budowie i
organizacji genomu pozwala réwniez na stosowanie
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hybrydyzacji i techniki PCR w diagnostyce klinicz-
nej 1 badaniach epidemiologicznych uwzgledniaja-
cych przede wszystkim charakterystyke molekularng
rotawiruséw w powiazaniu z klinicznym przebie-
giem infekcji i naturalnym krazeniem tych wiruséw
w Srodowisku. Pewne, wspomniane juz, niedosko-
natosci typowania rotawirus6w za pomoca przeciw-
cial monoklonalnych mozna wyeliminowaé poprzez
zastosowanie hybrydyzacji molekularnej. W wigk-
szoSci przypadkéw utrata reaktywnosci przeciwciata
monoklonalnego z odpowiadajaca mu determinanta
antygenowaq zwigzana jest z podstawieniem lub zmiang
jednego lub dwoéch nukleotydéw. Sondy cDNA se-
rotypowo swoiste sg niewrazliwe na tak niewielkie
zmiany sekwencji i moga wykrywaé monotypy oraz
warianty. Te sondy sa réwniez skuteczne w przy-
padku serotypowania rotawiruséw z nieaktywnymi
lub brakujacymi epitopami na VP7 i VP4 po de-
gradacji zewnetrznej warstwy kapsydu. Doskonalym
uzupetnieniem hybrydyzacji jest 5000 razy bardziej
czuta technika PCR (52, 53). Wydaje sie wlasnie,
ze ponowne si¢gnigcie do Zrédet, tzn. uporzadko-
wanie zebranych danych epidemiologicznych i wy-
jasnienie ich wzajemnych zwiazkéw na poziomie
molekularnym jest punktem wyjscia do opracowania
skutecznej profilaktyki i zwalczania choroby bie-
gunkowej na tle rotawirusowym tak u ludzi jak i
zwierzat.
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