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Porównowcza oceno prokłycznei przydolności niekłórych

melodyc znych odrnion odczynu immunofluorescencii w razpoznowoniu

klosycznego ponnoru świń
zakład Badan]ia chorób świń Instńutll Wcftery.arji, A.1. lłartyzantÓM' 5|i, 24-100 PułaM/y

Odczvn immunofluorescencji (if) zostal użv-
tv do diagno,styki klasvcznego pomoru świń
(k p ś.) po Taz pierwszy przez Solorzano w
1962 r. (cvt. 37). Jego wvższość nad innvmi
metodami wykazano już dość dawno (23, 40,
41) i obecnie prawie we wszystkich pracow-
n,iach rozpoznawczvclt ptzeprowadza się diag-
nostykę k.p.ś. za pomocą odczynu if, sto,s,owa-
nego w kilku inodvfikaciach. Naibardzie] roz-
powszechnione jest bezpośrednie lub pośrednie
wykrvwanie antvgenu wiru,sa klasycznego po-
moru świń w tkankach zwierząt zakażonych
(7, 2, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 18,,I9, 2I, 22, 23, 26, 28,
29, 33, 34, 35, 37, 38, 39, 40, 41). Stosowana
iest również metoda wykazywania obecności
wirusa wymienione i choroby w hodowlach
tkankowvch, które uprzednio zakażono homo-
genizatem narządów pochodzącvch od zwietząt
chorych lub podejrzanych o k.p.ś. (l2, 24, 25,
29, 36,42). Niektótzy autorzy proponują, aby
przy rutynowych badaniach wykonywaó od-
czyn if jednocześnie w skrawkach narządów
zwierząb badanych i w hodowlach komórko-
wych (33), względnie w pt,zvżvciowo pobra-
nvch wycinkach węzłów chłonnych (20) lub
migdałków (31). Duzym utrudnieniem inter-
pretacji uzvskanych wvników iest m.in. wv-
stępowanie nieswoistej fluorescencji, jaka po-

w obrazie po viy-
preparató rządzoną

j surowicy j. Zjawi-
sko to wTaz z probami iego wvjaśnienia, opi-
syrvali liczni autorzv (2, 3, B, 10, 13, 14, 15,

16, 17, 24, 25, 26, 27, 36, 40, 42). Fluorescencia
nieswoista bywa na tvle intensywna, że trud-
no ją niejednokrotnie odróżnió od ,,świecenia"
specyficznego (10, 17). W celu wyeliminowania
tej wadv stosowano m.in, maksymalne oczysz-
czónie surowic diagnostvcznych z nieswoistvch
przeciwciał (24 cvŁ. 37), a koniugat z wolnego
barwnika (27, 2B). Próbowano tez łączvć swoi-
stą koniugatę z różnvmi barwnikami kontra-
stowymi (13, 32). Efektv tych prac nie były
jednak w pełni zadowalające. Dopiero w 1970 r.
Engler i wsp. (9) wprowadzili do rozpoznawa-
nia k.p.ś. dość obiecującą technikę kontrasto-
wego barwienia preparatow w- odczynie if-
Wvmieni,eni autorzy oparli się na doświadcze-
niach.Cotran i wsp. (4) i zastosowali jako barw-
nik kontrastowy błękit Evansa. Dzięki niemu
eliminuje się w znacznej mierze nieswoiste
reakcje, występujące głównie przy bezpośred-
nim badaniu materiału pobranego od zwierząt,

wszelkie struktury tkankowe barwią się przy
tej technice na różne odcienie koloru czerwo-
no-pomaTańczowego, natomiast skupiska antv-
genu w cvtoplaźmie komórek zakażonych wy-
barwiaią się swoistą koniugatą na kolor jalsno-
zie]ony.

Maiąc na uwadze prze,dstawione dane pod-
jęto pracę, której celem bvło porównanie me-
iodycznych odmian odczynu if pod względem
ich praktycznej przvdatnoś,ci do rozpoznarvania
klasycznego pomoru świń.

Ma,teriał i,rnetody
D,o baclań użytcl:

- 30 świń o masie ciała rok. 30 hE zakażonyctr poćl-
śkórnie zjadli.wym wirnrsem świń (szc,zep Washin-
gton);

- B śwń chorych, zakażonych przez kLontakt w ,wa_

runkach laboratoryjnych zjadliwym wirusem po-
moru świń;

- 14 świń zdroiwych, nie szczepiionych przeciw[to po-
fiaorowr

- sw,oistą przeciwpornorową VMO - Ga_
makorr Bioveta - Nitra (Czechosłowa-
cja);

- znako bu,linę świńsltą (FA Porcine Glo-
ibu,lin rabbit) produkĘi DIFCO
Bacto (U.S.rA.);

oibul ,rności pest, spo-
zs przec, wZakł,a-

ania Świń
Swinie zakażoine p,o,dslkórnie

pornoru śwń poddano uibojowi
wystąpiły jurż na,silone kliniczne
torniast zwierzęta zakażone pr
między 10 a 12 dniem - w klinicznie ,szczytowym
stadiurn k.p,ś.

Materiał do badań ,od świń zdrowych pobierano
po,dcz

Na odstawowe, dokładnie odtłusz-
czone wki 1kri,ostatowe migdał,ł<,ów,
śledzi ych o,d badanych świń i pod-
dawano je nastąl
pok,ojowejlgod
przez 5 nrin., surs
nownie suszono.
metodami:

- rnetodą bezpośredrrią wg rnet,o,dyfl<i przyjętej w Za-
kładach Higieny Weterynaryjnej (11);

* rneto,dą bezpośrednią z bałwieniem kontrasto,wy,m
błękite,m Evalnsa wg met,o,dy Englera i wsp. (1B)

,potegającej na tyrn, że przy,gotowane w powyższy
spos,ób prąlaraty barwiono mierszailiną konillgaty
z- błękitóm -Evansa ptzez I godz. w 3?oC w wĘo,t-
nej komorze, po czym ,odbarwiano je gorącym (60

- 70oC) 20Yo roztw,orem glitkolu trójetyleIrrowego,
a następnie 3-klotnie płukano w PBS i 1-kr,otnie
w wo,dzie destył,owanej;

- m,et,odą pośrednią (seropest .l znafl<,owana antyga-
mmaglobuilina);

-- imetodą pośrednią j.w. z barwieniem korrtrastowym
błękitem Evansa.
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trastcwo błękitem Evansa.

Wyniki i omówienie
Wyniki badań przedstawiono w tab. 1. Stwier-

dzono, że naibardziei przvdatna do diagnostv-
ki k,p.ś. jest rnetoda immunofluorescencii po-
średniej, uzupełniona barwieniem kontrasto-
wym błękitem Evansa. Preparaty przygotowa-
ne wg tej modvfikacji odczvnu if są bowiem
dobrz,e czytelne, a struktura tkankowa wy-
raźnie zaznaczolua. Wprowadzenie barwnika
kontrastowego dawało zabarwienie tkanki nie
zakażonej na kolor od żółtego do czerwonego. Na
tym tle wyraźnie widoczne były komórki za-
każon,e, których cvtoplazma wyĘg2ywała sil-
ną ,,świecącą" jasnozieloną fluorescencję z wy-
raźnie widocznyT n ciemnym jądrem. Fluores-
cencję tego typu stwierdzono zarówno w mig-
dałkach jak i nerkach oraz w śledzionach świń
zakażonych doświadczainie zjadliwym szczepem
wirusa klasyczego pomoru świń.

Tab. 1. Przydatność poszczególnych narządów oraz
rnod#ikacji barwienia do diagnostyki kłp,ś. metodą if

'o"J"u, 
] 
"",o,

by if, niezbędn celu preparaty histo-
iogiczne lvinny otowane przede wszy-
stkim właśnie łków podniebiennvch
świń podejrzanych o pomór, A oprócz tego,
w celu uniknięcia diagnostycznych nieścisłości,
ostatecznej oceny preparatów, decydującej o
wyniku rozpoznania winien dokonvwać pra-
cownik mający odpowiednie kwalifikacie i do-
świadczenie w tym zakresie.

W przypadku barwienia preparatów meto-
(stosowaną dotychczas w
bez użycia błękitu Evansa,
można było dokonać jedy-
e obrazu mikroskopowego

skrawków przygotowanych z migdałków zwie-
rząt zakażonych doświadczalnie zjadliwvm
sz,czepem wirusa k.p.ś, W ocenianych prepara-
tach widoczne byŁv, na ciemnym t]e tkanki nie

osobv przeprowadzaiącej ba,danie, niż to ma
miejsce przy diagnozowaniu k.p.ś. omówiony-
mi modyfikacjami if,

Przy wykonywaniu niniejszej pracv skraw-
ki kriostatowe, jak podano już uprzednio, spo-

średniei metodzie if. oraz niezależnie od tego,
czy stoŚowano błękit Evansa, cvy też nie. Jest
to zgodne z wvnikami prac Mevlinga i wsp.
(26), Teebken i wsp. (39), Samóla (35) oraz
Ressanga (29). Ostatni z wvmienionych auto-
rów wykazywał obecność wirusa k.p.ś. w
skrawkach krio,statowy,ch z migdałków w 48
godzin od momentu zakażenia. W tym czasie
Óbserwował on specyficznie fluoryzujące ko-
mórki w nabłonku powierzchniowym oraz w

ej nabłonka krypt migdał-
niej, bo już 24 godz. po
,świecące" komórki obser-

wował Engler (6). Stwierdza on, że w ciągu
następnych 24 godz, wirus iest niewvkrywal-
ny, po czym od 3 do 12 dnia po zakażeniu po,-

nównie widoczne są w obrazie mikroskopu
fluorvzuiące komórki, zawierające wirus k.p.ś.,
zlokalizowane w nabłonku powierzchniowvm
i w warstwie podstawowej nabłonka krypt
migdałkowvch,

W trakcie wykonywania niniejszych badań
uznano, że ptzy stosowaniu pośredniei if i błę-
kitu Evansa, kriostatowe skrawki z nerek nie
ustępują pod względem ilości, jak i jakości
fluoryzującvch specyficznie komórek, prepara-
tom przvgotowanvm z migdałków. W obrazie
mikroskopowym obserwowano pTzy tym
,,świecenie" śródbłonka komórek kłębuszków
nerkowych, a rzadko natomiast fluorescencję

Metoda

pośrednia ł
blękit Evansa

bezpośrednia -|
błękit Evansa

pośrednia

bezpośredinia

+++

+
+

wysoce specyticz-
na
specyficzna (zale-
cana do ru,tyno-
wego sto,sowa,nia
w ZIIW)
przydatna (z vły-
boru)
przyd,atna (z vły-
boru)

++

O,bjaśni,enńa: +++ -drrźyoh grup komórek;
+ _ j"w, pojedyńczyclr
mórek Specyffez]nie fluo
stawę d,o posta,Wienla rozpoz]rrania.

W przypadkach zastosowania bezpośredniej
metod go barwienia j.w.,
ocena wielokrotnie trud-
ności. że w skrawkach
sporządzonych zarówno z natządów zwietząt
chorych na pomór, a przede wszystkirn z ich ne-
rek i śledzion, jak i ze wszystkich trzech użv-
tych do badań narządów zwierząt nie zakażo-
nych-kontrolnych, widoczne było jasnozielone
zabarwienie znacznej liczby komórek, przypo-
minaiące swoistą fluorescencję, To niekorzv-
stne zjawisko występowało w najmniejszym
stopniu w preparatach z migdałków. Z po-
wyższego względu wydaje się, że w krajowvch
laboratoriach, które opierają rozpoznanie k.p.ś.
na omawianei metodycznei modvfikacji pró-
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nabłonka kanalikow krętych olaz komórek
interstitialnych. Podobne wvniki, stosuiąc jed-
nak metodę bezposrednią z błękitem Evansa,

pojawiało się dopiero 8 - 9 dnia po zakaże-
niu wraż]iwvch zwierząt ziadllvłvm szczepem
wirusa k.p.ś. Wspomniany autor zaz|lacza
iednak, że podczas badania skrawków kriosta-
iowvch z nórek barwionych omawianą metodą
it, rozpoznanie należy opieraó przede wszyst-
kim właśnie na obecności lub braku specy-
ficznei fluorescencji cvtoplazmv komórek na-
błonka kanalików nerkowvch oraz komórek in-

wspomnianego barwnika stwierdzili, że w
próparatach-L nerek tylko w 120ń przypadków
moŹna było wykryć obecność wirusa k.p.ś.
Również SamóI (35) uważa nerki za mało przy-
datne do diagnostvki klasycznego pomoru
świń metodą immunofluorescencii bezpośred-
niej bez błękitu Evansa.

rzętom zjadliwego §zczepu wirusa pomolu,
obŚerwowił on swoiste ,,świecenie" komórek
interstitialnych oTaz nabłonków kanalików
nerkowych.

Jeśli chodzi o skrawki kriostatowe ze śle-

styki fluorescencyjnej klasyczneEo pomoru
świń. Odmiennego zdania są Engler i wsp. (18),

W badaniach własnych obserwowano nie-
kiedy, w skrawkach z różnych narządów, jas-
nozieloną f która
rnlała w cy mórek.
,,świecenie" tkanki
detritusu k ocenia
rvoiste.

szczególnie do rut.rnowe-
ZIHW, jest również me-

encji bezpośredniei z bar-
tem Evansa. Cha-
naczną specvficz-
a prz-v- wvkorzy-
odczynników. Ist-

nika m.in. z badań Gołębiowskiego i Orłow-
skiego (10) oraz Korna i Matthaeusa (17), mi-
mo itoŚowania nawet bardzo dobrych metod
niekiedy ma
co - przy b
otycznych m
miennych w

'1śrnie]tl rrI clt\,vo

Aiken J. M.: 1

Atken ł. M., lulus
M. J.: J. Am.
cżislu N. sr., , H,:Col?an R. s,,

2l3, Lg73.

E,, Ulbrlch F,|

F'.: Arch, exp.
vetMed. 24, 48t, 7g7o.

J..
2,

{.

a.
6,

8.
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Jlunoacxuil A., Me>xeencrag M., Kapnmrrr"crrrłiĄ C. -CpanHlrrenr,rrar oIIeHKa IIpaKTL{rlecKorł npuroAłroctrr
IIeI(oToI}BIx MeToAłarecKrtx BrrlloB łumyrroSnroopecqen-
IlI{!{ B pacno3IłaBaHIłI4 KflaccnqecKoft .łymr,r csłHefi

Or.lerrlraanl,r cJIeAyroułr{e BapIłaHTbI peaKI{I.r]ł I,rMMy-
rloSnroopecq et:qun,, He[o cpeAcrBeHrlbIM, no cpeAcTBe tI-
HLIM, Henocp€AcTBeHHr,IM c KoHTpacToM oKpa[IrBa-
HreM cI4HtK) 3saTrca (no 3rłrnepy I4 coTp., 1970) uero-
AaMI{, a TaKrKe [ocpeAcTBeHHbIM MeToAoM c KoHTpa-
cfHblM oKparu]4BaIlileM cll]!,to 3salrca, flrra uccłe4o-
sagufit sącnoJ]L3oBaJIrI KpIłocTaTHbIe cpe3bl, 1,I3IoToB-
JIeHHbIe l,r3 MIĄl7nał]rrTI, flotleK 14 cerle3eHoK, npol4cxoA-
flrorqlrx oT csrłHeń, łuQzqrpoeaHHL,IX 3ltcnepilMe11-
TaJIbIIo ByIpyJIeHTHbIM IIITaMMoM Br{pyca xłaccrqecroż
tlyMbr cB]4lleż (x.q.c.), a TaKx<e oT 3AopoBblx KoH-
TpoJlIrHLTx )KI4BoTHbIx. Ilołyueuusre pe3yflbTaTbl y§a-
3LIBaIoT Iia To, .łro Haudonee npI4ToAeH AJIff ArIarHo-
c.IrLKIĄ K.a],.c, MeToA nocpe4crnenHoż I,rMMyHoÓJIrcpec-
qegl\I4]4 c KoHTpacTHblM oKpaulrlBaHueu crłrłsro 3nag-
ca. PexolrerłAyeTcg, oco6enrło AJIfi pyTrrno,Boro }4c-
IIoJIb3oBal]r!fi B MecTnblx la6oparoplt,ax, MeToA He-
nopceAcTBeHHo]ł ]4N[MyHo$rrroopecqenwlvI c KoIrTpac-
T,HEIM oKpalilrlBal{MeM cIłIHbIo 3Barrca. Bo npełrs asr-
IIoJIHeH]łfl nactoaulerł pa6otlr oTMeqeHo, ,]To He3a-
BIĄcuMo oT nprlMeHffeMolo MeToAa gar6ołee ilp]łroA-
HEIM opraHoM AJIff o6HapyxlłsaTlr8 aHTI4Iena K.-].c.
fBJIfiIoTc.E M]4HAaJIr{H6L

Lipowski A., Mierzejewska M., Karpiński S. - Com-
parative evaluation of the usefulness of some metho-
dical variants of immunofluorescent test in the dia-
gnosis of chog cholera

The following variants of the immunofluorescent
test (IF) were evałuated: direct and indirect one,
direct and indirect test with contrast staining rvith
Evan's blue (according to Engler et a1. 1970). The
samples wele prepared of the tonsils, kidneys, and
spleens of pigs infected experimentally with a viru-
lent strain of chog cholera. The sa.me material taken
from nornral pigs served as the control one. The
most useful :method aLppeared to be the indirect one
with corntrast s,taining with Evans' bl,ue. The ,direct
method with contrast staining was also helpful and
suitable for field laboratories,

MALMGREN L., KARLBERG K., GORA,NSSON L.:
§ynchronizacja rui u macior przy użyciu progestinu.
(Oxolven (Sa 45.294)). Synschronization of oestrus ingilts with a progestin (Oxolven (Sa 45.294)). Nord.
Vet. Med, 35, 360-363, 1983 (10).

,prrzelbadano przydatność progeistinu (oxolverr (sa
45.249) d,o synchronizac ji rui u do jrzałych macior.
Preparat stosowano codziennie pl:zez okres I2-I4
,dnia w ,kapsułkach w ,dzielnnej da,wce 6 rrr,g (3 kapsułki
po 2 mg) indywiduainie i jako dodatek do pokarmu
dla większe j liczby zwierząt. Oxolven da je bardzo
dobre efekty przy stosowaniu indywidualnyrn. Nato-
miast w postaci dodatku do paszy lviększe j liczbie
zwietząt, w związku z pobraniem pTzez poszczególne
maciory nieodpolviedniej ilości kapsułek, aż l 27alo
rnacior ."vystępowały liczne cysty na jajnikach.
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KARŁOG O., ELVESTAD K., CLAU§EN B.: Metale
rliężkic (katlrrr, miedż, cłór.v i rtęć) u edend,ronowyclr
kaczek (Sonateria molli§siura) z terenólv Danii. Hea-
vy metal§ (Carlmitrrrr, Copper, Lead and Mercury) in
common eiders (Somateria mollissirna) from Den-
mark). Nord. Vet, Med. 35, 44B 51, 1983 (12).

Określanie stężenia kadmu, miedzi, ołowiu i rtęci
w rł,ątrobie i nerkach 50 kaczek ededroncwych wy-
kazało, że poziom tych metali za ,"vyjątkiem ołowiu
u 49 kaczek nie przewyższał stężenia toksyczrrego. Ujedrcj 'kacz]<i prze,wyższał on 2,000 ,mg/kg sluc,hei
masy wątroby. W wątrobie 4 kaczek zawartość oło-
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wiu przewyższała stężenie toksyczne (por,vyżej 7 mglkg
wiigotnej masy wątroby) zaś u dwóch kaczek wa-
hało się w granicach 3-7 mg/kg wilgotnej masy wą-
troby. W lvątlobie średnie stężenie kadmu wynosiło
3,3 mg/kg,
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JERRETT I. v., iMc oRIsT ,s., WADDINGToN J.,
BBOWNING J. W., MALECKI J. c., MC CAUSLAND
I. F.: Badanie diagnostyczne płodów, łożysk i krwi
krów z 265 przypadków ronień. (Diagnostic studies of
the fetus, placenta and rnaternal blood from 265 bo-
virre abortiorrs). Cornell Vet. 74, 8-20, 198.1 (1).

BaCarlianri bakteriologicznynli, histochemicznymi,
histopatologicznymi, serologicznymi, wilusologiczny-
mi i mikologicznymi objęto 265 płodórv poronionych,
łożyska olaz krew od roniących krów. Przyczyny ro-
nień ustalono w 98 przypadkach. 'W 280lo przypadkór,v
ronienia były następstwem zakażefi grzybtczych (głów-
nie Aspergillus), rv 1?0/o przypadków wywoływały je
satmonele, ,w ,10% iplzypa,dków Carrlpyl,obac,ite,r fe-
tus i w 100/o przypadków Corynebacterium pyogenes.
340ń porcrlień było następstwem zakaże^ leptospira-
mi, Sarcocystis i różnych zakażen bakteryjnych w
tym Brucella abortus, a także było związane z de-
formacjam,i płodów. Wirus biegunki krów wyosob-
niono l,v 20/o poronionych ,płodów. Jako przyczyny
ronień wyl<luczono chlamydia i wirus zakaźnego za-
palenia nosa i tclrawicy. Jedynie u 1?0Ó roniących
krów poziom koltyzolu w sur:orvicy był pcdwyższo-
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