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Badania nad laboratoryjnym rozpoznawaniem
zakaznego wirusowego zapalenia zotqdka i jelit Swin
(TGE). 1. Izolacja oraz préba identyfikacji wirusa

Z Zakladu Badania Choréb Swin

Zakazne zapalenie zoladka i jelit $win (TGE
= transmissible gastroenteritis) urasta w wie-
lu krajach, a takze w Polsce, do rangi powaz-
nego problemu epizootiologicznego i ekono-
micznego (3, 4, 8, 10, 11, 12). Choroba ta jest
szczegblnie groima dla trzody chlewnej w gos-
podarstwach wielkostadnych. Powoduje ona
ostre, wyniszczajace biegunki u prawie calego
poglowia éwin oraz prowadzi majcze$ciej do
100% $miertelno§ci wséréd prosiat do 10—14
dnia zycia. W powyzszej sytuacji zrozumiale
jest duze zainteresowanie =zagadnieniem TGE
ze strony wielu badaczy. Znaczna czesé¢ prac
z tego zakresu dotyczy diagnostyki, a przede
wszystkim diagnostyki laboratoryjnej (1, 2, 4,
5,6, 7,9, 10, 11, 16). W Polsce, za wyjatkiem
doniesienia Sobiecha 1 wsp. (10), brak jest do-
tychezas publikacji z zakresu laboratoryjnego
rozpoznawania TGE. Z tego wzgledu wydawa-
lo sie celowe podjecie wielokierunkowych ba-
dann mad diagnostyks wymienionej jednostki
chorobowej (14, 16, 17). Pierwsza ich cze$é,
ktérej celem bylo wyizolowanie krajowego
szczepu wirusa TGE, stanowi przedmiot ni-
niejszego doniesienia.

Material i metody

Do badan uzyto:

1. trzy pieciodniowe podejrzane o TGE prosieta (zy-
we), dostarczone do badan rozpoznawczych z duzego
gospodarstwa PGR, w ktérym wybuchla szybko sze-
rzgca sie choroba biegunkowa (w ciggu tygodnia pad-
1o ok. 400 kilkudniowych prosiat);

2. hodowle komoérek nerki §wini (HKNS) oraz tar-
czycy $Swini (HKTS) przygotowywane wg Whitte 1
Easterday (16). Jako plyny wzrostowe stosowano réz-
ne proporcje plynéw Hanksa i Earle‘a z dodatkiem
0,5% hydrolizatu laktoalbuminy, 10% surowicy ciele-
cej oraz antybiotykéw (100 j. penicyliny kryst., 100 pg
streptomycyny i 100 wg nystatyny na 1 ml);

3. cytopatyczny szczep wirusa TGE oznakowany
symbolem N-17, adaptowany do HKNS ¢ mianie
1085 TCIDs, ktory otrzymamo z Instytutu Weterynarii
w Brnie (Czechoslowacja);
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4. surowice §wini hiperimmunizowanej szczepami
wirusa TGE o mianie meutralizujgcym 1:512, otrzyma-
na z Instytutu Weterynarii w Brnie;

5. miot dwudniowych klinicznie zdrowych prosiat-
osesk6w (8 sztuk) wraz z maciora, pochodzacg z go-
spodarstwa wolnego od TGE.

Ofrzymane do badania chore prosieta 'usypiazn(?,
przeprowadzano sekeje 1 pobierano wycinki jelit
cienkich (czeze 1 biodrowe), $ledziony, wycinki pluc
oraz pakiety wezlow chlonnych krezkowych, Nastep-
nie, oddzielnie z wycinkéw pochodzacych z poszezegol-
nych narzadéw, wykonywano posiewy na ogblnie sio-
sowane podloza balkteriologiczne, oraz przygotowano
rozciery w PBS, kiéry zawieral w 1 ml 500 ]. penicy-
liny kryst., 500 pg streptomycyny i 200 ug nystatyr}y.
Rozciery wirowano przez 30 min. przy 5000 obr./min.,
supernatant zbieramo do probowelk i zamr_a?da-no_ w
temp. —30°C., Przechowywane w tej postaei rozciery
byly nastepnie uzywamne — PO szybkim odmrozeniu
— do zakazania hodowli komorek (0,2 ml na 1 pro-
bowke lub 0,5 ml ma 1 buteleczke Legroux).

Dla celéw pordéwnawezych zakazono réwnolegle po
kilka probdwek i butelek Legroux znanym SzczZepeim
TGE N-17, a takze pozostawiono hodowle kontrolne —
niezakazone.

Probe identyfikacji wyosobnionego z hodowli ko-
moérek czynnika cytopatycznego przeprowadzano w
odezynie seroneutralizacji (sn), wykonywanym przy
uzyciu znanej w.w. surowicy o wysokim mianie prze-
ciwcial neutralizujacych wirus TGE, wg zasad opisa-
nych w innej pracy (14). Réwnolegle wykonywano
tez sn ze szczepem N-17.

Na miocie zdrowych prosigt i maciorze wykonano
probe biologiczng, podajge trzem prosietom per oS
2X105 TCID,, a maciorze 20X10° wyosobnionego
czynnika cytepatycznego. Trzy prosieta pozostawiono
przy maciorze dla zekazenia kontaktowego, a dwa
zabito przed mastawieniem préby dla celéw pordow-
nawczo-kontrolnych., Cze§¢ zakazonych prosiat usy-
piano 24—48 godz., a cze§¢ padla z powodu choroby.

Wymiki

1. Wywiad epizootyczny, objawy Kkliniczne
zmiany sekcyjne u nadestanych prosiat.

Choroba pojawila sie w jednej chlewni u 6 miotéow
kilkudniowych prosigt. Pierwszymi objawami byto
posmutnienie zwierzat, nieche¢ do ssania oraz nie-
znaczna zwyzka wewnetrznej cieploty ciata. W kilka

oraz
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godzin péiniej wystapily wymioty i ostra biegunka
koloru szaro-zoltego. W nastepnym dniu choroba ob-
jeta cala chlewnie, a wkrdtce pojawila sie tez w
czterech dalszych. Chorowaly wszystkie §winie z ob-
jawami wodnistej biegunki o r6znym nasileniy,
a u macior stwierdzono bezmlecznosé.

W poszezegbdlnych miotach prosigt do 3-tygodni zy-
cia $miertelno§é¢ wynosila 80—100%, natomiast u star-
szych prosigt i warchlakéw upadki wystepowaly tyl-
ko w pojedynczych przypadkach.

Badaniem sekcyjnym u nadestanych chorych pro-
sigt stwierdzono: rozpulchnienie, niezyt i mierne prze-
krwienie blony §luzowej zoladka, jelita czezego, jelita
biodrowego oraz jelit grubych; przekrwienie i zwy-
rodnienie migzszowe watroby, zwyrodnienie warstwy
korowe] oraz przekrwienie warstwy rdzennej nerek;
nastrzykanie naczyn krezki oraz przekrwienie jej
wezldw chlonnych, nieliczne wybroczyny pod oplucna
ptucna; zZoladek wypelniony Scietym milekiem, jelita
cienkie rozdete, a ich $Sciana zcienczala i w znacz-
nym stopniu przejrzysta; zanik kosmkow i blony $§lu-
zowej w jelicie czezym i biodrowym.

2. Badanie bakteriologiczne,

W posiewach z narzadéw wewnetrznych brak bytlo
wzrostu drobnoustrojéw, z wyjgtkiem posiewéw z je-
lit clenkich, w ktérych stwierdzono pojedyficze ko-
lonie niehemolitycznych paleczek E. coli.

3. Izolacja czymnika cytopatycznego w hodowli ko-
morek.

Przygotowane do badan HKNS uzyskiwaly 90—95%
pokrycia po 6—7 dniach od zakazenia, wykazujac naj-
obfitszy wzrost w plynie odzywezym o skladzie 45%
plynu Hankasa, 45% plynu Earle'a, z 0,5% dodatkiem
hydrolizatu laktoalbuminy, 10% surowicy -cielecej
1 antybiotykéw jak podano uprzednio HKTS uzyski-
waty takie pokrycie 7—11 dni po zalozeniu w plynach
o identyeznym skladzie.

Rezultaty zakazenia HKNS i HKTS rozcierami na-
rzadow wewnetrznych prosigt podejrzanych i TGE
przedstawia tab. 1.

okien”. Po 5—6 dniach na dnie buteleczek pozosta-
walo jedynie ok. 20% zmienionych komérek. Podobny

. efekt stwierdzono w HKNS zakazonej szczepem N-17.

Natomiast w hodowlach komoérek nerki §wini zakaZzo-
nych rozcierem $ledziony i pluc, oraz w hodowlach
kontrolnych — niezakazonych brak bylo jakichkolwiek
zmian.

W HKTS efekt cytopatyczny, zbliZony do opisanego
wyzej, stwierdzono we wszystkich przypadkach, a
wiec réwniez w hodowlach zakazonych rozcierem pluc
i $ledziony. Nalezy réwniez zaznaczyé, zZe pierwsze
zmiany w kemérkach (zackraglenie) pojawialy sie tu
co najmniej o 24 godz. wczesdniej niz w HKNS.

4. Proba identyfikacji wyosobnionego czynnika cy-
topatycznego w odczynie seroneutralizacji.

Prébe seroneutralizacji wykonywano przy uzyciu
czynnika cytopatycznego uzyskanego z pigtego pa-
sazu w HRKNS i HKTS. Wyniki sg przedstawione
w tab. 2.

Dane przedstawione w tab. 2 wykazaly, ze wyizolo-
wany w obu rodzajach hodowli komérek czynnik cy-
topatyczny w surowicy anty-TGE uzyskal takie same
miana TCIDy, jak znany szczep N-17. Nalezy przeto
sadzié, ze byt to wirus TGE.

5. Préba biologiczna na §winijach.

Wyniki zebrane w tab. 3 wskazuja, ze prosieta za-
kazone doustnie, jak réwniez ma drodze mileczno-kon-
taktowej, juz po 24—36 godz. od zakazenia reagowaly
utrata apetytu, posmutnieniem, wymiotami oraz cha-
rakterystyczng biegunka koloru zéltka jaja kurzego.
U maciory obserwowano jedynie znaczne zmniejsze-
nie apetytu i kilkudniowsg utrate mleka.

U wszystkich dobitych badz padiych prosigt stwier-
dzono zmiany anatomopatologiczne bardzo zblizone do
opisanych poprzednio !gcznie z charakterystycznym
zanikiem kosmkéw w jelicie czczym i biodrowym.
Zmiany te powstawaly juz po 24 godzinach.

Z jelit cienkich zakazonych prosigt reizolowano w
HKNS wirus TGE. Wyizolowany cytopatyczny szczep

Tab. 1. Izolacja czynnika cytopatycznego w HKNS i HKTS z narzaddéw prosigt podejrzanych o zakazne wiru-
B 'R sowe zapalenie zoladka 1 jelit swin
i Narzady prosiat
Hodowla T 1—_ ) o I E— Szezep
komérek | j. cienkie | \}(rgfll\garée Sledziona pluca N-17
Nerki $wini | + | + ~ —~ | +
+ + + + | +

Tarczycy $wini

Objasnienia: + = efekt cytopatyczny; — = brak zmian.

Dane zebrane w tab. 1 wskazujg ze w badanych na-
rzgdach obecny byl czynnik cytopatyczny, powodu-
jacy zmiany w hodowlach komorek nerki i tarczycy
Swini.

W HKNS zmiany te pojawiaty sie 3—4 dnia, ale
tylko w hodowlach zakazonych rozcierem jelit cien-
kich i wezléw chlonnych krezkowych. Poczgtkowo
stwierdzono zaokraglenie komorek i obecnos¢ w ich
cvtoplazmie drobnych ziarnisto$ci. Nastepnie docho-
dzito do powstania w hodowli nieregularnych ,pustych

wirusa zakaznego zapalenia Zoladka i jelit oznaczono
symbolem C-T71,

Omdéwienie wynikow

Wyizolowany w badaniach wlasnych czynnik
zakazny, wywolujgcy zmiany cytopatyczne w
hodowli komérek nerki i farczycy $wini, moz-

Tab. 2. Miano czynnika cytopatycznego (I i V pasaz) w hodewlach komoérek oraz wyniki préby sn piatego pa-
sazu ze znang dodatnia surowica anty-TGE
. . : - |
Miano czynnika MLEMY 0 S v ‘ Miano | Miano sn surowicy
Hodowla cytopatycznego anty TGE z wyizolowa- : :
komorek v 5 nym czynnikiem cyto- “ﬁ{%ia ‘ Cal oy TGE_?,?erusem
I pas. V pas. patycznym ‘
Nerki §wini 104,0 1055 1:256 | 106,0 ‘ 1:256
Tarczycy | |
$wini | 1048 106.0 1:256 ! 1065 1 : 256
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Tab. 3. Wynili zakazenia prosiat wyizolowanym szczepem wirusa TGE
i “ m
. Czas ujpienia/padniecia - SR
Nr Droga zakazenia k?ibnjii\z’vge prosiat-cd chwili zakazenia Zhrpltar%y ne}f‘_‘"?”a
[I (W godz.) l 18TOol. | Wirusa
Prosie 1 doustna pub x) 24/ + ! -+
Prosie 2 doustna pub 48/ + =
Prosie 3 doustna pub /72 = als
Prosie 4 | kontaktowa ‘ pub 48/ als +
Prosie 5 kontaktowa pub /48 + +
Prosic 6 | kontaktowa | pub /56 ar +
Prosie 7 kontrolne l = = - —
Prosie 8 kontrolne | == — —_ | —

Objasnienia: #) p = posmutnienie; u = utrata apetytu;
na, wydaje sie, uznaé za wirus TGE. Za po-
wyzszym przemiawiaja nastepujace fakty:

a) uzyty do badania material patologiczny
pochodzil z kilkudniowych prosiat dostarczo-
nych z gospodarstwa, w ktérym wszystkie
Swinie, miezaleznie od wieku chorowaly wéréd
objawow typowych dla TGE;

b) w hodowlach komorek merki i tarczycy
swini, zakazonych rozcierem jelit badanych
prosiat stwierdzono efekt cytopatyczny, iden-
tyczny z tym, jaki uzyskano przy réwnoleglym
zakazeniu w.w. hodowli znanym szczepem TGE
N-17;

c) zdrowe prosieta sztucznie zakazone per os
namnozonym na w.w. hodowli komoérek czyn-
nikiem cytopatologicznym zachorowaly wsrod
objawow klinicznych i zmian anatomo-patolo-
gicznych charakterystycznych dla TGE (13);

d) w hodowlach komoérek mnerki i tarczycy
$§win zakazonych rozcierem jelit uspionych
prosiat doswiadczalnych, stwierdzono identy-
czne zmiany cytopatologiczne, jak w hodow-
lach zakazonych materialem patologicznym,
pobranym od podejrzanych o TGE prosiat do-
starczonych z terenu, oraz w hodowlach HKTS
i HKNS zakazonych znanym szczepem N-17;

e) dodatnia surowica anty-TGE dodana do
hodowli komorek =zakazonych wyosobnionym
szezepem hamowala powstawanie efektu cyto-
patycznego (neutralizowala wirus) w takim
samym rozcienczeniu, jak w przypadku hodo-
wli komoérek zakazonych szczepem N-17.

Uzyskane wyniki po raz pierwszy w naszym
kraju pozwolilty na rozpoznanie TGE w opar-
ciu o klasyczng triade Kocha. Sg one zgodne
z doniesieniami szeregu badaczy, dotyczacymi
zdolnodci wirusa TGE do namnazania sie w
hodowlach komérek i tarczycy swini (1, 2, 5,
6, 7, 9, 16). Pierwsze dane na ten temat opu-
blikowal Lee (9) a nastepnie Eto i wsp. (5).
Wymienieni autorzy dokonali 28 pasazy wiru-
sa TGE w HKNS nie uzyskujac efektu cyto-
patycznego. O wyizolowaniu z jelit cienkich
chorych prosiat cytopatycznego szczepu TGE
Shizuka jako pierwsi doniedli Iarada i wsp.
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b = biegunka.

(7). Jednakze efekt cytopatyczny w HEKNS
uzyskali oni dopiero w trzecim pasazu. Wkrot-
ce po tym, Cartwright i wsp. (1) wyizolowali
4 szezepy TGE, ktore juz w pierwszym pasazu
wywolywaly widoczne zmiany w HKNS, po-
wodujgce jednakze tylko zackraglenie komorek,
o wlasciwy efekt z ,,pustymi oknami” pojawit
sie dopiero w dalszych pasazach.

O wyizolowaniu cytopatycznych szczepow
wirusa TGE donie$li nastepnie m. in. Bohl
i Kumagi (cyt. za 3), Mc Clurkin i Norman (2},
Whitte i Easterday (16). Ci ostatni wykazali
procz tego, ze wirus TGE namnaza sie bardzo
dobrze w hodowli komoérek tarczycy i Slinianki
$Swini, dajac przy tym szybszy i wyrazniejszy
efekt cytopatyczny niz w HKNS. Potwierdzity
to nastepnie badania innych autorow tak, ze
obecnie hodowle komoérek tarczycy $wini sa
ogb6lnie stosowane. Réwniez z pracy wlasnej
wynika, ze HKTS jest bardziej przydatna do
izolacji wirusa TGE niz HKNS. Stosujgc bo-
wiem do zakazenia rozciery $ledziony i ptuc
chorych na TGE prosigt efekt cytopatyczny
uzyskano w HKTS a nie uzyskiwano go w
HKNS. Mozna to tlumaczy¢ najprawdopodob-
niej wiekszg wrazliwo$cig na TGE (podatnoscig
na zekazenie) komérek tarczycy niz komoérek
nerki §wini. Sprawa powyzsza nie jest moze
zbyt istotng przy stosowaniu rozcieréw z boga-
tej w wirus sluzowki jelit cienkich; nabiera na-
tomiast znaczenia woweczas, kiedy staramy sie
wyka obecnoé¢ zarazka w innych narzgdach.
Za wyzszoscia HKTS nad HKNS przemawia
rowniez fakt uzyskiwania w pracy wlasnej
wyzszych mian wirusa w pierwszej z wymie-
nionych hodowli.

Reasumujae, wydaje sie mozliwe stwierdzic,
ze wyizolowanie po raz pierwszy w Polsce cy-
topatycznego szezepu wirusa TGE i wykazanie
jego zjadliwosci dla éwin (prosigt), ktére po
sztucznym zakazeniu chorowaty wsrdd typo-
wych dla tej choroby objawoéw, pozwala na
autorytatywne potwierdzenie istnienia TGE
W naszym kraju.

:
q b
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Ujednolicona metoda badania prébek pszczot

w kierunku choroby zarodnikowcowej

Z Instytutu Chordb Zakaznych i Inwazyjnych Wydzialu Weterynaryjnego AR w Warszawie

Choroba zarodnikowcowa pszczél wywolywa-
na przez pierwotniaka Nosema apis Zander po-
woduje corocznie duze straty w pasiekach. Cho-
roba ta czesto przebiega w stadium utajonym
i trudnym do wykrycia przy badaniu rodziny
pszczelej. Dlatego w celu ustalenia stanu zdro-
wia pasieki, zaleca sie coroczne pobieranie do
badania pszczét z tzw. osypu zimowego i prze-
sytanie ich do Pracowni Rozpoznawczej Choréb
Pszczol ZHW.

Wysylana z jednego pnia prébka winna liczyé
wedtug instrukeji Nr 2 Min. Rol. z dnia 15.IX.
1966 r. od 30—50 szt. pszczo6l. Dotychczas ba-
dania wykonywane sa metodg podang przez
Kirkora, wedlug ktorej odwloki badanych
pszczo6t miazdzy sie w mozdzierzu po dodaniu
kilku kropel wody, nastepnie sporzadza sie pre-
parat wodny i oglada pod mikroskopem przy
powiekszeniu 400—600 razy. W przypadku po-
trzeby dokladnego ustalenia procentu zakaze-
nia, kazdg pszczolte bada sie indywidualnie.
Badanie kazdej pszczoly w probce liczgeej
30—50 osobnikéw jest ogromnie pracochlonne.
Odczuwa sie brak opracowan jednolitej techni-
ki przygotowania do badan nadsylanego ma-
teriatu. Ilos¢ nadsylanych pszczét w kazdej
probce jest inna, a okres$lenie ,kilka kropel”
wody bywa réznie interpretowane. Metoda Kir-
kora pozostawia do$é duzg dowolnos¢ w przy-
gotowaniu materiatu, co sprawia, ze w poszcze-
gbélnych pracowniach rozpoznawczych material
jest w rézny sposoh przygotowany do badan.

Na Jamach prasy pszezelarskiej hodowcey
czesto donosza, ze probki pszczdl z tego samego
pnia, wysylane do réznych pracowni wykazujg
rozbiezne wyniki.

Wykonana praca ma na celu zaproponowanie
jednolitego, szybkiego systemu badan, ktéry
pozwolilby na jednoczesng ocene stopnia zaka-
zenia badanych pszczol.

Materiat i metody

Material do badan stanowily proéby pszczél pobrane
z osypu zimowego w 4 pasiekach z ferenu woj. war-
szawskiego. W pracy pasieki oznaczono literami A,
B, C, D. Pobieranie materiatu wykonano dwukrotnie
w okresach: 26.I—10.II. i 20—24.111.1973 r. Otrzymane
pszczoty w poszczegélnych préobkach preparowano
przez odciecie odwlokéw. Nastepnie okreslano w cy-
lindrze miarowym objeto§¢ badanych odwlokow
i przenoszono je do mozdzierzy, dodawane takg sama
ilo§¢ wody, jaka zajmowaly odwloki i przygotowy-
wano z nich rozcier. Do badan mikroskopowych po-
bierano jedng krople rozeieru, przygotowywano z niej
preparat i ogladano przy powiekszeniu okolo 600 razy.

Prowadzono wzrckowg ocene stopnia zakazenia wg
Robertsa:

I — pojedyncze zarodniki w polu widzenia (+);

II — zarodniki widoczne w kazdym polu widzenia
nie stykajgce sie (++);

II1 — bardzo liczne zarodniki stykajace sie (+-++).

Wyniki

W badaniu pierwszym wykonanym 26.I—
10.11.1973 r. przygotowano 144 prébki, z kto-
rych 102 wykazywaly zakazenie choroba zarod-
nikowcows. Z tego 13 préobek wykazywalo za-
kazenie I stopnia, 18 probek zakazenie II stop-
nia i 71 probek zakazenie IIT stopnia.

W  badaniu drugim wykonanym = 20—
24 I11.1973 r. przeprowadzonym po pierwszym
oblocie, przebadano pasieki oznaczone literami
B i D, w ktorych bylo 116 pni pszczelich. W 93
probkach stwierdzono chorobe. Z tego 7 probek
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