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Badania nad laboratoryjnym rozpoznawaniem

zakaznego wirusowego zapalenia zotqgdka i jelit $win

(TGE). Ill. Préba immunofluorescencji bezposrednie;
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Na przestrzeni ostatnich lat pojawily sie w
piSmiennictwie weterynaryjnym prace na te-
mat mozliwosci stosowania préby immunofluo-~
rescencji (if) w laboratoryjnej diagnostyce
TGE (2—11). Uzyskane wyniki — generalnie
rzecz biorgc -— mozna uznaé za pomys$lne. Do-
tyczy to w pierwszym rzedzie immunofluo-
rescencji wykonywanej metoda bezposrednig
(ifb), opartej o preparaty histopatologiczne =z
jelit cienkich chorych prosiat (4, 7, 8, 9, 10, 11).
Majac powyzsze na uwadze podjeto niniejsza
prace, ktérej célem jest zaadaptowanie préby
ifb do rutynowej diagnostyki TGE w naszym
kraju, a takze wyprodukowanie odpowiednie]j
ilosci swoistej surowicy znakowanei, z zamia-
rem udostepnienia jej Zakladom Higieny We-
terynaryjnej.

Material i metody

Do badan uzyto:

1. Dwa, opisane w poprzedniej pracy (12), cytopa-
tyczne szeczepy wirusa TGE, oznaczone symbolami
N-17, i C-71;

2. Jednowarstwowsg pierwotng hodowle komorek
nerki §wini, przygotowana wedlug metody podanej
poprzednio (12);

3. Surowice krwi $wini  hiperimmunizowanej
szezepem wirusa TGE, oznaczonego symbolem N-17,
ktérej miano koncowe wynosilo 1:720 TCIDs;

4. Koniugate wzorcowa do rozpoznawania TGE,
produkecji Bioveta Ivanovice n/Hane, otrzymang =z
Instytutu Weterynarii w Brnie (CSSR);

5. Trzy mioty (A, B, C) dwudniowych prosiat, lacz~
nie z maciorami, pochodzacymi z gospodarstwa ho-
dowlanego wolnego od TGE;

6. 138 prosigt nadestanych z terenu do badan roz-
poznawezych w kierunku TGE na przelomie lat 1970—
1972, z czego 107 sztuk dostarczono w stanie zZywym,
w 2—10 dniu choroby, a 31 w stanie martwym, po
uplywie 6—48 godzin od chwili padnigcia.

Koniugate wlasng przygotowano w nastepujacy spo-
s6b: przeciwciala anty-TGE, zawarte w surowicy krwi
uzyskane] ze $wini hiperimmunizowanej szczepem
M-17, wytrgcono siarczanem amonu i dializowano, a
uzyskang gamma-globuline oczyszczono celulozg
DEAE-DE;. Znakowanie p-ciat izotiocyanianem
fluoresceiny (Fluka) przeprowadzono wg metody
Coonsa w modyfikacji Aynaud i Bibarda (1).

W kazdym 2z trzech dwudniowych miotéw jedno
prosie usypiano, a pozostale dzielono na dwie grupy
z ktérych pierwsza — lgcznie z maciora — zakazano
doustnie i donosowo wirusem TGE, a drugg pozosta-
wiono do zakazenia kontaktowego. Miot A zakazono
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szezepem N-17, podajac dwom prosietom 2X104, a ma-
ciorze 2X104 TCID;, wirusa mamnozonego w hodowli
komorek nerki §wini; 3 sztuki prosigt z miotu B i ma-
ciorg zakazono szczepem C-71 w dawkach podanych
wyzej; cze§¢ miotu C (3 szt.), lgcznie z maciors, zaka-
zono rozcierem jelit cienkich prosiecia podejrzanego
0 TGE, ktére zostalo dostarczone do badan rozpoznaw-
czych z terenu. Cze$é prosigt uspiono po upltywie 24—72
godz. od chwili zakazenia, a reszta padla w czasie
46—115 godzin. Natychmiast po $mierci prosiat wyko-
nywano sekcje, pobierajgc réwnocze$nie 1 em wycin-
ki jelita czczego i biodrowego w celu sporzadzenia
preparatéw histopatologicznych niezbednych do wy-
konania proby ifb. Wzorowano sie przy tym czedcio-
wo na technice nodanej przez Pospisila i wsp. (9).
Wycinki jelit najpierw utrwalano w acetonie w temp.
+4°C co najmniej przez 4 godz., a nastepnie prze-
§wietlano je w dwu zmianach benzenu w temperatu-
rze pokojowej i zatapiano w nisko topliwej parafinie
(52—54°C).

Z zatopionych przetrzymywanych w lodéwce blocz-
kéw, krojono skrawki grubofei 4—5 1, przytwierdzano
je do szkietek podstawowych i po uplywie godziny
odparafinowywano w ksylenie przez 5 minut, ptuka-
no w alkoholu 96% i 70% przez 5 minut, a nastepnie
w buforze fosforanowym 10 minut. Po wysuszeniu
preparatéw w temp. pokojowej ,barwiono” je koniu-
gatag w komorze wilgotnej o temp. 37°C przez 30 mi-
nut. potem plukano przez 10 minut w PBS, oraz przez
5—10 sekund w wodzie destylowanej. Skrawki po-
wlekano mieszaning gliceryny i PBS (1 cz. gliceryny
+ cz. PBS) i przykrywano szkietkiem nakrywko-
wym. Oceny preparatéw dokonywano w mikroskopie
luminescencyjnym ME-~2, stosujgc filiry ultrafioletu
UFS 5—86. oraz filtry barierowe ZS-18.

Kontrole swoisto§ci ifb przeprowadzano w odczynie
wygaszania, stosujac przed barwieniem koniugatz 30
minutowe wysycanie preparatéw surowicg o wyso-
kim mianie przeciwecial anty-TGE.

Z prosietami dostarczonymi z terenu i z pobranym
z nich materiatem (wycinki jelita czczego i biodrowe-
g0) postepowano w sposéb wyzej opisany.

Wyniki

Wszystkie trzy mioty prosigt, zakazone 1gcznie =z
maciorami trzema réinymi szczepami wirusa TGE,
juz po uplywie 18—24 godz. — je$li chodzi o prosie-
ta, ktébrym podano wirus doustnie i donosowo, lub po
uplywie 36—48 godzin — w przypadku prosigt pozo-
stawionych do zakazenia kontaktowego, zachorowaly
wérod objawéw typowych dla zakaZnego wirusowego
zapalenia zolgdka i jelit (12). Zmiany anatomo- i
histopatologiczne, ktére stwierdzono u u$pionych i
padiych prosiat opisano poprzednio (12, 13).
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U zakazonych macior stwierdzono tylko ogélng apa-
ti¢, znacznie zmniejszone laknienie, utrate wydziela-
nia mleka. Biegunki nie obserwowano. Po uplywie

kilku dni stan ogélny tych zwierzat powrdcit do.

normy.
Wyniki proéby immunofluorescencji bezpo$rednie]
(ifb), wykonanej na skrawkach parafinowych z jelita

czczego i biodrowego doswiadczalnych prosigt, przed-
stawiono w tab. 1. Wynika z njej, ze po upltywie 24
godzin od chwili zakazenia tych zwierzgt, niezaleznie
od uzytego szczepu wirusa TGE, proba ifb wypadala
dodatnio. Swoista fluorescencje w postaci jasnego
z61to-zielonego §wiecenia plazmy wykazywalo ok.
30—60% komorek nablonka blony Sluzowej (enterocy-
tow) badanych wycinkéw jelit. U prosigt uspionych
lub padlych w 48—115 godz. po zakazeniu wirusem
TGE, czy tez po pozostawieniu ich w bezpoSrednim
kontakcie z zakazonymi zwierzetami, swoistg fluore-
scencje stwierdzono w 60—90%, a nawet w 100% ente-
rocytow. Cytoplazma komorek nablonka jelitowego
zwierzat kontrolnych, oraz cze§ci komoérek zwierzgt
chorych, wykazywala fluorescencje nieswoista (ujem-
na) w odcieniu zielonkawym. Jadra komoérek zaréwno
,dodatnich” jak i ,ujemnych* byly pozbawione
fluorescencji. Nie stwierdzano istotnych rdznic mie-
dzy preparatami z jelita czczego i biodrowego w za-
kresie komorek wykazujacych dodatnig fluorescencje.

Rok XXX

do badania dopiero po uplywie 8—10 godz. po §mierci.

Ujemne wyniki uzyskano przy badaniu 26 prosiat.
Dotyczyly one czedciowo przypadkéw, u ktéorych le-
karz terenowy nieslusznie podejrzewat TGE, albo kie-
dy dostarczone do badan prosieta dilugo chorowaly,
bgdZz dostarczone je zbyt pdino po padnieciu.

Dyskusja

Wprowadzenie do rutynowej praktyki labo-
ratoryjnej szybkiej, prostej w wykoraniu, a
rownocze$nie dokladnej metody rozpoznawania
TGE, jest obecnie sprawa niezmiernie pilng.
Wymienionym warunkom wydaje sie odpowia-
da¢ w znacznym stopniu proba immunofluo-
rescencji. Nie wchodzi tu raczej w rachube —
w naszych obecnych warunkach — immuno-
fluorescencja wykonywana metoda posrednig,
polegajgca ra ,barwieniu” koniugatg hodowli
komoérek zakazonych uprzednio nadestanym do
badania, podejrzanym o TGE, materiatem. Do

Tab. 1. Wyniki rozpoznawania zakaznego wirusowego zapalenia zoladka i jelit §win przy pomnocy proby

immunofluorescencji bezposredniej u prosiat sztucznie zakazonych réznymi szezepami

wirusa TGE
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Objasnienia: K = prosieta kontrolne; -+ = dodatnia fluorescencja ok. 30% komorek nabtonka jelitowego; +++ = do-

datnia fluorescencja oK. 60% komorek nablonka jelitowego;+-++-+ = dodatnia fluorescencja 80-100% komorek nablonka

jelilowego.

Jak wynika z tab. 1, koniugata wilasna dawala wy-
niki bardzo zblizone do czeskiej, tzn. w jednakowym
prawie stopniu dodatnie u wszystkich prosiat cho-
rych na TGE, oraz ujemne u zwierzat kontrolnych.

Tab. 2. Wyniki rozpoznawania TGE
immunofluorescencji bezposredniej u
czonych z terenu.
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Wyniki proby ifb wykonywanej na preparatach

przygotowanych z jelita czczego i blodrowego prosigt
nadestanych z terenu przedstawiono w tab. 2. Dane
zebrane w tab. 2 wskazuja, ze sposréd 138 prosiat
nadestanych do badania z terenu, dodatnie wyniki
uzyskano u 101 zwierzgt. Nalezy zaznaczyé¢, ze tylko
w trzech przypadkach dotyczyly cne zwierzat padiych
przed dostarczeniem do Instytutu Wet.

Wyniki watpliwe (niezdecydowany odcien immuno-
fluorescencji) uzyskano w sumie u 11 prosigt, z czegc
2 u prosigt Zywych, starszych niz 2 tygodnie i choru-
jacych ok. 8—10 dni, a 9 u prosiat padlych, u ktoérych
choroba trwata 5—18 dni, za$§ wycinki jelit pobrano
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wykonania tej préby konieczne jest bowiem
nosiadanie dobrze wypesazonej pracowni wi-
rusologicznej, a samo badanie trwa co najmniej
kilka dni. W peini natomiast przydatna do ru-
tynowej diagnostyki TGE jest préba immuno-
fluorescencji bezposredniej, szczegdlnie jesli
wykonuje sie ja zastosowana w niniejszej pra-
cy technikg skrawkoéw parafinowych, przygo-
towanych z jelit cienkich podejrzanych o TGE
chorych prosigt. Umozliwia ona bowiem posta-
wienie diagnozy w ciggu 24 godzin, albo na-
wet jeszcze szybeiej, jest stosunkowo prosta,
a co najwaznejsze — przy swiezym materiale
patologicznym i dobrej koniugacie — moze za-
pewni¢ nawet w 100% trafne rozpoznanie.
Swiadczg o tym wyvniki pracy wlasnej (tab. 1)
oraz wyniki badan innych autoréw, gilownic
za$ Pansearta i wsp. (7). Wykazali oni miedzy
innymi, ze wlasciwie wykonana préba ifb nie

ustepuje pod wzgledem dokladnosci diagno-
stycznej prébie biologicznej na wrazliwych
prosietach. Uzyskanie tak duzej dokladnogci,

oprécz dobrej koniugaty, nalezy przypisaé w
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znacznej mierze uzyciu w tej technice prepa-
ratow histopatologicznych =z jelita czczego
i ewentualnie biodrowego. Jak wykazaly bo-
wiem badania wielu autoréw, najwyzsza kon-
centracjg wirusa stwierdza sie w komodrkach
nablonka tych wlasnie odcinkéw jelit, gltownie
za$ jelita czczego i dlatego tez tam mnajlatwiej
wykaza¢ obecnoé¢ wirusa TGE.

Wprawdzie Konishi i Bankowski (3), stosujge
technike odeiskowa uzyskali wiecej wynikdw
dodatnich w preparatach z wezléw chilonnych
krezkowych (86,6%) i migdatkéw (93,3%) cho-
rych na TGE prosigt, niz w preparatach z jelit
cienkich (74,3%), to jednak wydaje sie, ze diag-
nostyczna swoistoé¢ tych wynikdéw moze bu-
dzi¢ pewne watpliwosci. Upowazniaja do tego
zarowno dotychczasowe wiadomosci na temat
powinowactwa wirusa TGE do poszczegolnych
narzadow 1 tkanek, jak réwniez, bedgce prak-
tycznym potwierdzeniem powyzszego, wyniki
badan Pospisila i wsp. (9, 10). Wymienieni au-
torzy w preparatach z wezldéw chlonnych krez-
kowych i migdatkéw prosigt chorych na TGE
w ogo6le nie spotkali komoérek o dodatniej
fluorescencji, wskazujgcej na obecnos¢ w nich
wirusa tej choroby. Stwierdzili oni wprawdzie
jasng fluorescencje w granulocytach, ale wy-
stepowata ona zaréwno w preparatach z prosiat
chorych na TGE, jak i zdrowych -— kontrol-
nych. Mozna wiec sadzié¢, zgodnie zreszta z opi-
nig Nairna (9), ze byla to fluorescencja nie-
swoista.

Skromna stosunkowo ilo§¢ dodatnich wyni-
kéw proby ifb, uzyskana przez Konishi i Ban-
kowskiego (3) w preparatach odciskowych =z
jelit cienkich prosigt zakazonych wirusem TGE
(74,3%), wydaje si¢ przemawiaé za tym, ze
technika preparatéw odciskowo-mazanych nie
jest odpowiednia dla rozpoznawania wymienio-
nej choroby. Technika skrawkéw parafinowych
stosowana przez Pospisila i wsp. (9), Sobiecha
i wsp. (11), oraz wyprébowana przez nas w
niniejszej pracy, jest niewatpliwie bardzie]
niezawodna. Do jej zalet nalezy zaliczvé m. in.
mozliwo$é zachowania naturalnego anatomicz-
no-przestrzennego ukladu badanych tkanek, co
znacznie ulatwia prawidlowa ocene preparatow,
a tym samym prawidlowe rozpoznanie. Poza
tym, jak wynika z wlasnych obserwacii i ba-
dan Pospisila i wsp. (9, 10), zatopione w para-
finie wycinki jelit, je$li sg przechowywane w
chlodni, nadajg sie do celéw rozpoznawczych
nawet po uplywie kilku miesiecy.

Jednym z zasadniczych warunkéw uzyskania
miarodajnych wynikéw préby ifb, wykonywa-
nej technikg skrawkdéw parafinowych, podobnie
zresztg jak i przy pomocy innych technik, jest
uzycie do badan $wiezego materiatu, pobranego
z prosiat u$pionych lub padlych w 1—4 dniu
choroby. Chodzi o to, ze, po pierwsze, szybko
zachodzgce w przewodzie pokarmowym zmia-
ny autolityczne i gnilne juz po upltywie kilku
godzin od §mierci zwierzecia powodujg nieswo-
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istg fluorescencje enterocytow zakazonych wi-
rusem TGE, a powtére, rownolegle z zaczyna-
Jacg sig po kilku dniach choroby regeneracijg
kosmkéw, zmniejsza sie szybko liczba dodatnio
fluoryzujacych komorek nablonka jelitowego,
co — silg rzeczy — zmniejsza rowniez szanse
prawidlowego rozpoznania. Po uplywie 10 dni
od wystgpienia pierwszych objawéw choroby,
nawet przy uzyciu zupelnie §wiezego materia-
tu patologicznego, wyniki préby ifb sg juz z re-
guly ujemne (9). Diagnostyczng przydatnosc
prosigt padlych w okresie 1—5 dnia choroby,
mozna przedtuzyé najwyzej do 12 godzin go
Smierci, ale tylko wowezas, jesli zwioki tych
zwierzat beda przechowywane w lodéwce (9).

Reasumujac wydaje sie mozliwe stwierdzi¢,
ze proba immunofluorescencji bezposredniej,
wykonywana technikg skrawkow parafinowych
z uwzglednieniem podanych wyzej warunkow,
moze by¢ zalecana w rutynowej diagnostyce
TGE w naszym kraju. Wdrozenie jej do prak-
tyki laboratoryjnej nie powinno napotykaé¢ na
powazniejsze przeszkody. Mamy bowiem kra-
jowa, dostatecznie swoistg koniugate, a wiek-
szo§¢ ZHW dysponuje niezbednym wyposaze-
niem technicznym i kwalifikowang kadra.

Wnioski

1. Préba immunofluorescencji bezposredniej
wykonvwana na skrawkach parafinowych jeli-
ta czczego 1 ewentualnie biodrowego chorych
prosiat, pozwala na uzyskanie 100% dodatnich
wynikéw u zwierzgt zakazonych wirusem TGE.

2. Warunkiem uzyskania prawidlowego roz-
poznania TGE jest dostarczenie do ZHW pro-
sigt zywych, chorujacych nie diuzej niz 4 dni,
albo tez padiych, ale mozliwie najszybciej po
zejsciu $miertelnym (do 4 godzin).

3. Znakowana surowica anty-TGE, przygoto-
wana we wilasnym zakresie, nie ustepuje pod
wzgledem swoistosci koniugacie czeskiej (,,Bio-
veta” — Ivanovice) i w pelni jest przydatna
do proby immunofluorescenciji.

4. Proba immunofluorescencji wykonywana
stosowang w tej pracy technikag jest szybka, ta-
nig i dokladng metodg laboratoryjnego rozpo-
znawania TGE.

5. Prébe immunofluorescencji bezposrednie]j
oparta na krajowej koniugacie i parafinowych
skrawkach z jelita czczego i ewent. biodrowe-
go chorych prosigt nalezy wprowadzi¢ do ru-
tynowej diagnostyki TGE we wszystkich zakla-
dach rozpoznawczych w kraju.
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Wptyw czasu przechowywania nabtonka jezykowego bydfa
na wtasciwosci uodparniajqce szczepionki przeciwpryszczycowej
przygotowanej mefodq Frenkla

Z Zakladu Badania Pryszczycy Instytutu Weterynarii w Zduntiskiej Woli

Efekty uzyskiwane przy namnazaniu wirusa
pryszczycy metoda Frenkla, to jest przy na-
mnazaniu in vitro na nablonku zebranym z
jezykéw bydia rzeznego, uzaleznione sg w du-
zej mierze od $wiezoSci nablonka. W nielicz-
nych przypadkach produkcyjne namnazanie
wirusa pryszezycy mozna prowadzié na na-
blonku bezposrednio zebranym z jezykéw. W
wiekszo$ci do produkeji trafia nablonek prze-
chowywany przez pewien okres czasu w ply-
nach konserwujacych.

Dane zamieszczone w piSmiennictwie odno-
szacvym sie do tego zagadnienia (1, 2, 3, 4, 5)
okre$laja maksymalny czas przechowywania
nablonka na 5 do 7 dni od chwili zebrania.
Przezywanie tkanki nablonkowei réwnoznacz-
ne z okresem jej przydatnosci do namnazania
wirusa pryszczycy uzaleznione jest od szeregu
czynnikéw ksztaltujacych sie odmiennie w
roznych zakladach. Z tego wzgledu podjeto pra-
ce do$wiadczalne, majace wyijasni¢ jak dlugo
w warunkach istniejacych w Zakladzie Bada-
nia Pryszczycy mozna przechowywaé¢ zebrany
nablonek bez obawv obniZzenia waloréw uod-
parniajacych produkowanej szczepionki prze-
ciwpryszczycowe;j.

Material i metody

Nablonek. Jezyki odciete bezpodrednio pno uboiu
hydla myto biezgca ciepla wodg, zmywano alkoho-
lem etylowym o stezeniu 72% i naswietlano promie-
niami ultrafioletowymi. Po tych zabiegach nablonek
§cinano z jezykdédw i umieszczano natychmiast w
ochlodzonym do 4°C plynie konserwujacym o skla-
dzie:
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NaHCO;, 20 g
Glukoza 10 ,,
Ekstrakt drozdzowy 10 ,,
Hydrolizat laktoalbuminy 40 ,,
Neomycyna 2,
Sulfametazyna Na 10 ,,
Penicylina - 3 mil jedn.

Woda destylowana do objeto§ci 10 1

Nablonek w plynie konserwujgcym przewozono w
pojemnikach izotermicznych do Zakladu, gdzie w
temperaturze 4°C przetrzymywano go do czasu za-
lozenia hodowli.

Wirus. W do$wiadczeniach uzywano wirus prysz-
czyey typu O szezep Strzelewo-62 adaptowanyv
unrzednio do hodowli na nablonku. Miano wirusa
uzywanego do zakazania doSwiadeczalnych hodowli wy-
rosito 108,82TCID;,/ml.

Nammnazanie wirusa. Hodowle zaktadano uzy -
wajgc plyn odzywezy stosowany w seryjnym namna-
7aniu wirusa dla celéw produkeyjnych. Namnazanie
vrowadzono w ciegu 24 godz. w temperaturze 36°C
przy stalym powolnym mieszaniu i cigglym przepty-
wie tlenu. Do kazdego mamnozenia uzywano 1 kg
nablonka w 10 1 plynu odZyweczego. Hodowle zakazano
dodaijac zawiesine wirusa w ilofci 1019TCIDs. Uzy-
skane materialy wirusowe mianowano na jedno-
warstwowych hodowlach komérek nerki cielecia (6).
Wryniki obliczano wzorem Reeda i Muencha. Kazdo-
razowo wykonywano réwniez odczyn wigzania dopel-
piacza z wzrastajgcymi rozcieficzeniami antygenu.
Jako wynik podawane jest najwyzsze rozcieficzenie
dajace zahamowanie hemolizy.

Szeczepionka przeciwpryszczycowa.
W oparciu o materialy wirusowe otrzymane w pOsz-
czegblnych namnoZeniach sporzgdzano szczepionke o
nastepujacym skladzie:

Material wirusowy — nablonek 6%
Materiat wirusowy — plyn hodowli 30%
Wodorotlenek glinu 2%-owy 30%
Glikokolowy plyn buforowy 1%
Formalina 0,08%
Gliceryna 5%
Saponina 0,1%

Fosforanowy plyn buforowy do 100%
Przy otrzymywaniu szczepionki piyn hodowli zawie-
rajacy wirus mieszano z wyciggiem uzyskanym z
dwukrotnej ekstrakeji nablonka fosforanowym ply-
nem buforowym. Zawiesine odbialczano chlorofor-



