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Badania nad laboratoryjnym rozpoznawaniem

zakaznego wirusowego zapalenia zotgdka i jelit Swin

L 4

(TGE). IV. Préba seroneutralizaciji

Z Zakladu Badania Choréb Swin Instytutu Weterynarii w Pulawach

W poprzednich pracach wlasny¢h nad labo-
ratoryjnym rozpoznawaniem TGE przedstawio-
no zasady izolacji wirusa z padiych i dobitych
z powodu tej choroby prosiagt (3), zasady diag-
nostyki opartej na badaniach histopatologicz-
nych (17) oraz na prébie immunofluorescencji
bezposredniej (14). Wymienione metody pozwa-
laja na rozpoznanie typowe przebiegajgcej cho-
roby, ktéra pojawila sie w wolnym dotychczas
od niej stadzie, powodujgc silne biegunki u
wiekszo$ci zwierzat i upadki w grupie prosiat
oseskow. Metody te sg natomiast malo przydat-
ne do diagnozowania TGE w stadach, w ktérych
omawiana jednostka chorobowa wystepuje stac-
jonarnie i w zwigzku z tym przebiega lagodnie
w atypowe]j postaci, atakujgc od czasu do czasu
jedynie cze$¢ zwierzat — przewaznie nowo od-
sadzone prosieta oraz sztuki Swiezo nabyte, a
upadki zdarzajg sie sporadycznie, czy tez nie
notuje sie ich wecale. W takich przypadkach,
a szezegblnie wowcezas, kiedy ma miejsce zaka-
zenie bezobjawowe (6), znaczne ustugi diagno-
styczne moze oddaé¢ préba seroneutralizacji (3,
6, 8), wykonywana in vitro w oparciu o ho-
dowle komorek nerki $wini (2, 4, 5, 15) lub tar-
czycy swini (7, 15) oraz cytopatyczny szczep wi-
rusa TGE.

Majge powyzsze na uwadze podjeto niniej-
sza prace, ktérej gléwnym celem bylo zaadap-
towanie proby sn do rutynowej diagnostyki
TGE w naszym kraju.

Materiat i metody

Do badan uzyto:

1. 6 mlodych §win o ciezarze ciala ok. 60 kg, po-
chodzgcych z hodowli wlasnej IWet,

2, 102 surowice krwi pobieranej od warchlakow w
3 gospodarstwach uspolecznionych po upiywie ok.
10—14 dni, 1, 2 i 4 miesiecy od daty klinicznego roz-
poznania TGE, ktore zostalo potwierdzone réwniez w
IWet badaniem histopatologicznym i prébg immuno-
fluorescencji bezpos$rednie;.

3. 600 surowic krwi pobranej od §win roznego wie-
ku — gléwnie za$§ od warchlakéw w 35 gospodar-
stwach uspolecznionych w celu potwierdzenia podej-
rzenia 0 TGE przebyte przed 2—5 miesigcami (w
wiekszo$ci przebieg lagodny — tylko przej$ciowe bie-
gunki, brak rozpoznania laboratoryjnego w czasie
trwania. choroby) lub tez uznania tych gospodarstw
za wolne od omawianej chorioby.

4. Cytopatyczne szezepy wirusa TGE: a) Purdue,
adaptowany do hodowli mnerki $§wini, (HNKS) —
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otrzymany z Instytutu Wet. w Brnie, b) N-17 adap-
towany do HNKS oraz hodowli komoérek tarczycy
Swini (HKTS) — réwniez otrzymany z Brna, c¢) kra-
jowy szczep C-71 wyizolowany we wilasnym zakresie
z blony S$luzowej jelit cienkich padiego na TGE pro-
siecia.

5. Jednorazowe hodowle komérek nerki §wini oraz
tarczyecy $wini przygotowane wedlug ogdlnie znanych
zasad. Stalg linie hodowli nerki §wini PK15 przygoto-
wang przez trypsynowanie hodowli macierzystej w
ciggu 40 min. w temperaturze 37°C. Osad odklejo-
nych komérek zawieszano w plynie Eagle’a (MEM —
1959) z dodatkiem 10% surowicy cielecej oraz anty-
biotyk6w. Z jednej buteleczki Legroux uzyskiwano
45 m] zawiesiny komoérek, z ktoérej przygotowywano
badz 3 butelki Legroux (a 15 ml na buteleczke), badz
30 probowek bakteriologicznych (& 1,5 ml hodowli).

Doswiadczalne §winie, po uprzednim stwierdzeniu,
ze W surowicy krwi nie posiadajg przeciwcial neutra-
lizujacych wirus TGE, podzielono na 2 grupy, z kto-
rych pierwszg zakazono donosowo i per os duzg daw-
ka wirusa N-17 (20X108 TCIDg), a drugg w ten sam
sposéb szczepem C-T71. Od wszystkich do§wiadczal-
nych zwierzat pobierano krew w 5, 10, 15 i 20 dniu
po zakazeniu. Uzyskang surowice inaktywowano w
temp. +56°C przez 1/2 godz. & przechowywano w
temp. —30°C.

Przed wykonaniem odeczynu seroneutralizacji celem
dokonania wyboru najbardziej wrazliwej hodowli ko-
moérek oznaczono miano wzorcowego szczepu ,,Pur-
due” w HKNS, HKTS i PK15 wg ogélnie przyjetych
zasad. Srednie miana obliczano wg metody Reeda
Muencha. TCID;, wymienionego szczepu we wszyst-
kich trzech rodzajach hodowli komoérek byty zblizone
(108.15—108,47), W zwigzku z poOwyzszym W pracy Uzy-
wano — w zaleznoéci od aktwalnych warunkéw tech-
nicznych — jedng z tych hodowld.

Odezyn seroneutralizacji z surowicami pochodzacy-
mi od §wifn doSwiadczalnych oraz nadestanymi z te-
renu wykonano, stosujac rozcienczenia surowic w po-
stepie geometrycznym i dodajac staly dawke wirusa
100 TCIDs/0,1 ml. Mieszaning wirus — surowica in-
kubowano w lazni wodnej w temp. +37°C przez
1 godz., a nastepnie kazdym rozcieficzeniem zakatza-
no 3—5 probowek z 24—48 godz. hodowly komoérek
HKNS, HKTS lub PK15 do 9 pasazu. Po poélgodzin-
nej inkubacji w temp. 37°C dodawano piyn utrzymu-
jacy, skladajacy sie z 98% plynu Eagle’a, 2% surowi-
¢y cielecej oraz antybiotykéw w ogdlnie przyjetych
dawlkach. Obecnoéé przeciwcial stwierdzono na pod-
stawie braku efektu cytopatycznego w zakazonych
hodowlach komoérek po 3, 4 i 5 dniach po zakazeniu.
Efekt zobojetniajgcy wirusa TCIDjo obliczano wg me-
tody Reeda Muencha. Do odczynu nastawiono kontro-
le ptynu utrzymujacego, wiasciwej dawki wirusa, bra-
ku czynnika cytopatycznego w badanych surowicach,
oraz kontrole ze znang surowica dodatnia.
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Tab. 1. Dynamika powstawania swoistych przeciwcial sn u $win zakazonych doswiadczalnie dwoma szcze-
pami wirusa TGE

Miano sn
. Nr Szczep TGE uzyty ol S
Grupa Swiri ‘ e e | 'p‘{zeq po zakazeniu
. zakazeniem | g g 10 dni 15 dni 20 dni
|
409 | 0 0 0 1:2 1:4
I 426 ' CcC—11 0 0 0 | 0 1:2
427 ; 0 0 0 0 1:2
[
428 ‘ 0 0 12 1:4 1:8
11 429 N—17 0 0 1:2 1:4 1:16
| 430 0 0 1:2 1:4 1:16

Wyniki i omdéwienie

Wyniki pracy przedstawiono w tab. 1, 2 1 3.

Dane zawarte w tab. 1 wskazujg na to, ze
oba szczepy wirusa TGE pobudzily organizm
Swin doswiadczalnych do swoistej odpowiedzi
immunologicznej. Je$§li jednak chodzi o szyb-
kos¢ uzyskania tej odpowiedzi to nalezy stwier-
dzi¢, ze w grupie §win zakazonych szczepem
C-71 (gr. I) byla ona o potowe mniejsza, niz
w grupie, ktérej podano szczep N-17 (gr. II).
W pierwszej z wymienionych grup przeciwciala
sn pojawily sie bowiem — praktycznie rzecz
biorge — dopiero po uptywie 20 dni od daty
zakazenia, podczas gdy w grupie drugiej wy-
kazano ich obecnos¢ o 10 dni wezesniej. Po-
wyzsze rdéinice mozna prawdopodobnie laczye
z roznym stopniem zjadliwosci uzytych szcze-
péw. Kliniczna obserwacja zakazonych zwie-
rzat pozwolila bowiem stwierdzi¢ u wszystkich
$win gr. I tylko posmutnienie, zmniejszony ape-
tyt, oraz u jednej z nich miernie nasilong jed-
nodniowa biegunke. U zwierzat gr. II wystagpita
natomiast wyrazna apatia i brak taknienia, a u
dwu $win réwniez silna biegunka, ktéora trwa-
la bez przerwy przez okres 3 dni.

Wyniki przedstawione w tab. 2 wskazuja na
to, ze do ok. 10 dni po pojawieniu sie¢ TGE w
stadzie §win, nie udato sie stwierdzi¢ swoistych
dla omawianej choroby przeciwcial sn. Bylo to
natomiast w peini mozliwe po uplywie 1, 21 4
mies. od wystapienia objawéw TGE. Przeciw-
ciala pojawily sie w surowicy zdecydowanej
wiekszo$ci zwierzat. Wysoko$¢ miana ksztalto-
wala sie réznie u réznych osobnikéw, przy czym
do 4 miesiecy od czasu wybuchu TGE miano sn
nie wykazywato tendencji spadkowej.

Jak wykazujg dane przedstawione w tab. 3,
na 600 surowic uzyskanych z krwi pobranej od
$§win roéznego wieku w 35 podejrzanych o prze-
chorowanie TGE gospodarstwach (chlewniach)
przeciwciala sn wykazano w sumie u 123 zwie-
rzat. Nalezy jednak wyjasni¢, ze zwierzeta te
pochodzily tylko z 7 gospodarstw, stanowigc w
poszezegblnych z nich 60—100% przystanych do
badania prébek krwi. W pozostatych 28 chlew-
niach (gospodarstwach) nie stwierdzono nato-
miast swoistych dla TGE przeciwciat sn. W
zwigzku z powyzszym wydaje sie mozliwe
stwierdzenie, ze podejrzenie o przebyte TGE
bylo stuszne jedynie w stosunku do pierwszych

Tab. 2. Wyniki badania surowic §win na obecnoé$é przeciwcial neutralizujagcych wirus TGE w réznym
czasie po wybuchu choroby w stadzie

q Liczbha Miano sn
Okres kfvc‘),?rama zbadapych o B
swi 0 1:2 1:4 1:8 | 1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128
| | D
ok. 10 dni po wybu- |
chu choroby w sta- 27 27 — = = = — = o=
dzie
| |
ok, 1 mies. j.w. 25 2 1 15 6 1 — = =
ok. 2 mies. jow. 45 1 1 14 16 4 6 3 —
. SO TSI S ! -
|
ok, 4 mies. jw. 5 — - | = — 1 2 2 —=
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7 serologicznie dodatnich gospodarstw. W sto-
sunku do reszty z nich podjeto podejrzenie zbyt
pochopnie, opierajac sie jedynie na wystapieniu
u Swin biegunek, ktére — jak wiadomo — mo-
ga byt nastepstwem calego szeregu przyczyn,
nie majacych nic wspélngo z zakaznym wiruso-
wym zapaleniem zolgdka i jelit $win,

Tab. 3. Wyniki badania surowic $win podejrzanych o przechorowanie TGE przed 2—5 miesigcami

bardziej odlegtej przeszlosci — ulegly one za-
kazeniu wirusem TGE, w wyniku czego wytwo-
rzy! sie u nich okres§lony poziom odpornosci ty-
pu humoralnego. Odpornos¢ ta jest zwykle w
stanie zapewni¢ ozdrowiencom, przez okres kil-
ku lub kilkunastu nawet miesiecy, niewrazli-
wos¢ na zachorowanie przy powtérnym zetknie-

Liczba zbadanych | . Miano sn S B — _
oswm e | 13 1:4 158 | 116 | 132 1:64 | 1:128
. |
600 477 2 | 63 32 14 10 B
|

Wyniki calosci niniejszej pracy wskazujg na
to, ze przy pomocy proby seroneutralizacji moz-
na wykrywa¢ stada $§win, ktére przed 2—3 tyg.
lub tez wecze$niej zostaly zakazone wirusem
TGE. Miana przeciwcial sn w badaniach wlas-
nych wahaly sie w granicach 0—1:64, a dlugos¢
okresu utrzymywania sie przeciwcial w suro-
wicy krwi $win wynosila co najmniej 4 miesig-
ce (dtuzej nie badano).

Jesli chodzi o dane z piSmiennictwa, to na-
lezy stwierdzi¢, ze czas pojawiania sie u $swin
ozdrowiencow po TGE swoistych przeciwcial,
dlugos¢ ich utrzymywania sie w surowicy krwi
oraz znaczenie dla diagnostyki i zwalczania
omawianej choroby sg oceniane roéznie przez
roznych autoréw. Wiekszos¢ badaczy wyraza
poglad, Ze przeciwciala te pojawiajg sie we krwi
miedzy 8 a 21 dniem po zakazeniu $win wiru-
sem TGE (1, 3, 6, 9, 10, 14). U cze$ci zwierzat
(do 30%), szczegolnie w gospodarstwach wielko-
towarowych, mimo ostrego przebiegu choroby
w stadzie wynik préby sn bywa ujemny (9).
Wysoko$¢ miana sn moze waha¢ sie w dosé
szerokich granicach, co — niezaleznie od stop-
nia zjadliwo$ci szczepu — wydaje sie pozosta-
wac w zwigzku z indywidualnymi wlasciwoscia-
mi organizmu poszczegdlnych zwierzat, jak réw-
niez z ich wiekiem. Przemawiajg za tym m. in.
wyniki badann Moczari i wsp. (10), a takze Bach-
manna i wsp. (1). Pierwsi z wymienionych auto-
row wykazali w surowicy krwi loch prosnych
1 karmigcych, po uptywie 14 dni od daty ich
zachorowania na TGE, miano sn w granicach
0—1:64. W siarze tych samych zwierzat indy-
widualne réznice wysoko$ci miana byly jeszcze
wyzsze (0—1:256). Drugi zespél autorski, ba-
dajac w Kkilku stadach surowice krwi swin mie-
dzy 14—21 dniem po wybuchu TGE, stwierdzit
u pro$nych macior miano sn w granicach
1:8—1:160, u macior karmigcych 1:48—1:112,
u 4—6 miesiecznych tucznikow 1:5—1:40, a u
2—3 mies. warchlakow tylko 1:4—1:12. Powyz-
sze dane sg jak wida¢ w zasadzie zbiezne z wy-
nikami pracy wlasnej i to zaréwno odnosnie
czasu pojawiania sie przeciwcial jak i wysoko$-
ci miana.

Obecnosé swoistych przeciwcial sn w suro-
wicy krwi §win dowodzi, ze — w mniej lub
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ciu sie z wirusem TGE. Maciory posiadajgce
W surowicy miana sn co najmniej 1:30 gwaran-
tujag ochrone przed TGE karmionym przez nie
prosietom na caly okres ssania (9, 11). Nalezy
jednak zaznaczy¢, ze §winie ozdrowiency — ito
nawet te z nich, ktore posiadajg przeciwciala
anty-TGE — moga pozostawaé przez okres ok.
8 tygodni, a w niektorych przypadkach nawet
znacznie dluzej, nosicielami i siewcami wydzie-
lanego glownie z kalem zarazka omawianej cho-
roby (6, 12). Dzieje sie tak m. in. dlatego, ze
krazgce we krwi swoiste przeciwciala majg
trudny dostep do komorek nablonka jelitowego,
ktory — jak wiadomo — jest glownym miej-
scem namnazania sie wirusa TGE (8). Szczegol-
nie diugotrwalymi siewcami wymienionego za-
razka majg by¢ zwierzeta, ktére po przebyciu
TGE wykazujg gorszy apetyt, zahamowanie w
rozwoju i inne odchylenia od normy w ogél-
nym stanie zdrowia. Majgc powyzsze na uwa-
dze mozna wyrazi¢ poglad, ze wykrycie przy
jednorazowym badaniu w gospodarstwie (chlew-
ni) — od dtuzszego nawet czasu wolnym od
TGE w sensie Kklinicznym — pewnej liczby
$win, posiadajgcych swoiste dla omawianej cho-
roby przeciwciala sn, nie upowaznia wprawdzie
do twierdzenie, ze sg w tym gospodarstwie siew-
cy czy nosiciele zarazka, daje jednak podsta-
we do podejrzewania obecnosci takich wlasnie
epizootiologicznie niebezpiecznych zwierzat. Po-
wziete podejrzenie mozna — do pewnego stop-
nia — wyjasni¢ drogg powtérnego wykonania
proby sn po uplywie co najmniej 4 tygodni od
daty pierwszego badania (3, 8). Pojawienie sie
w drugim badaniu nowych zwierzat serologicz-
nie dodatnich, jak réwniez wzrost miana sn —
szczegblnie u 6—10 tygodniowych prosigt nie
poddanych szczepieniu czynnemu — $wiadcezy
o obecnosci i krazeniu w stadzie potencjalnie
chorobotwérczego wirusa TGE. Stada takie,
zgodnie z zaleceniami opracowanymi na konfe-
rencji szefow stuzb weterynaryjnych krajow —
czlonkow RWPG (Lipsk 1974), nie powinny do-
starcza¢ materialu hodowlanego do przemysto-
wych ferm trzody chlewnej.

Reasumujac wyniki badan wlasnych oraz
przedstawione dane z piSmiennictwa nalezy
stwierdzi¢, ze seroneutralizacja, umozliwiajgca
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wykrywanie u $win swoistych p-cial w okresie
od kilku dni do kilkunastu nawet miesiecy po
zakazeniu tych zwierzat wirusem TGE, jest
stadng préba z wyboru w diagnostyce wymie-
nionej choroby szczegélnie tam, gdzie nie ma
warunkoéw na weczesniejsze jej rozpoznanie in-
nymi metodami. W zwigzku z powyzszym bar-
dzo celowe wydaje sie stworzenie w Zaktadach
Higieny Weterynaryjnej warunkéw dla rutyno-
wego wykonywania proby sn, bedgcej jednym
z istotnych elementéw w zespole metod rozpo-
znawania a w rezultacie tez zwalczania TGE
w naszym kraju.
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KONRAD WASINSKI

Badania wtasciwosci biologicznych atenuowanych
szczepow wtoskowca rozycy, uzywanych do produkcji
szczepionek

Z Zaktadu Badania Chorob Swin Instytutu Weterynarii w Pulawach

Z analizy piSmiennictwa i dostepnych da-
nych statystycznych wynika, ze rézyca $win,
bedaca jedng z majwczeéniej i stosunkowo dob-
rze poznanych choréb zakaznych, stanowi nadal
aktualny problem gospodarczy i naukowy w
Polsce a takze w innych krajach (7, 8, 9). W
ocenach krajowej sytuacji epizootycznej (4, 13)
zwraca sie¢ uwage na czeste wystepowanie zjad-
liwych wloskowcdéw w otoczeniu i organizmach
swin oraz stosunkowo liczne zachorowania (w
niektérych rejonach do 20%) wsrod §win nie-
szczepionych. Przyczyny tego stanu, a takze
1 mozliwosci wyeliminowania rézycy swin w
przyszlosci trafnie wydaje sie precyzowaé¢ kon-
kluzja, ktérg Shuman i Wood konczg obszerne
opracowanie tej jednostki chorobowej (11). Au-
torzy ci stwierdzajg mianowicie, ze ,,jezeli wez-
mie sie pod uwage szerokie rozprzestrzenienie
wloskowca rézycy i jego liczne powigzania z
réznymi gatunkami zwierzat (ssakéw i ptakow),
jego oczywistg zdolnoéé do przezywania w po-
zornie niesprzyjajacych warunkach i brak god-
nych zaufania metod wykrywania, to erady-
kacja rézycy wydaje sie by¢ bardzo odlegta”.

W zespole metod zapobiegania rézycy, obok
stosowania niewatpliwie skutecznych zabiegéow

profilaktyki ogélnej (12), bardzo wazng role od-
grywajg szczepienia profilaktyczne. Wynika stad
potrzeba statej dbatosci zaréwno o wlaseiwg or-
ganizacje tych szczepien jak i o jako$é stoso-
wanych preparatow. Wartos¢ uodporniajgca zy-
we] szczepionki przeciwrézycowej jest w znacz-
nym stopniu uzalezniona od wladciwosci szczepu
wloskowca uzytego do jej wytwarzania (3).

Powyzsze wzgledy stanowily uzasadnienie
dla podjecia badan nad istotnymi dla profilak-
tyki cechami atenuowanych szczepéw wloskow-
ca rozycy, ktére umozliwilyby wskazanie jed-
nego lub kilku szczep6ow, najbardzej przydat-
nych do immunoprofilaktyki tej choroby w Pol-
sce. W badaniach nad zjadliwoscig resztkowsa
szczepow atenuowanych postuzono sie nie sto-
sowang dotad w tym celu metodg immunode-
presji.

W niniejszej publikacji przedstawione zosta-
ng pokrotce wybrane fragmenty tych badan.
Dalsza ich cze$é, dotyczaca rewersji zjadliwosci
u atenuowanych szczepdéw wloskowea rozycy
oraz mozliwosci jej iloSciowego okreslania, beda
przedmiotem oddzielnego opracowania.
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