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Bodonio nod loborotoryjnym rozpoznowoniem
zokgźnego wirusowego zopolenio żołgdko i jelit świń

(TGE). lV. Próbo seroneuirolizocji
z zak ad§ Badania chorób ŚWiń Instytutu weterynarii w Puławech

W poprzednich pracach własnyćh nad labo-
ratoryjnym rozpoznawaniem TGE przedstawio-
no zasady izolacji wirusa z padłych i dobitych
z powodu tej choroby prosiąt (3), zasady diag-
nostyki opartej na badaniach histopatologicz-
nych (17) oTaz na próbie immunofluorescencji
bezpośredniej (1a). Wymienione metody pozwa-
lają na r,ozlnznanie typowe przebiegającej cho-
roby, która pojawiła się w wolnym dotychczas
od niej stadzie, powodując silne biegunki u
większości zwierząt i upadl<i w grupie prosiąt
osesków. Metody te są natomiast mało przydat-
ne do diagnozowania TGE w stadach, w których
omawiana jednostka chorobowa występuje śtac-
jonarnie i w związku z tym przebiega łagodni.e_
w atypowej postaci, atakując od czasu do czasu
jedynie część zwierząt - przeważnie nowo od-
sadzone prosięta oraz sztuki świeżo nabyte, a
upadki zdarzają się sporadyczrtie, czy też nie
notuje się ich wcale. W takich przypadkach,
a szczególnie wówczas, kiedy ma miejsce zaka-
żełrie bezobjawowe (6), znaczne usługi diagno-
styczne moze oddać próba seroneutralizacji {3,
6, B), wykonywana źn ui,tro w oparciu o ho-
dowlę komórek nerki świni (2, 4,5, 15) lub tar-
cTycy świni (7, 15) oraz cytopatyczny szczep wi-
rusa TGE.

Mając powyższe na uwadze podjęto niniej-
szą pracę, której głównym celem było zaadap-
towanie próby sn do rutynowej diagnostyki
TGE w nasąrrn kraju.

M,aterd,ał i metody

Do bad,ań użyto:

l. 6 młodych świń o ciężarze ciała ,ok. 60 kg, po-
chordzących z hodowli wła,snej IWet.

2, 102 sur,owi,ce krwi p,obieranej od warchlaków w
3 gospodars,twach uspołecznionych po upływie ok.
10-14 ,dni, 7, 2 i 4 ,rniesięcy ,od ,d,a,ty klinicznego roz-
poznania TGE, któ,re zostało potwierdzorte rółvnież w
IWet badaniem hi,stopatolo,glcznym d próbą immuno-
fluorr escenc ji bezpośr,edrtiej.

3, 600 surowic krvłi pobranej od świń różnego wi,e-
ku - głównie zaś od warchlaków w 35 gospodar-
stwach uspołecznionych w celu potwierdzenia podej-
nzenia o TGE przebyte przed 2-5 rn&esiącqrni (w
większości przebleg łąg,odny - tylko przejścńowe bie-
gunki, brak rozpoznania lab,o,r,atlony jne,go w czasie
trwan,ia chor,oby) lub też uznania tych gospodarstw
za wolne od omawianej choroby.

4, Cytopatyczne szczepy wirusa TGE: ,a) Pur,due,
adaptorł,arry do hodowli nerki śv/ini, (HNKS) -
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otrzymany z Instytutu Wet. .w Br,nie, b) N-17 adap-
towany do HNKS oraz hodowli komórek tarczycy
świni (IIJ(TS) - również otrzymany z Br,na, c) k,ra-
jowy szczep C-71 wyizolowany we własn5,m zakresii,e
z błony śIuzowej jelit cienkich padłego na T,GE prro-
srięcia.

5. Jednorazowe hod,owle ko,mórek nerki świni oraz
tarczycy świni przygotowane według ogólnie znarnych
żasad. Stałą 1inię hod,owli nerki świni PK15 przygoto-
waną przez trypsynowaŃe hodowlti macierzystej w
ciągu 40 min. w temperaturze 37oC. Osad odklejo-
nych komórek zarvieszano w płynie Eagle'a (MEM -1959) z dodatkiem 10Yo surowicy cielęcej oraz anty-
biotyków. Z jednej buteleczki Legroux uzyskiwarro
45 rnl zawiesiny komórek, z której ,1xzygotowywano
bądź 3 butelki Legroux (d 15 rnl na buteleczkę), bądź
30 probówek bakteriologicznych (i 1,5 ml hod,owli).

Doświadczalne świnie, po,rrprzednirrr stwie,rdzeniu,
że w s,urowicy krwi n,ie posiadają przeoiwciał neutra-
Iizujących wirus TGE, podzielono lna 2 grupy, z któ-
rych pierwszą zakaźnno don:osowo ,i per os dużą daw-
ką wirusa N-17 (20X,100 TCIDso), a drugą w ten sram
sposób szczepem C-?1. Od wszystkich doświadczal-
nych zwierząt pobierano krew w 5, 10, 15 i 20 dniu
po zakażeniu. Uzyskaną surowicę iniaiktywowano w
temp. f56oC przez 7l2 godz. ti przechowywano w
temp. -30oC.

Przed wykonaniiem odczynu serorreutratrizacji celern
d,okonaInia wyboru najibarrdziej wrażłiwej ho,dowli ko-
mórek oznaczo[lo ,miano wzoroowego szcząlu ,,Fur-
due" w HKNS, HKTS i PK15 wg ogóln,ie przyjętych
zasad. Śirednie ,miana ,obliczan,o wg m,etody Reeda
Muencha. TCID50 wy.mieńonego szczepu we wszyst-
kich trzech ,r,odzajach h,odowli komórek lbyły zbliżone
(106,15-106,4?). W związku z ylowyższym w pracy uŻy-
wano - w zatreżnoścń ,od aktuałnych warunków tech-
nicznych - jedną z tych hodowl,i.

Odczyn seroneut,raliz,acji z sur,owicami pochodzący-
mi od świń doświadczalnych oraz nadesłanymi z te-
renu wykonrarro, stosując ,rozcieńcz,enia surowilc w po-
stęp,ie geo,metrycznym i ,dodając strałą dawkę wirusa
100 TCID50/0,1 ml. Mieszaninę wirus - surowica i,n-
kubowano w łaźni wodnej w temp. ł37oC ptzez
7 godz., a następnie każdym r,ozoieńczeniiem znkaba,-
no 3-5 płr,obówek z 24-48 godz. hod,owlą ko,mórek
HKNS, HKTS lub PK15 do 9 pasażu. Po póĘodzin-
nej inkuba,cji. w temp. 37oC do,dawano płyn utrzyrnu-
jący, składający się z 989o płynu Eagle'a, 2% ,surowi-
cy oielęcej o,raz ,aln,tybiotyków w ogólnie przyjętych
d,awkach. Obecność przeciwciał stwierdzon,o na pod-
stawd,e braku efektu cytopatyczneg]o w zakaź;onych
hodowla,ch kornórek po 3, 4 Li 5 dniach po zakażeniu.
Efekt zoibojętniają,cy wirus,a TCID56 ohlriczano wg me-
tody Reeda Muencha. Do odczynu nastawionro kontro-
1ę płynu utrzymującego, właściwej dawki wirusa, bra-
ku czynrrika cytopatycznego w bada,nych surowicach,
oraz lrontrolę ze zl\arrą surowicą dodatnią.
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Tab. 1, Dynamika powstawania swoistych przeciwciał sn u świń zakażonych doświadcząInie dwoma szcze-
pami wirusa TGE

Miano sn
Nr

swln
Szczep TGE użyty

do zakażenia

c_71

N_17

Wyni[<i i omówienie
Wyniki pracy przedstawiono w tab. 7, 2 i 3.
Dane zawarte w tab-. 1 wskazują na to, że

oba szczepy wirusa TGE pobudzlły otganizm
świń doświadczalnych do swoistej odpowiedzi
immunoiogicznej. JeśIi jednak chodzi o szyb-
kość uzyskania tej odpowiedzi to należy stwier-
dzić, że w grupie świń zakażonych szczepem
C-71 (gr. I) była ona o połowę mniejsza, niż
w grupie, ktorej podano szczep N-17 (gr. II).
W pierwszej z wymienionych grup przeciwciała
sn pojawiły się bowie,m - praktycznie tzecz
biorąc - dopiero po upływie 20 dni od daty
zaikażenia, podczas gdy w grupie drugiej wy-
kazano ich obecność o 10 dni wcześniej. Po-
wyższe różnice Inożna prawdopodobnie łączyć
z różny,rn stopniem zjadliwości użytych szcze-
pów. Kliniczna obserwacja zakażonych zwie-
rząt pozwoliła bowiem stwierdzić u wszystkich
świń gr. I tylko posmutnienie, zmniejszony ape-
tyt, otaz u jednej z nich miernie nasiloną jed-
nodniową biegunkę. U zwierząt gr. II wystąpiła
natomiast wyraźna apatia i brak łaknienia, a u
dwu świń również silna biegunka, która trwa-
ła bez przsrwy przez okres 3 dni.

Wyniki przedstawione w tab. 2 wskazują na
to, że do ok, 10 dni po pojawieniu się TGE w
stadzie świń, nie udało się stwierdzić swoistych
dla omawianej choroby przeciwciał sn. Było to
natomiast w pełni możliwe po upływie l, 2 i 4
mies. od wystąpienia objawów TGE. Przeciw-
ciała pojawiły się w surowicy zdecydowanej
wiEkszości z:wierząt. Wysokość mibna kształto-
wała się różnie u różnych osobniików, przy czym
do 4 miesięcy od czasu wybuchu TGE miano sn
nie wykazywało tendencji spadkoweJ,

Jak wykaztrją dane przedstawione w tab. 3,
na 600 surowic uzyskanych z krwi pobranej od
świń różnego wieku w 35 podejrzanych o prze-
chorowanie TGE gospodarstwach (chlewniach)
przeciwciała sn wykazano w surnie u 123 zvłie-
rząt. Nalezy jednal< wyjaśnić, że zwierzęta te
pochodziły tylko z 7 gospodarstw, stanowiąc w
p,oszczegllnych z nich 60-1000io przysłanych do
badania próbek krwi. W pozostałych 28 chlew-
niach (gospodarstwach) nie stwierdzono nato-
miast swoistych dla TGE przeciwciał sn. W
zwiążku z pwyższym wydaje się rnożliwe
stwie,rdzenle, że podejrzenie o przebyte TGE
było słuszne jedynie w stosunku do pierwszych

0
0
0

L:ż
L:2
I:2

0
0
0

0
0
0

0
0
0

0
0
0

409
426
427

42B
429
430

l:2
0
0

I:4
I:2
I:2

1:B
1:16
1:16

Tab. 2. Wyniki badania surowic świń. na obecność przeciwciał neulralizujących wirus TGE w różnym
czasie po wybuchu choroby w stadzie

Okres pobrania
krwi

Liczba
zbadanych

świń

Miano sn

I tz I r,ł | r,s ir,ro Ir:sz Ir,oł |t:tzs
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7 serologicznie dodatnich gospodarstw. W stc-
sunku do reszty z nich podjęto podejrzenie zbyt
pochopnie, opierając się jedynie na wystąpieniu
u świń biegunek, które - jak wiadomo - mo-
gą byó następstwem całego szeregu ptzyczyn,
nie mających nic wspólngo z zakaźnyrr' wiruso-
wym zapaleniern żołądka i jeli;t świń.

bardziej odległej przeszłości - uległy one za-
każeniu wirusem TGE, w wyniku czego wy,two-
rzył się u nich określony poziom odporności ty-
pu humoralnego. Odporność ta jest zwykle w
stanie zapewnić ozdrowieńcom, pTzez okres ki1-
ku lub kilkunastu nawet miesięcy, niewrażii-
wość na zachorowanrc przy powtórnym zetknię-

Tab. 3, Wyniki badania surotvic świń podejrzanych o przechorowanie TGE pfzed 2-5 miesiącami

Liczba zbadanych Miano snświńiol I:2 ),4

600 471

Wyniki całości niniejszej pracy wskazują na
to, że ptzy pomocy próby seroneutralizacli moż-
na wykrywać stada świń, które przed 2-3 tyg.
lub też wcześniej zostały zakażone wirusem
TGE. Miana przeciwciał sn w badaniach włas-
nych wahały się w granicach 0-1:64, a długość
okresu utrzymywania się przeciwciał w suro-
wicy krwi świń wynosiła co najmniej 4 miesią-
ce (dłużej nie badano).

Jeśli chodzi o dane z piśmiennictwa, to na-
leży stwierdzić, że czas pojawiania się u świń
ozdrowieńców po TGE swoistych przeciwciał,
długość ich utrzymywania się w surowicy krwi
oraz znaczenie dlą diagnostyki i zwaIczanla
omawianej choroby są oce,niane różnie przez
różnych autorów. Większość badaczy wyraża
pog]ąd, że przeciwciała te pojawiają się we krwi
między 8 a 2l dniem po zakażeniu świń wiru-
sem TGE (1, 3, 6, 9, 10, 14). U części zwterząt
(do 300/o), szczeg1lnre w gospodarstwach wielko-
towarowych, mimo ostrego przebiegu choroby
w stadzie wynik próby sn bywa ujeł,nny (9).
Wysokośó miana sn może wahać się w dość
szerokich granicach, co - niezależnie od stop-
nia zjadliwości szczepu - wydaje się pozosta-
wać w związku z indywidualnyrni właściwościa-
mi organizmu poszczegóInych zwrcrząt, jak rów-
nież z ich wiekiem. Przemawiają za tym m. in.
wyniki badań Moczari i wsp. (10), a takze Bach-
manna i wsp. (1). Pierwsi z wymienionych auto-
rów wykazali w surowicy krwi loch prośnych
i karmiących, po upływie 14 dni od daty ich
zachorowania na TGE, miano sn w granicach
0-1:64. W siarze tych samych zwierząt indy-
widualne różnice łvysokości miana były jeszcze
wyższe (0-1:256). Drugi zespół autorski, ba-
dając w kilku stadach surowice krwi świń mię-
dzy 14-21 dniem po wybuchu TGE, stwierdził
u prośnych macior miano sn w granicach
1:B-1:160, u macior karmiących 1:4B-1:112,
u 4-6 miesięcznych tuczników 1:5-1 :40, a u
2-3 mies. warchlaków tylko 1:4-1:12. Powyż-
sze dane są jak widać w zasadzie zbleżne z wy-
nikanri pracy własnej i to zarówno odnośnie
czasu pojawiania się przeciwciał jak i wysokoś-
ci miana.

Obecność swoistych przeciwciał sn w- suro-
wicy krwi świń dowodzi, że - w ,mniej lub
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ciu się z lvirusem TGE. Maciory posiadające
w surowicy miana sn co najmniej 1:30 gwaran-
tują ochronę przed TGE karmionym przez nie
prosiętom na cały okres ssania (9, 11). Należy
jednak zaznaczyć, że świnie ozdrowieńcy - i to
nawet te z nich, które posiadają przeciwciała
anty-TGE - mogą pozostawaó przez okres ok.
B tygodni, a w niektórych przypadkach nawet
znacznie dłużej, nosicielami i siewcami wydzie-
lanego głównie zkałem zarazka omawianej cho-
roby (6, 12). Dzieje się tak m. in. dlatego, że
krążące we krwi swoiste przeciwciała mają
trudny dostęp do komórek nabłonka jelitowego,
który - 

jak wiadomo - 
jest głównym miej-

scem narnnażania się wirusa TGE (B). SzczegóI-
nie długotrwałymi siewcami wymienionego za-
razka mają byc zwierzęta, które po przebyciu
TGE wykazują gorszy apetyt, zahamowanie w
rozwoju i inne odchylenia od normy w ogó1-
nym stanie zdrowia. Mając powyższe na uwa-
dze można wyrazić pogląd, że wykrycie przy
jednorazowym badaniu w gospodarstwie (chlew-
ni) - od dłuższego nawet czasu wolnym od
TGE w sensie klinicznym - pewnej liczby
świń, posiadających swoiste dla omawianej cho-
roby przeciwciała sn, nie upoważnia wprawdzie
do twierdzenie, że są w tym gospodarstwie siew-
cy czy nosiciele zarazka, daje jednak podsta-
wę do podejrzewania obecności takich właśnie
epizootiologicznie niebezpiecznych zwierząt. Po-
wzięte podejrzenie można - do pewnego stop-
nia - wyjaśnić drogą powtórnego wykonania
proby sn po upływie co najmniej 4 tygodni od
daty pierwszego badania (3, B). Pojawienie się
w drugim badaniu nowych zwterząt serologicz-
nie dodatnich, jak również wzrost miana sn -szczególnie u 6-10 tygodniowych prosiąt nie
poddanych szczepieniu czynnemu - świadczy
o obecności i krążeniu w stadzie potencjalnie
chorobotwórczego wirusa TGE. Stada takie,
zgodnie z zaleceniami opracowanymi na konfe-
rencji szefów służb weterynaryjnych krajów 

-członków RWPG (Lipsk 1974), nie powinny do-
starczać materiału hodowlanego do przemysło-
łvych ferm trzody chlewnej.

Reasumując wyniki badań własnych oraz
przedstawione dane z piśmiennictwa należy
stwierdzić, że seroneutralizacja, umożliwiająca

10I463

I1:6ł l 1:128
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wykrywanie u świń swo sie
od kilku dni do kilkuna po
zakażeniu tych zwierzą est
stadną próbą z wyboru ie-
nionej choroby szczegolnie tam, gdzie nie ma
warunków na wcześniejsze jej rozpoznanie in-
nymi metodami. W związku z powyższym bar-
dzo celowe wydaje się stworzenie w Zakładach
Fligieny Weterynaryjnej warunków dla rutyno-
wego wykonywania próby sn, będącej jednym
z istotnych elementów w zespole metod rozpo-
znawania a w rezultacie też zwalczania TGE
w naszym kraju.
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KONRAD WASI}ISKI

Bodonio włościwości biologicznych otenuowonych
szczepów włoskowco roŻycyt uzywonych do produkcji

szczepionek

z zakładLl ]3a(ialliźl clrofób śWiń Instytutu Weterynarii \V Pulawach

Z analizy piśmiennictwa i dostępnych da-
nych statystycznych wynika, że różyca świń,
będąca jedną z najwcześniej i stosunkowo dob-
rze poznanych chorób zakaźnych, stanowi nadal
aktualny problem gospodarczy i naukowy w
Polsce a także w innych k,rajach (7, B, 9). W
ocenach krajowej sytuacji epizootycznej (4, 13)
zwraca się uwagę na częste występowanie zjad-
lil,vych włoskowców w otoczeniu i organizmach
świń oraz stosunkowo liczne zachorowania (.,17

niektórych rejonach do 200Ó) wśród świń nie-
szczepionych. Przvczyny tego stanu, a także
i możliwości wyeliminowania rożycy świń lł,
przyszłości trafnie wydaie się precyzować kon-
kluzja, którą Shuman i Wood kończą obszerne
opracowanie tej jednostki chorobowe-i (11). Au-
torzy ci stwierdzają mianowicie, że ,,jeżeli weź-
mie się pod uwagę szerokie rozprzestrzenienie
włoskowca różycy i jego liczne powiązamia z
różnymi gatunkami zwierząt (ssaków i ptaków),
jego oczywistą zdolność do przeżywania w po-
zornie niesprzyjających warunkach i brak god-
nych zaufania metod wykrywania, to erady-
kacia różycv wydaie się być bardzo odległa".

W zespolc metod zapobicgania różycy, obok
stosowania niewątpliwie skutecznych zabiegów

profilaktyki ogólnej (72),bardzo ważną rolę od-
grywają szczepienia profilaktyczne. Wynika stąd
potrzeba stałej dbałości zarówno o właściwą or-
ganizację tych szczepień jak i o jakość stoso-
wanych preparatów. Wartość uodporniaj ąca ży-
wej szczepionki przeciwrózycowej jest w znacz-
nym stopniu uzależniona od właściwości szczepu
włoskowca użytego do jej wytwarzania (3).

Powyzsze względy stanowiły uzasadnienie
dla podjęcia badań nad istotnymi dla profilak-
tyki cechami atenuowanych szczepów włoskow-
ca różycy, które umożIiwiłyby wskazanie jed-
nego 1ub kilku szczepów, najbardzej przydat-
nych do immunoprofilaktyki tej choroby w Pol-
sce. W badaniach nad zjadliwością resztkową
szczepów atenuowanych posłuzono się nie sto-
sowaną dotąd w tym celu metodą immunode-
presji.

W niniejszej publikacji przedstawione zosta-
ną pokrótce wybrane fragmenty tych badań.
Dalsza ich część, dotycząca rewersji zjadliwości
u atenuowanych szczepów włoskowca rożycy
oraz możliwości jei ilościowego określania, będą
przedmiotem oddzielnego opracowania.
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