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\\le na podstawie ich morfologicznych cech (ryc. 1a).
Inne struktury o rvymiarach ca 40 nm (ryc. 1b), będące
przypuszczaInie podiednostkami koronar,virusórv, nie
podlegają hemadsorpcji. Ich identyfikacja (6) wymaga
zastosowania techniki znakowanych przecir,vciał

Wnioski
1 Tecbnika HE-HA może być stosowana do oczysz-

czania i zagęszczania koronarvirusórł. namnozonych r,l-

hodowli komorek.
2 Dobre r,vysycenie erytrocytowych receptorórł, i rvy-

dajną elucję koronarvirusa mozna uzyskać przez kilka-
krotnie powtarzaną a.dsorpcję ze świeżymi porcjami
lvirusa w temperaturze 4oC i następnie kilkakrotną
elucję w temperaturze 37'C

3. Obecność koronawirusa §, supernatancie po prze-
prowadzonej jedno- lub kilkakrotnej adsorpcji do er_v-

trocytów można uważać za przejarł, pełnego r,vysycenia
erytro cytowych receptorólł,.
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badane suror,vice pochodzące ze stad wolnych dały ne-
gatywne rvyniki. Może to sugerować, że odczyn ELISA
jest bardzo czuły, Iecz mniej sr,voisty, natomiast N,lA
jest rnnie j czuła, ale bardzie j srvoi,sta. Baum i Jones
(1) określili 4 najczęściej występujące w Ameryce se-
rotypy TreponemcL Llgodysenterżae, natomiast Lemcke
i Berv (?) sugeror,vali lvystępowanie dodatkorvych sero-
typórv lv Anglii.

W krajtr nie prowadzono dotychczas |ego typu ba-
clań, Wstępne ł:adania przeprolvadzone pIzez Szynkie-
rvicza i r,vsp (9) na małej ticzbie szczepow T. huodg-
sentericte r,vskazyr,rrały na dominację serotypu 2 tego
zarazka rv kraju oraz istnienie w obrębie iego seloty-
pu szczepór,r- epidemicznych. Konieczne było zbadanie
rviększej liczby szczepów Trepone,ma hgadysenterźae
izolowanych rv kraju rv celu wytypor.*lania odpor,vied,-
niego szczepu do przygotorł,ania antygenur diagno-
stycznego.

Celem pracy było:
a) oznaczenie serotypów Treponema hgodgsenteriae

\\ y)tqpu jących lł, krlju.
b) określenie przydatności roznych metcd inakty-

wacji krętkor,i, w celu przygotowania antygenu do
odczynu \l[AP,

c) sprar.vdzenie trr,vałości antygenów w czasie ich
prZecrroWyu,anIa,

d) rvstępne określenie poziomu przecilvciał prze-
ciwko Treponema hEodgsenterżae oraz Treponema
żnnocens lv leptospiro-ujemnych surowicach świń,

e) sprawdzeni,e wpływu adsorpcji przeciwciał prze-
ciwko Lept ospźra s,p. surowic świń leptospiro-dodat-
nich na r,vynik odczynu MAP z antygenarni Treponernu"
hyodusenterżae "

Odczyn mikrooglulynocii płytowei w rozpoznoniu dyzenlerii świń

w stodzie" I" Optymolizocio metodyki wykononio
mikrooglulynocii płytowei (MAP)-)
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Sumnary

Microagglutination test in the diagrrosis of swine dysentery.
I. Optimalization of rnicrcagglutination test for the detection
of Treponema hycdysenteriae antibody in pig sera

The microaggltłtination test (MAT) for the detection of
Treponema hyodysenteriae antibody in pig sera has been
described. Frorrr tlre faeces and colon contents of pigs there
have been isolated 115 T. hyodysenteriae arrd 38 T. innocens
strains. The isolates represented mostly serotype 2 lriotype tr.

A suspension of Treponema spp inactivat:cl rvith formalin
(0.],'/ł) proved to be most useful. No decrease of antibodies
against T. hyodysenteriae in §era rą,ith positive titres
against Leptospira was found fclIowing absorption u,ith
antigens against Leptłrspira spp.

Jones i wsp. (6) sugeror,val.i, że odczyn mikroaglut_v-
nacji (I4A) z zastosowaniem zar,viesiny krętkó\\I uzyski-
wanych przez splukanie ł:akterii z podłoża siałego
i inaktywor,vanie ich i,nertiolatern albo iemperaturą,
poz,uvala na wykrycie przecir,vciał przecir,vko chorobo-
twórczym szczepom TreponemcL hyod,gsenterżrre. Strłlier-
dzlli, że odczyn ten jest s,,voisty i daje powtarzalne wy-
niki. trgan i wsp. (5) poror,vnali przydatność odczynu
mikroaglutynacji (\{AP) z odczynem ELISA do wykry-
lvania poziomu przeciwciał przeciwko T. hyodgsente-
rżoe, \Mykazali wyższą czułośó odczynu ELISA, jeC-
nakże z 11 stad wolnych od dyzenterii \\,, 3 z nich
stwierdzono tym odczynem pozytywne lniana przecir,l,-
ko Treponelna hEodEsenteriae. Testem mikroagluty-
nacji (MA) ogólnie wykryŁo inniejszą liczbę pozytyr,i-
nych suror.ł,ic \łI stadach zakazonych, lecz wszystkie

*) Pfaca §,ykonana W Tamacl] cPBR 10.4 finansotvatlego przez
Inst_l,tut Wetcr;,nar"ii iv Pułas,aCh.



Iv{ateriał i metody
Ogółern przebaCano 148 szczepów k,rętlków Treponema

B 204 T. teriae biotyp I serotyp 2B 78 T. teriae biotyp I serotyp 1
B 256 T.

Najczęściej stosowane w doświadczeniu szczepy T. huod,u-
senteriae izolowane w naszym laboratorium:
Sz2 - T. łlltrodgsenteri,ae biot I serotyp 2

7 - T. łl,yodysenterźoe biot I serotyp 2
23 - T. Łl,yodysenterżae biotyp I reagujący z surowicą

przeciwko serotypowi 1 i 2
T - T, ŁtEodgsenteriae biotyp II

23 _ T, innocens
9 - T. innocens
Serotypy Leptospżra

przeciwko Leptospira:
pamona (Pomona), L.
(N{-84), L, tąrassouź
Utrecht). Szczepy poc
lozy Instytutu Weterynarii w Gdańsku. Surowice testowe
do okresowego sprawdzania przynależności szczepu do se-
rotypu pochodziły również z wymienionej Pracowni.

Do izolacji wg Szynkiewi-
cza i wsp. (8 w pracy Bineki wsp. (3). R h oparto o me-
tody ooisane a (4). Do wyko-
nania tych badań konieczne było przygotowanie surowic
o dp ornośc i orvych.

W celu uzyskania surowic diagnostycznych, surowice
odpornościowe absorbowano nieswoistymi antygenami:
1 - B7B (serotyp 1) absorbowano szczepa_mi 8256, 8204
2 - B204 (serotyp 2) absorbowano szczepami 8256, B?B
3 _ 8256 (Treponema i,nnocens) absorbowano szczepami

8204, B78
4 - PWS5 nieenteropat enny szczep Treponema sp, absor-

bowano szczeparnt 256, B7B, 8204.

_ 
Sur,o odpornościowe anty Treponeme hyadpsenteriaeabsorb o równą objętością krętków Treponema i,nno-

Supernatant surowic odpornościowych skierowanych
przeciwko serotypow-i 1, absorbowano zawiesiną szc pu
serotypu 2 miareczkując zawiesinę krętków tego sero pu
do momentu utraty w aglutynacji szkiełkowej przeciwciał
anty serotyporł,i 2, ale zachowaniu wyraźnej reakcji z ho-
mologicznym serotypem. W przypadku serbtypu 2 postę-
powano podobnie z tym, że surowice anty serotypowi

1:4 1ub 1:5. Po absorpcji surowice odwirowywano przez
15 000 obrotów na minutę przez 15 min., sączono przez
filtry celulozawe o porach 0,22 1Lm i przechowywano w
temp. -30oC. Frakcję gamma globulinową uzyskano po
przepuszczeniu surowicy przez sefadex 200 G, fine i za-
gęszczeniu w roztworze glikolu. Surorvicę konserwowano
azydkiern sodu.

Poziom przeciwciał anty Leptospżra określano testem
mikros
Absorp
techni

nych.

tery U oraz aglut5,nację próbkową.
Przed badaniem surowice inaktywowano w łaźni odnejo temp. 56aC pt:zez 30 min. Surowice rozcieńczano PBŚ

i b oborem
cji dała
ła 1na i
Z sowano

Anaiizę statystyczną przeprowadzono testem t-Studenta.

Wyniki i omówienie

W r,vyniku skróconego różnicowania biochemicznego
i fizjologiczncgo ze l4B szczepów Treponeme sp. 113
okazało sią Treponema hEodysenterźae, 35 Treponema
innacens. Na. podsiawie razszetzonych badań właściwo-
ści biochemicznych i fizjologicznych, którym poddano,
Iosowo wy-lrranych 115 szczepów ustalono, że 65 to
T. hEadgsen-ieriae btotyp I, 32 T. hgodEsenterżae bio-
typ II, (4) 18 szczepó,Ń to Treponemg innocens. Dane
te wskaztłją, ze wśrod izolor,vanych w kraju szczepów
T łzycćuysenierice dominuje bio,[yp I. wymienionych
148 szczepow u"żyto do określania serctypu szczepów
Trepcmen,tc sp.

Tab. 1. SerotYPY krętków Treponema sp. izolowanych od św-iń w latach 19B2-19B? badane metodą aglutynacji szkieł-
kowej

Szczepy
Liczba

badanych
szezepów

Liczba (0/o) szczepów reagujących ze swoistymi surowicami
przeciw T. hyodgsenteriae

serotyp
1

serotyp
2 I+2

]_| 'I' . l,nn oaen,s

I ezso

Liczba (0/o) szczepów,
które nie reagowały
z żadną surowicą

(1 1,5)

,0

64
(56,6)

0

l7
(15)

0

0

25
(71,5)

19
(16)

10

Treponema
hEodysenterżae
biotyp I, II

Treylonema
xnnocens

i13

35



W tab. 1 przedstawiono serctypy krętków Trepone-
nlcl" sp, izo.i,cwane od świń pochodzących z różnych re-
jonów kraju w latach 1982-1987, lradane metodą aglu-
tynacji szkiełkowej. Z przedstawionych danych wyni-
ka, że około 510lo Tre,ponema hgodysenteriae reago-
wało z surowicą T. hgodgsenteriae serotypu 2, 150io
z surowicą T. hyodgsentericle serotypu 1 i 2 i jedynie
11,50/o z serotypem 1. Jednakże 16J/o, ni" reagowało
z żadną z użytycŁl surowic. Powyżej 7a)lo 32ęr"o5*
TreponemcL żllnocens reagowało z surowicą przygoto-
waną przeciwko sta_ndardowemu szczepowi B256.

W związku z bym dcminującym serotypem T. hEodE-
senteriae w lradanym okresie był serotyp 2, a zatetrt
do badania pcziomu przeciwciał powinno się prze e
wszystkim zastosować T. hyodysenterżae serotypu 2,
a w mniejszym stopniu seroiypu 1. Nal,eży jednakże
pamiętać, że sr-rrowice nieadscrbor,vane, przygotor,vane
z jednego serotypu, aglutynują również ze szczepatni
innych serotypór,v i w mniejszym stopniu z antygenem
Treponema innacens. Z przedsta,łionych w tabeli da-
nych wynika również, że w kraju wysiępują szczepy
innych serotypów niz serot5,p I i 2 ora.z, ze islnieje
zróżniccrvanie serologiczne Treponema żnnccens. Po
określeniu dominującego seroiypu należało sprawdzić
przydatność różnycl:r metod inaktywacjl antygenu uzy-
wanego do :\{AItr.

Tab. 2 przedstawia porównanie mian 17 J_osowo wy-
ł:ran;rgh strrowic J.eptospiro-dodatnich, bacianych przy
pomccy antygenu Trepcnemcl hyadysenterżae nr 7, se-
rotyp 2, inaktywowanych f ormaliną i thiomersalem
(merthiolaten). Z przeds'iawion;zch danych wynika, że
wyższe miana uzyskiwanc stosując inaktywację anty-
genu meri.iolatem, w poró\,vnaniu do antygenu inakty-
wowanego formaliną, cdczyi wyniku był jednak mało
czytelny, co może być powodem pomyłek r,v subiek-
tywnej ocenie, W związku z tym w dalszych badaniach
zrezygnowano z inaktywacji antygenu ptzy użyciu
inerthioiatu,

W tab. 3 przedstarviono wyniki badania przydatno-
ści zawiesiny krętków szczepu Treponema hEodEsen-
teriae 7, serotyp 2, inaktywo,"vane j f ormaliną (0,10/0)

lub temperaturą (?0oC przez 10 min,) stosując standar-
dową surowicę skierowaną przeciwko serotypowi 2.
Z przedstawionych danych ,wynika, że ogrzewanie
uszkadza antygen w tóżnyrn stopniu. W przypadku
MAP z cgrz-Awanym antygenem obserwowano, że osad
układa się na dnie basenu smugami, co może po\\,o-
dować niemiarodajny odczyt reakcji. W związku z Lym,
że zarór,vno inaktywacja krętkow mertiolatem, jak
i działaniem temperatury 70.C przez 10 inin., powo-
dowały nieprar,vidłowe wyniki reakcji w prólcie mikro-
aglutynacji, w dalszych badaniach stosowano wyłącz-
nie antygen inaktyr,vowany 0,10/o f ormaliną.

W iab. 4 przedstawiono wyniki wstępnego ba.dania
antygenów przed ich użyciem do odczynu. Jako zasad-
nicze kryterium wysckości miana przyjęto miano MAP
z surowicą standar^dową przygotowaną przeciwko okre-
śIonemu serotypowi równe lub po żej 256, jak row-
nież wyraźny, czybelny odczyn i brak autoaglutynacji.
Z przedstawionych w tabeli danych wynika, że nie-
które szczepy utraciły pewne determinanty antygeno-
we (antygen B7B), inne stały się szorstkie. Jedynie
szczep T. hEodEsenterżce 29 serotypu 1 i 2 okazał się
przydatny do odczynu mikroaglutynacji, ponieważ jego
mi.ano z surowicą standardową wykazywało poziom
pomliędzy 2c6 a 1024.

Analizując przyczyny nieprzydatności antygenu do
omawianej proby stwierdzono, że w przypadku słabe-

Tab. 2. Porównawcze zestawienie mian 1? losowo wybranych
surowic leptospiro-dodatnich badanych przy użyciu ańty-

geml Treponema hyodysenterźae ?, serotyp 2

zakres mianAntygen

M
L6-32 64-128

objaśnienia: M - anty8en inaktywowany 0,01% mefthiolatem,
F - anty8en inaktywowany 0,1% f ormatiną.

Tab.
z zast i ytowej

po ir' t.I'"-

Tab. .4, Wstępne badania antygenu Treponema hgodgsen-
teriae przed jego użyciem w odczynie rnikroagluty"nacji

Antygen
Miana surowicy w kolejnych po-

wtórzeniach

4

Ogrzewany
+70oC/10 min.

Formalizowany 0,10/o

objaśnienia: 0-brak osadu aglutynacyjnego, f -antygen ogrze-
Wany układa się na dnie basenu Smugami, odczyn może byó nie-
miaIoda jny.

Antygen

Th B78

Surowica Miano surowicy

B78 ser. 1

16
16

Th oK OK ser. 2 szorstki
Th 29

ser.
ser.

29ser.li2

Tab. 5. Test mikroaglutynacji z surowicami teptospiro-ujem-
nymi przy zastosowaniu ąrrtygenu przechcwywanegó do 32 dni

1

2
I024
256
5|2

Miano surowic
Antygen i rodzaj

inaktywac ji
] 
o",ul :n i ;n|

0
5
2
4

512i>
Ra-
zem

Antygen 7 (ser. 2)
0,10/o formalina
powtórzenie:

Antygen T (ser. 1
0,10/o formalina
powtórzenie:

7 dni
14 dni
21 dni
32 dni
i2)
? dni

1tl dni
21 dni
32 dni

4
10

2

o
2

:

10
1

2
1

6
0j

2
0
0
0

0
0
0

16
16
7

16
I

I

2
5
J

objaśnienia: 0-żadna surowica nie leaguje, -nie badano.

go wzrostu często wielokrotnie pasażowanego szczepu
otrzymuje się zawiesinę, która ulega autoaglutynacji,
co określono umownie jako szczep szorstki. W niektó-
rych przypadkach stałego wzrostu T. hgodysenterl,ae
uzyskuje się niskie miana odczynu z surowicą testową.
Do przygotowania zawiesiny wykazującej wysokie
miana odczynu z surowicą testową słuzyły zwykle po-



Tab. 6. Oznaczanie mjana
ciwko antygenom T.

leptospiro-ujemnych surowic prze-
hgodgsenteriae i T, żnnocens

cia.ł przeclrvko Lzptospiro na poziom przecir,vciał prze-
cirvko T. hycdysenlerżae. Ze wzglęCu na wysycenie su-
rowic, konieczne b)rło użycie innej ska].i rozcieńczeń,
jak p^dan-., w ,rbcii.

W tab. ? przedst:lrviono r,vyniki określania miana
przeciwc,lał przecirvko T. hEcaqt:eni,ericte lv surowicach
1eptospiro-dodaini.ch, nieabsorbcrvanych i absorbowa-
nycn. Ogolnre jednak nslez_v st,,vierdzić, ze nie ma sta-
tys:ycznle istotne j roznicy pomiędzy p iotnein prze-
cirvciał przeci-wko T hgodEse ntericte surou,icach
wysyconycil aniygenem Leptospirct sp, lv porównaniu
z suror,,,ic,,tni illcrvy;cccnytiii.

Reasumlrjąc str,rlierclzono:

- rłl latech 1982-198? dominowały w kraju szczepy
T. h1iodysenteriae btotyp I serotyp 2, występowały
rór,vnież szczepy T. hyodgsentertcLe serotypu 1 bio-
typ II oraz innych serotypórv,

- 
przydatną meiodą określania pozicmu przeciwciał
przeciwko T, hyodysenterźle w surorvicy świń jest
N4AP z zastosorvaniem jako antygenu zar,viesiny
krętków inaktywolłlanych 0,1]/o formalina,

- rv leptospiro-ujemnych surotvicach świń występują
rvyraźnie wyzsze iana przecilvko T. hEodgsente,
rźae serotyp 2 i se typ 1, 2 aniżeli pozi,om przeciw-
ciał plzeciwko standardowemu szczepowi T - znno-
cetls 92-6,

- brak jest spadku na przeciwko T, hEodysen-
terlcLe w surolvicach iń, po wysyceniu tych suro-
r,vic antygenami.

oozwlla ją na że

plytolvei z za ów

malina lnoze b \ł,

diagnostyce dyzenterii śrviń rv sŁadzie.

Piśmienrrict\\,o

Antygen

T. hyodysenierżae 7 (ser. 2)
miano surowicy kontrol-
:nej 256 l 5|2

T. hyodysenterźoe T (ser. 1

i2)
miano surowicy kontrol-
nej 256

B 256 (T. źnnocens)
miano surowicy kontrol-
nej 256

27

79

80

2B

16

152

|74

Tab, 7. Poziom przeciwciał
rowic 1eptospiro-dodatnich

t e riae

przeciwko T. llyodysenteTiae su-
z antygenem Sz2 T. hyodgsen,
serotypu 2

Miana surowic plko Leptospira

surowrce

Miana surowic p/ko
T, hyodysenteriae

surowIce

nle-
wysycone * wysycone $

tarassol:i
pomoncl
pomona
pamoncl
tarasSoDi
tarąssoui
icterohaem
żcterohrlem
tąrassouż
tarassouź
tarassoui
tarassouź
tarassoui
tarasSoDi
tarassoui,
tarassoDź

: 200
,.200

: 3200
: 200
:100
: 100
:100
:100
:100
: 200
: 400
:100
:100
: 400
: 800
:1600

i25
: 320

:25

:40

,.25

: 400
:100
:160

ob jaśnienia; niano su] owicy kontlolne j : R?8 : 256, x 
- l]Iak istot-

ne j różnicy pomiędzy śl ectnimi mianami suIoWiCy niewysycone j
i 1vysyconej p > 0,05, *+ 

- Ióżnice śIednich nrian Sulowicy wysy-
Conej i nieulysyconej istotne p<0,001.

płuczyny z dywanowo posianej 72 h lub młodszej
dobrze r,vyrośniętej hodowli w postaci nalotu. Taka
hodowla wykazywała cechy okleślone jako r,vzrost lv
fazie gładkiej.

W tab. 5 przedstawiono odczyn I,IAP z surowicami
śr,viń, przy lrżyciu antygenu przechowyr,vanego w róż-
nym czasie. Pierwszą serię aglutynac ji rvykonano
z antygenami nie zamrożonymi, następnie antygen za-
mlazano, po B dniach odtrrrozono i do końca doświad-
czenia przeciror,vywano w temp. 4oC. Uzyskane dane
sugerują, ze na ogoł w trakcie przechowywania anty-
genow r,v okresie 32 dni spada miano aglutynacyjne.
Ponadto obserwuje się wahania w pozioirrie tych mian.

W tab. 6 przedstawi.ono miana suror,vic leptospiro-
-ujemnych świń oznaczone przy zastosor.vaniu roznych
antygenów T. hEodysenterżae i T. l,nnocens, Z danycl,L
tych lvynika, że wyższe miana uzyskiwano stosując
w tym przypadku jako antygen szczep T. hEodEsente-
rżoe biotyp I, II serotyp 1,2 oraz T, htyodgsenteriae 7

biotyp I serotyp 2 w porównaniu z antygenem T. żnno-
cens z użycienl kazdego miana okazały się niższe.
W piśmiennictwie sugerowano istnienie r,vspóInych
antygenór,v pomiędzy Treponema sp. i Leptospżrcl sp,

Celorve więc było badanie wpływu absorpcji przeci,w-

19B0.
ńłń'ex lt , szunlłieuicz z : Comp- Inlmun, nljcrobiol, 7, 141, 1984,

ŚqÓ;- i.'i.,-i"lrżs D. L., Jonea'l,. A,; Am, J, Vet, Res, 44, 1323,
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