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Summary

The aim of the experiment was a FACS analysis of the immune response of porcine leukocyte populations
involved in the infection of piglets caused by virulent, low virulent and vaccine strains of classical swine fever
virus (CSKFV).

Twenty piglets were infected with Washington (W), Alfort (A) and Cellpest (C) strains of CSFY, respectively.
The peripheral blood populations of leukocytes were analysed by the following set of specific monoclonal
antibodies; anti-CD45, CD14, CD2, CD4, CD8, CD4-CD8-TcRY5+, and anti CD19.

Typical clinical and anatomopathological symptoms of CSFV infections were observed in piglets infected
with W and A strains, the atenuated vaccine strain did not cause viraemia. In groups infected with W and A
strains 40% and 20% of the piglets died, respectively. This was accompanied by a significant change of the
leukocyte population. The percentage of lymphocytes decreased significantly 72 hrs after infection. Moreover,
lymphopenia, the decreased number of B and T lymphocytes, as well as monocyte and trombocyte populations
were observed. Contrary te those, the percent of granulocytes gradually increased . The number of the erytrocytes
and the measured parameters of the red blood cells were not significantly different in comparison with the
control piglets. At the beginning of the infection the percentage of Th and observed TcRyo6+ lymphocytes
increased, then 96 hrs later gradually decreased, while Ts population increased till day 11 of the experiment.
Piglets infected with atenuated strain reacted differently, compared with groups infected with W and A strains:
an increased number of leucocytes, lymphocytes, granulocytes, trombocytes, as well as B Iymphocytes were
observed. The influence of the experimental infection on cell immunity were demonstrated by the increased
number of T lymphocytes, especially Th population and decreased number of Ts population.

The results observed during the experimental infections pf piglets indicate that the immunological re-

sponse varied greatly depending on the virulency of the strain used for inoculating the swine.

Szczepy wirusa pomoru klasycznego $win (CSFV),
ktory jest czynnikiem etiologicznym najgrozniejsze;
aktualnie choroby trzody chlewnej — pomoru kla-
sycznego (CSF) roznia si¢ wyraznie pod wzgledem
swoich wlasciwosci biologicznych, czego efektem
jest odmienny obraz kliniczny i anatomopatologicz-
ny choroby (8, 17, 19, 23, 24). Rozna jest tez reak-
¢jaimmunologiczna organizmu na zakazenie CSFV.
Zwiazane jest to z odmienng zjadliwoScig, a takze
dawka wirusa, droga zakazenia, stopniem dojrza-
toéci uktadu immunologicznego oraz wiekiem i kon-
dycja zwierzecia (6, 7, 9). Zroznicowana odpowiedz
immunologiczna w przebiegu CSF moze by¢ row-
niez wynikiem dysfunkcji systemu odpornosciowe-
go, wynikajgcej migdzy innymi z interakcji pomig-
dzy wirusem a komérkami ukladu odpornosciowe-
go (9, 32, 37).

Badaniem immunohistologicznym wykazano zde-
cydowane powinowactwo CSFV do ukfadu limfa-
tycznego. Interesujace jest, ze przy ostrej postaci
CSF (9, 27) gtéownym miejscem replikacji wirusa sa
makrofagi i komorki retikulum endoplazmatyczne-
0, podczas gdy w postaci chronicznej namnazanie
wirusa ograniczone jest do komorek nablonkowych
w migdatkach, nerkach i jelicie biodrowym (4).
Naturalna i do$wiadczalna, ostra infekcja Swin
CSFV prowadzi do regresji i zmian histologicznych
w tkance limfoidalnej, zamierania limfocytow i w
konsekwencji limfopenii (9, 35).

Odpowiedz immunologiczna w przebiegu infek-
cji CSFV wyraza si¢ przede wszystkim produkcja
przeciwcial neutralizujgcych, odpowiedz komorko-
wa ma prawdopodobnie wyraznie mniejsze znacze-
nie (9). Zazwyczaj, wysoce zjadliwe szczepy CSFV
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indukuja wyzszy poziom odporno$ci humoralnej niz
szczepy o niskiej patogennosci. Mato zjadliwe szcze-
py CSFV sg zwykle stabo immunogenne i moga nie
indukowac¢ produkgji swoistych przeciwcial na wy-
krywalnym poziomie.

Komorkowa odpowiedZ immunologiczna w prze-
biegu infekcji wirusem pomoru budzi wiele kontro-
wersji. Corthier stwierdzif krotkotrwala reakcje lim-
focytow 17 dni po infekcji szczepem Loud, ktory
powoduje infekcje chroniczne (5). Van Oirschot nie
obserwowal proliferacji limfocytow po zastosowa-
niu zjadliwego lub naswietlanego promieniami UV
antygenu, ktory zwykle uwazany jest za antygen sty-
mulujacy limfocyty (35). Bezposredni efekt w po-
staci proliferacji hmf_ocytow u Swifi szczepionych
szczepem ,,chifnskim”, po zastosowaniu chemiczne]
inaktywacji jako procesu stymulujacego antygen, w
okresie 28 dni po szczepieniu i utrzymujacy si¢ przez
8-12 dni zanotowal Remond (26). Brak jest nato-
miast danych odnosnie roli swoistej, komorkowo-
-zaleznej, reakcji cytotoksycznej w przebiegu infek-
cji CSFV.

Cytometria przeptywowa jest jedna z najnowszych
metod jako$ciowej i iloSciowej oceny cech morfo-
logicznych (fenotypu) oraz cech biologicznych (sta-
nu fizjologicznego) komoérek (1, 14-16, 21, 22).
Analiza cytometryczna z zastosowaniem przeciw-
cial monoklonalnych (MAbs) pozwala na odroznia-
nie limfocytow B i T oraz wsrod limfocytow T —
— komorek Th i T8, a takze subpopulacji komorek
TcRY9, co z kolei umozliwia monitorowanie stanu
ukfadu immunologicznego, a w konsekwencji pro-
wadzenie nowoczesnych badan nad immunologis,
w omawianym przypadku — zakazen Swin wirusem
pomoru klasycznego.

Celem pracy bylo ustalenie metoda cytofluoro-
metryczna, ktore subpopulacje komorek ukladu bia-
tokrwinkowego ulegaja zakazeniu przy zakazeniu
$win stabo, Srednio oraz wysoce zjadliwymi szcze-
pami CSFV oraz okreSlenie dynamiki zakazenia
poszczegdlnych frakcji limfocytow w czasie.

Materiat i metody

Zwierzeta. Do badan wykorzystano 20 klinicznie zdro-
wych warchlakéw, rasy wielka biata polska w wieku okoto
2 miesig¢cy, o masie ciala Srednio okolo 20 kg, odchowy-
wanych w izolatoriach Pafistwowego Instytutu Wetery-
naryjnego w Pulawach. Zwierzgta byly jednakowo zywio-
ne pasza typu Starter (Ibeka-Panto), zawierajaca mie-
szanke petnoporcjowg o sktadzie dostosowanym do wie-
ku. Swinie znajdowaly si¢ w takich samych warunkach
utrzymania, stanowily potomstwo macior nie szczepio-
nych przeciwko CSF i nie byly uodporniane przeciwko
wym. chorobie.

Warchlaki podzielono na 3 réwne liczbowo grupy
doswiadczalne oraz grupe kontrolna: gr. I — Swinie za-
kazone wysoce zjadliwym szczepem CSFV (Washing-
ton), II — $winie zakazone zjadliwym szczepem CSFV
(Alfort-187), I11 — §winie zakazone atenuowanym Szcze-

259

pem szczepionkowym (Cellpest), IV — §winie kontrolne
otrzymujace placebo.

Szczepy wirusowe. W badaniach wykorzystano: wy-
soce zjadliwy szczep Washington CSFV, stanowiacy pet-
nozjadliwg odwldkniong krew, pobrang od zakazanych
zwierzat w szczycie temperatury, o mianie 10*°TCID, /
/1 ml; Alfort-187 CSFYV, pasazowany w hodowli komo-
rek nerki $winskiej PK-15, o mianie 10**TCID, /1 ml;
szczep szczepionkowy Cellpest, bedacy zjadliwym szcze-
pem terenowym, atenuowanym poprzez ponad sto pa-
sazy w hodowli komorek linii ciaglej nerki Swini PK-15,
o mianie 10*TCID, /1 ml.

Odczynniki

Przeciwciala monoklonalne. Do identyfikacji, zaka-
zonych odpowiednimi szczepami wirusa pomoru, sub-
populacji limfocytéw zastosowano, skierowany przeciw-
ko grupowym antygenom réznicujacym leukocyty Swin-
skie, komercyjny zestaw MAbs: anty CD45 (74-9-3A1),
CD14 (CAM36A), CD2 (PG168A), CD4 (PT90A), CD8
(PT81B) oraz CD4- CD8- TeRy0+ (VMRD Inc. Pull-
mann), a takze CD19 (MCA633) (Serotec).

Fluorochromy. Do znakowania MAbs stosowano tio-
izocyjanian fluoresceiny (FITC) i fykoerytryne (PE) sko-
niugowane z kozimi anty mysimi immunoglobulinami
(Medac, Niemcy).

Do ptukania préb z nadmiaru niezwigzanych MAbs
oraz nadmiaru przeciwcial skoniugowanych z fluoro-
chromem uzywano PBS z dodatkiem 2% surowicy kon-
skiej (bez y-globulin), 10% ACD (dekstroza z dodatkiem
dwuwodnego cytrynianu sodu i kwasu cytrynowego) oraz
10 mM kwasu etyleno-2-amino-4-octowy (EDTA) (bu-
for 1). Préby lizowano przy pomocy buforu lizujacego
(FACS lysing solution) (Becton Dickinson). Do ptuka-
nia préb z pozostatosci lizatu uzywano buforu o skia-
dzie analogicznym do buforu 1, bez dodatku surowicy
konskiej (bufor 2). Proby do analizy cytometrycznej za-
wieszano w 2% roztworze formaldehydu w PBS (bufor
3). Jako konserwantu do buforéw dodawano 0,2% NaN.,.

Postgpowanie. Zwierzeta zakazano podajac 1 ml od-
powiedniego szczepu wirusowego domigsniowo.

Obserwacje kliniczne zwierzat oraz rejestracj¢ we-
wnetrznej cieptoty ciata (w.c.c.) prowadzono w odste-
pach 12-godzinnych, poczawszy od 24 godzin po zaka-
zeniu do chwili padnigcia zwierzat lub do 264 godzin
(11 dni) po zakazeniu.

Krew do analizy hematologicznej oraz cytometrycz-
nej pobierano od §win z zyly czczej przedniej przed za-
kazeniem, a nastepnie poczawszy od 24 godzin po zaka-
zeniu 10-krotnie w odstgpach 12 godzinnych, po czym
do chwili padni¢cia zwierzat w odstepach 72-godzinnych
lub do 264 godzin (11 dni) po zakazeniu.

Badanie morfologiczne krwi wykonano przy uzyciu
analizatora hematologicznego Auto Counter AC920
(Swelab Instrument). Oceniano nast¢pujace parametry:
liczba leukocytéw, limfocytow, granulocytow, monocy-
tow, trombocytow i erytrocytow; stezenie hemoglobiny
(Hb); hematokryt; wskaZzniki czerwonokrwinkowe (Sred-
nig objetos¢ erytrocytow, Srednie stezenie Hb w krwin-
ce oraz §rednig mas¢ Hb w krwince) (38).



Sktad populacji leukocytéw oraz subpopulacji limfo-
cytOw oznaczano w cytometrze przeplywowym FACStrak
(Becton Dickinson). Oznaczano odsetek limfocytéw T,
Th, Ts, TcRYd oraz B.

Krew do badan pobierano do probéwek zawieraja-
cych sol potasowa EDTA (EDTA-K, w ilosci 1,8 mg/ml
krwi) (Medlab).

Bezposrednio po pobraniu, do probéwek wlewano po
50 ul krwi 1 dodawano do nich po 0,7 ul odpowiednich
MADs. Proby inkubowano w temperaturze pokojowej
przez 30 minut. Po wstepnej inkubacji nadmiar przeciw-
ciat wyptukiwano buforem 1, po czym wirowano przez 5
minut, w temperaturze pokojowej, stosujac 200xg ob-
rotow/minute. Kolejnym etapem bylo znakowanie prob
przy uzyciu FITC. W tym celu, z uwagi na fotochemicz-
ny charakter reakcji, inkubowano je w ciemnosci, przez
15 minut, w temperaturze pokojowej. Po zakonczeniu
inkubacji proby ptukano z nadmiaru przeciwciat zwig-
zanych z fluorochromem buforem 1, po czym lizowano
je przez 5 minut, a nast¢pnie wirowano, stosujac para-
metry wirowania analogiczne do przedstawionych po-
wyzej. Pozostatosci lizatu ptukano buforem 2, odwiro-
wujac proby jak wyzej. Gotowy do analizy produkt za-
wieszano w buforze 3. Do ustalenia ,leucogate”, czyli
precyzyjnego wybrania limfocytow, a zwtaszcza oddzie-
lenia ich od monocytdw, zastosowano dwustopniows in-
kubacje z 2 MAbs: anty CD45 znakowanym FITC oraz
anty CD14 znakowanym PE. Jako kontrole uzyto prébe
inkubowang z nieznakowanym przeciwcialem anty
CD45.

Do analizy wynikow stosowano program Simulset i
PC Lysys. Do analizy statystycznej wynikdw wykorzysta-
no test t-Studenta (p<0,05).

Wyniki i oméwienie

Jak wykazaty badania wielu autoréw (9, 13, 20,
31) antygenowo$¢ i immunogenno$é szczepow
CSFV zwiazana jest z ich zjadliwo$cig. W badaniach
wlasnych uzyskano rezultaty potwierdzajace w pet-
ni to spostrzezenie. Po zakazeniu warchlakow ob-
serwowano, zaleznie od zjadliwosci szczepu uzyte-
go do infekcji, r6zny obraz kliniczny choroby. Zde-
cydowanie najcigzszy przebieg choroby stwierdzo-
no w grupie zwierzat zakazanych szczepem wysoce
zjadliwym. Poczatkowo, warchlaki zakazane szcze-
pami Washington oraz Alfort (grupa IiII) wykazy-
waly apati¢, nastgpnie zmniejszenie lub brak fak-
nienia. W grupie I juz w 24 godziny, a w grupie ITw
48 godzin po zakazeniu, obserwowano podwyzsze-
nie w.c.c. do 40,3 oraz 40,4°C; szczyt goraczki wy-
stapil 60 godzin po infekcji osiggajac wartos¢ 41,7 i
40,7°C, odpowiednio, podwyzszona w.c.c. utrzymy-
wala si¢ do konica okresu obserwacyjnego, tj. do 264

godzin (11 dni) po zakazeniu (ryc. 1). Ciaglej go-

raczce towarzyszyly objawy ogolne jak nieche¢ do
ruchu oraz zaburzenia w krazeniu, ktorych wyni-
kiem byt ciezki stan ogolny i w konsekwencji pad-
ni¢cia odpowiednio 40 i 20% warchlakow. Bada-
niem anatomopatologicznym oraz badaniem wiru-
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sologicznym wycinkow narzgdow wewnetrznych
pobranych w czasie sekcji zwierzat wykazano, ze
przyczyna padniec bylo zakazenie CSFV. W odnie-
sieniu do zwierzat immunizowanych atenuowanym
szczepem szczepionkowym (grupa III) oraz kontrol-
nych (grupa IV), u ktérych nie obserwowano zad-
nych odchylef w stanie klinicznym, a Srednia gru-
powa w.c.c. badanych zwierzat mieScila si¢ przez
caly okres obserwacji w granicach norm fizjologicz-
nych (38,0-40,0°C) stwierdzono statystycznie istot-
ne roznice w zakresie analizowanych parametrow
klinicznych (ryc. 1).

Badaniem morfologicznym oraz cytometrycznym
krwi wykazano, podobnie jak poprzednio, wyrazne
réznice w poziomie analizowanych parametrow,
zaleznie od patogennosci szczepu uzytego do zaka-
zania zwierzat. Oceniajac poziom leukocytow krwi
wykazano stopniowy wzrost liczby leukocytéw w
grupie zakazanej szczepem szczepionkowym. W
odniesieniu do kontroli, najwyzszg warto$¢ (23,7 G/1)
analizowany parametr osiaggnal 120 godzin po za-
kazeniu (ryc. 2). Infekcja warchlakéow zjadliwym
oraz cz¢Sciowo atenuowanym szczepem CSFV pro-
wadzita do szybkiej, wyraznej, leukopenii (ryc. 2).
Juz 72 godziny po infekeji stwierdzono obnizenie
sie Sredniego dla grupy poziomu liczby leukocytow
prawie o potowe (z wartosci 19,7 do 10,1 w grupie I
oraz 19,3 do 12,2 G/l w grupie II), 11 dni po zaka-
zeniu omawiany parametr osiagnal odpowiednio
wartoS¢ 71 8,2 G/1. Przedstawione réznice byly sta-
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Ryc. 1. Wewnetrzna cieplota ciala po zakazeniu $win szcze-
pami wirusa pomoru o réoznej zjadliwosci
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Ryec. 2. Liczba leukocytéw po zakazeniu $win szczepami wi-
rusa pomoru o réoznej zjadliwosci
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Ryc. 3. Odsetek limfocytow po zakazeniu §win szczepami wi-
rusa pomoru o réznej zjadliwosci

tystycznie istotne (p<0,05). Z danych przedstawio-
nych przez Susa (31), Ehrenspergera (9), a takze
Van Oirschota (36) rowniez wynika, ze infekcja Swin
CSFV powoduje bardzo silna depresje czynnosci
uktadu bialokrwinkowego oraz leukopenie.
Oceniajac skiad odsetkowy populacji krwinek
bialych wykazano wzrost odsetka limfocytow w gru-
pie III oraz stopniowo poglebiajacy si¢ limfopenig
w grupach I oraz II (ryc. 3). W grupie warchlakow
zakazanych szczepem Washington limfopenia byta
bardziej nasilona niz w grupie zakazanej szczepem
Alfort, odsetek limfocytéw zmniejszyt si¢ wskutek
infekcji CSFV z poziomu 55,6 do 21% w grupie 1
oraz z poziomu 55,7 do 27% w grupie II. W tym
samym czasie w grupie warchlakéw zakazanych
szczepem atenuowanym poziom limfocytow wzrost
2 56,5 do 59,4%. Wykazane roznice byly statystycz-
nie istotne. Uzyskane rezultaty byly zgodne z wyni-
kami innych autorow (11, 34, 35), ktorzy stwierdzi-
li, ze eksperymentalna, Smiertelna infekcja swin
powoduje regresje i zmiany histologiczne w tkance
limfoidalnej i w konsekwencji limfopenie. Wykaza-
na w badaniach wiasnych dysfunkcja uktadu odpor-
noSciowego, zwlaszceza silna limfopenia zwigzana
byla prawdopodobnie z wigksza iloScia wirusa na-
mnazajgcego si¢ w tkankach zainfekowanych war-
chlakéw, co potwierdza rezultaty uzyskane m.in.
przez Loana (18). W przeprowadzonym doswiad-
czeniu powodzeniem zakonczyly si¢ proby izolacji
wirusa pomoru z limfocytow krwi, co potwierdza
jego powinowactwo do ukiadu limforetikularnego
oraz wrazliwos$¢ limfocytow i innych leukocytow na
infekcje. Bezposrednie dzialanie destrukcyjne wi-
rusa na limfocyty jest jednak mato prawdopodob-
ne, z uwagi na fakt, ze CSFV sporadycznie powo-
duje pojawienie si¢ efektu cytopatycznego w hodow-
li limfocytow lub innych komorek w warunkach in
vitro, a u zwierzat z limfopenia nie wykazano zdol-
nosci do odpowiedzi immunologicznej na CSFV (9).
Odmienne tendencje zaobserwowano analizujac
odsetek granulocytow, po zakazeniu zwierzat szcze-
pami CSFV. U warchlakéw grupy I oraz II obser-
wowano stopniowe, statystycznie istotne w odnie-
sieniu do grupy kontrolnej, zwigkszanie si¢ odset-
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Ryc. 4. Odsetek granulocytow po zakazeniu §win szczepami
wirusa pomoru o réznej zjadliwoSci

ka neutrofili z wartosci wyjSciowej przed zakaze-
niem 36 oraz 35,5% odpowiednio w grupach 1111
do wartosci 57,2 oraz 50,3% 11 dni po infekcji. We
krwi §win zakazanych szczepem szczepionkowym
(grupa III) poczatkowo obserwowano wzrost od-
setka granulocytdéw z wartosci 37,5 do 47%, 84 go-
dziny po aplikacji antygenu wirusowego odsetek
granulocytow zaczal si¢ stopniowo obnizac osigga-
jac wartos¢ 40,2% 11 dni po infekeji (ryc. 4). Uzy-
skane wyniki byly zgodne z danymi przedstawiony-
mi przez Susa 1 wsp. (31).

Obserwujac ksztaltowanie si¢ poziomu odsetka
monocytoéw stwierdzono tendencje¢ do spadku jego
wartosci we wszystkich grupach zwierzat zakaza-
nych, w odniesieniu do grupy kontrolnej (ryc. 5).
Zjawisko to najwyraZniej wyrazone bylo w grupie
warchlakoéw zakazanych wysoce zjadliwym szcze-
pem wirusa pomoru. W omawianej grupie odsetek
monocytow zmniejszyl si¢ w czasie trwania infekeji
z 3,2 do 1,2%. Podobnie przedstawiat si¢ analizo-
wany parametr w grupie §win zakazanych szczepem
Alfort, gdzie stwierdzono spadek jego wartosci z 3,3
do 1,6% oraz szczepem Cellpest — z 3 do 2,6%.
Stwierdzone rdznice byly istotne statystycznie
(p<0,05) w odniesieniu do wartosci notowanych u
warchlakéw kontrolnych.

W trakcie badan dotyczacych ksztaltowania sie
poziomu trombocytow (ryc. 6) wykazano wyrazne
zmniejszenie si¢ liczby krwinek ptytkowych w prze-
biegu infekcji CSFV wywotanej przez wysoce zja-
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Ryc. 5. Odsetek monocytdow po zakazeniu $win szczepami wi-
rusa pomoru o réznej zjadliwoSci
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Ryec. 6. Liczba trombocytéw po zakazeniu Swin szczepami
wirusa pomoru o roznej zjadliwoSci

dliwy oraz czg¢Sciowo atenuowany szczep tego wi-
rusa. W przebiegu infekcji CSFV liczba trombocy-
tow obnizyla si¢ statystycznie istotnie z poziomu
wyjsSciowego 250 oraz 256 G/l w grupach 11 1II do
wartosci 145 oraz 158,2 G/l w okresie 11 dni po in-
fekcji. Odmienne rezultaty uzyskano w grupie za-
kazanej szczepem atenuowanym, gdzie zaobserwo-
wano nieznaczny w odniesieniu do kontroli wzrost
liczby trombocytow, z 247 do 251 G/1.

Analizujac liczbe erytrocytow oraz parametry
uktadu czerwonokrwinkowego (srequ objetosc
erytrocytow, stezenie Hb, Srednie st@zeme oraz
mas¢ Hb w erytrocycie, hematokryt) nie wykazano
istotnego wpiywu omawianej infekcji na ksztalto-
wanie si¢ wartoSci analizowanych parametrow, w
odniesieniu do wartosci obserwowanych u warchla-
kow kontrolnych.

W toku analizy cytometrycznej z zastosowaniem
MAbs dla CD2, CD19, CD4, CDS oraz CD4-CD&-
-TCRY6 monitorowano stan uktadu immunolo gicz—
nego w przebiegu dosw1adczalne] infekeji Swin wy-
woiane] szczepami CSFV o zroznicowanej patogen-
nosci. Oceniano zachowanie si¢ limfocytow B, T,
subpopulacji ThiT5 oraz limfocytow TeRY8. Stwier.
dzono, ze zakazenie wysoce zjadliwym lub czescio-
WO atenuowanym szczepem wirusa pomoru Spowo-
dowalo poczatkowo stopniowy, nieznaczny wzrost
odsetka limfocytow B. Tendencja ta utrzymywata
si¢ u badanych zwierzat przez 48 godzin w grupie 1
oraz 72 godziny w grupie II, kiedy to omawiany
parametr osiagnal wartos$¢ 46,9 i 45,8%:; przed za-
kazeniem ksztattowal si¢ on odpowiednio na po-
ziomie 44,6 oraz 44,7%. Juz w 60 godzin po infekcji
warchlakow szczepem Washington oraz 84 godziny
po infekcji szczepem Alfort zaobserwowano nie-
znaczny spadek odsetka limfocytéw B do 41,9140%,
po czym nastapif dalszy istotny spadek liczby tych
komorek. Jedenascie dni po zakazeniu odsetek lim-
focytéw B wynosil odpowiednio w grupach I'1 IT —

10,1 oraz 13,9% (ryc. 7) W odniesieniu do grupy

kontrolne] uzyskane roznice byly istotne statystycz-
nie (p<0,05). Zakazenie §wif szczepem szczepion-
kowym spowodowalo nieznaczne pobudzenie hu-
moralnych mechanizmow odpornoSciowych, utrzy-
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Ryc. 7. Odsetek limfocytow B (CD19+) po zakazeniu Swinh
szczepami wirusa pomoru o roéznej zjadliwosci

mujace si¢ przez caly okres trwania obserwacji. U
zwierzat tej grupy stwierdzono wzrost odsetka lim-
focytow B z wartosci wyjsciowej 44,6% do poziomu
51,3%. Uzyskane rezultaty zgodne sa z wynikami
otrzymanymi przez innych autorow, aczkolwiek jak
podaje Ressang (27) w ostrej postaci pomoru prze-
ciwciata neutralizujace nie pojawiaja si¢ we krwi az
do chwili leukopenii, tylko w ostrym przebiegu cho-
roby, pomiedzy 13 a 16 dniem po zakazeniu mozna
obserwowac¢ minimalny poziom przeciwcial neutra-
lizujacych klasy IgM. Prawdopodobnie, zastosowa-
nie analizy cytometrycznej pozwolilo na rejestracje
zmian w uktadzie odpornoSciowym w okresie wcze-
$niejszym, niz jest to mozliwe przy zastosowaniu
metod konwencjonalnych. Takie przypuszczenie
nasuwajg takze opublikowane przez Ressanga i wsp.
(27) wyniki prac, w ktorych autor podaje, ze specy-
ficzne dla wirusa pomoru $win globuliny wykrywa-
no w komorkach technikg fluorescencyjna juz w 3
dni po infekeji. Susa i wsp. (31) w swoich pracach
wykazali bardzo silng leukopeni¢ w uktadzie krwio-
nosnym oraz narzadach limfatycznych, zwtaszcza w
zakresie limfocytow B, 91 16 dni po inokulacji zwie-
rzat zjadliwym szczepem CSFV. Wymienieni auto-
rzy wykazali, ze niedobor limfocytow B zwiazany
jest z destrukcja tkanki limfoidalnej 1 jest najbar-
dziej istotng patoimmunologiczna konsekwencja
ostrej formy infekcji CSFV.

Nieco inaczej przedstawiala si¢ sytuacja w zakre-
sie komorkowych mechanizmow immunologicznych
(ryc. 8-11). Odsetek limfocytow T oraz subpopula-
cji 15 obnizyt si¢ po infekcji swin CSFV juz w 24
godziny po zakazeniu, po czym zarOwno w grupie |
i IT odsetek limfocytéw T spadl nieznacznie z po-
ziomu 54,3 1 54% do 51,7 oraz 52,9%, odpowied-
nio w okresie do 108 oraz 96 godzin po inokulacji
wirusa. Po tym czasie obserwowano stopniowy
wzrost jego wartosSci do poziomu zblizonego u Swin
kontrolnych, wynoszacego odpowiednio 55,8 oraz
55,2%. Odsetek subpopulacji Ts w omawianym
okresie czasu obnizyl si¢ znamiennie z wartosci 31,4
oraz 31,3% do 23 i 24,5%, po czym nastapit jego
wzrost; 11 dni po zakazeniu ksztaltowat si¢ w gru-
pach Ii Il na poziomie 28 1 26%.
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Ryc. 8. Odsetek limfocytéow T (CD2+) po zakazeniu $win
szczepami wirusa pomoru o réznej zjadliwosci
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Ryc. 9. Odsetek limfocytow Ts (CD8+) po zakazeniu $win
szczepami wirusa pomoru o réznej zjadliwosci
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Ryc. 10. Odsetek limfocytéw Th (CD4+) po zakazeniu §wih
szczepami wirusa pomoru o réznej zjadliwosci
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Ryc. 11. Odsetek limfocyté6w TcR gamma, delta+ po zakaze-
niu $win szczepami wirusa pomoru o réznej zjadliwosci

W grupie Swin zakazanych szczepem atenuowa-
nym obserwowano odmienna sytuacje. Odsetek lim-
focytow T zwu;kszal si¢ przez okres 4 dni po infek-
cji, z poziomu 54 i 57,3%, a nast¢pnie nieznacznie,
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stopniowo si¢ obnizal osiggajac 11 dni po infekgji
wartoS¢ wyjSciowa. W omawianej grupie zwierzat
mozna bylo takze obserwowac wyrazna limfopenie,
w zakresie subpopulacji Ts. Stwierdzono spadek
wartosci odsetka komoérek T8 utrzymujacy sie az do
192 godzin po infekcji, z wartosci 31,6 do 26,6%,
po czym nieznaczny jego wzrost; 11 dni po zakaze-
niu omawiany wskaznik osiggnat warto$¢ 27,1%.

Kolejnym analizowanym parametrem byl odse-
tek limfocytow T pomocniczych. Zaobserwowano,
ze po zakazeniu zwierzat nastapil nieistotny staty-
stycznie wzrost poziomu tego wskaznika, w kazdej
analizowanej grupie. W grupie I1I proces ten reje-
strowano do konca doSwiadczenia, kiedy to oma-
wiany wskazZnik osiggnat wartos¢ ok. 27%. W dniu
07, przed zakazaniem zwierzat, ksztaltowat sie on
w grupach I, IT i III na poziomie 21,2, 21,5 oraz
21,9%. W grupie zakazanej wysoce zjadliwym szcze-
pem wirusa pomoru odsetek limfocytow Th osia-
gnal wartos¢ maksymalng —26,7% — 108 godzin po
zakazeniu, w grupie II — 24,8% — 96 godzin po in-
fekcji. Po tym czasie obserwowano w omawmnych
grupach stopniowe obnizanie si¢ jego wartosci do
poziomu 23,91 23%.

Badanie komt’)rkowyc.h mechanizmow odporno-
Sciowych, podobnie jak w przypadku odpornosci hu-
moralnej, uwidacznia réznice wynikéw wiasnych w
stosunku do prac opublikowanych przez innych
autorow. Uwaza si¢, ze odpowiedz komdrkowa w
przypadku infekcji wirusem pomoru jest znikoma
(9). Susaiwsp. (31) oraz Trautwein (33) podaja, ze
infekcja CSFV moze prowadzi¢ do atrofii grasicy,
co bez watpienia ma wplyw na poziom odpowiedzi
komorkowej na zakazenie. W przeprowadzone;j
analizie wykazano nieznaczny wzrost odsetka lim-
focytow T u badanych zwierzat; w odniesieniu do
grupy kontrolnej uzyskana r6znica wynika prawdo-
podobnie z wigkszej czulosci zastosowanej metody
analizy, w odniesieniu do metod konwencjonalnych
wykorzystywanych przez innych autoréw.

Ostatnim ocenianym wskaznikiem aktywnoSci
mechanizméw komérkowej odpowiedzi immuno-
logicznej na zakazenie CSFV byl odsetek limfocy-
tow T z receptorami 0. Powstaja one w grasicy
wczesniej, a cz¢S¢ z nich réznicuje si¢ i podlega se-
lekeji takze poza grasica (2, 12, 25). Wigkszos¢ z
nich nie posiada receptoréw CD4 ani CD8 i rozpo-
znaje antygeny nie polaczone z czgsteczkami MHC
(28, 29). Traktowane sa one jako najbardziej pry-
mitywne limfocyty T. Rownoczesnie komorki TeRyd
prze} awiajg zdolnos§¢ do spontanicznej cytotoksycz-
nosci w stosunku do komorek nowotworowych oraz
cytotoksycznosci komorkowej zaleznej od przeciw-
cial. Dlatego traktuje si¢ je jako komorki o cechach
posSrednich migdzy limfocytami T i komérkami NK
(12). W badaniach wiasnych wykazano, ze infekcja
warchlakow szczepem wysoce zjadliwym spowodo-
wala juz w 24 godziny po zakazeniu, obnizenie si¢
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warto$ci wspomnianych limfocytow, po czym nasta-
pil stopniowy dalszy spadek odsetka omawianych
komoérek z poziomu 5,8 do 4,1%. W grupie II ob-
serwowano stan nieznacznego pobudzenia aktyw-
noéci limfocytow 8 utrzymujacy si¢ przez 72 go-
dziny po infekgji, kiedy stwierdzono wzrostz 5,9 do
6,4%, po czym nastapilo stopniowe zahamowanie
tej aktywnosci, wyrazone spadkiem odsetka do 4.2%
w okresie 264 godzin po infekcji. W grupie immu-
nizowanej szczepem szczepionkowym rejestrowa-
no wzrost aktywnosci limfocytow TeRyd z 5,8 do
maksymalnie 7,9% przez caly okres obserwacji zwie-
rzat.

Ellis i wsp. (10) analizowali czynno$¢ ukltadu im-
munologicznego w przebiegu doswiadczalnej infek-
¢ji bydla, nalezacymi do pestiwirusow, zjadliwym
oraz atenuowanym szczepem szczepionkowym wi-
rusa biegunki i choroby blon §luzowych (BVDV).
W przeprowadzonym cksperymencie wymienieni
autorzy wykazali utrzymujaca sie leukopenig, wy-
razong szczegoblnie spadkiem odsetka limfocytow
T, a zwlaszcza T4+ i T8+ (subpopulacji Thi15), a
takze limfocytow B i granulocytow obojetnochion-
nych, w przebiegu infekcji zjadliwym szczepem
BVDV. Nie obserwowali oni natomiast istotnych,
w odniesieniu do kontroli, zmian w obrebie odset-
ka limfocytow ,,0” oraz monocytow. W przebiegu
infekcji atenuowanym szczepem BVDV nie odno-
towano istotnych zmian w zakresie skladu odset-
kowego komorek uktadu biatokrwinkowego (10).
Podobnie Bolin i wsp. (3) prowadzac badania nad
dynamikg odpowiedzi immunologicznej w przebie-
gu doswiadczalnej infekcji bydla cytopatycznym
szczepem BVDV stwierdzili istotne obnizenie sig
odsetka limfocytow B oraz T. Z kolei Narita i wsp.
(20) zakazajac donosowo malo zjadliwym szczepem
wirusa pomoru §win 4-dniowe gnotobiotyczne pro-
sieta obserwowali brak typowych objawow klinicz-
nych, natomiast badaniem laboratoryjnym wykazali
istotny wzrost poziomu subpopulacji CD4+ i CD8+
limfocytow T oraz ich lokalizacje w migjscach re-
plikacji wirusa. Wymienieni autorzy stwierdzili po-
nadto wzrost liczby limfocytéw B w Sledzionie, mig-
datkach oraz weztach chionnych krezkowych. Juz 7
dni po infekeji obserwowali oni wzrost poziomu IgG
i IgM. U jednego zakazonego prosigcia poziom
immunoglobulin w migdatkach byl 15-60 razy wyz-
szy niz u zwierzat w grupie kontrolnej. Autorzy ci
sugeruja ponadto, ze reakcja limfocytow Ts (CD8+)
jest zwigzana z przetrwala infekeja CSFV. Shimizu
i wsp. (30) dokonali cytometrycznej analizy zmian
czynnosciowych ukladu odpornoSciowego w prze-
biegu infekcji wirusem PRRS. Podobnie jak w przy-

padku innych infekcji wirusowych, w tym infekcji

CSFV, stwierdzili oni wystgpowanie limfopenii, spa-
dek odsetka limfocytow T oraz subpopulacji Th, w
okresie do 14 dni po zakazeniu. Ci sami autorzy
badajac przebieg naturalnej infekcji PRRSV u $win
obserwowali tendencje wzrostowa w odniesieniu do
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limfocytéw T oraz Ts, natomiast obnizenie si¢ od-
setka limfocytow Th.

Podsumowujgc mozna stwierdzi¢, ze analizowa-
ne parametry immunologiczne, w przebiegu ckspe-
rymentalnej infekcji warchlakow wirusem pomoru
klasycznego swin, byly wyraznie zréznicowane, w
zaleznosci od patogennosci uzytego w badaniach
szczepu. Stwierdzono rowniez, ze zakazenie Swin
CSFV wplywa w stopniu istotnym na ksztaltowanie
sie poszczegolnych wskaznikow odpornosci humo-
ralnej i komorkowej. Wykazano ponadto, ze anali-
za cytometryczna jest metodg przydatng w rejestra-
cji czynnosciowych oraz ilodciowych zmian w obre-
bie ukladu immunologicznego zainfekowanych
CSFV zwierzat.
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