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fat and moisiure in mutton in relation to individual
muscles, age and seXx, and qualify carcass grade. The
studies were carried out on 32 sheeps taking into
considerations the following variation factors: a —
6 different muscles (m. logissimus dorsi, biceps fe-
moris, quadriceps femoris, semitendineus, infraspina-
tus and triceps brachii), b — two age groups: young
sheep aged 9—12 months and adult ones at the age
of 2—3 years, ¢ — two sex groups: females and
castrates, d — two quality carcass grades. The results
were statistically analysed. There were found signifi-
cant differences in the content of protein, fat and
water among some muscles only. The highest content

of protein and the Ilowest amounts moisture had
musculus longissimus dorsi which belonged also to
the group of muscles with the highest content of fat.
Musculus infraspinatus was characterized by the lo-
west content of protein and the highest one of fat.
The sex of animals influenced significantly only the
content of fat: meat of castrates contained less fat
than that obtained from females. It was not stated
any significant influence of age and the quality car-
cass grade on the characteristics under study.
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Wobec czestych trudno$ei w diagnozowaniu
dysenterii §win, na podstawie obrazu kliniczne-
go i1 zmian anatomopatologicznych, laboratoryj-
ne metody diagnostyczne mogsg spelniaé duzg
role w diagnostyce réznicowej tej choroby. Du-
zg trudno$é w ustaleniu niezawodnych metod
diagnostycznych stanowi fakt, ze etiologia pro-
cesu chorobowego nie jest dotychezas wyjas-
niona.

Po raz pierwszy dysenteria zostala opisana
w 1921 r. w USA przez Whiting’a, Doyle’go i
Spray’a a w Europie w 1944 r. przez Mannin-
ger'a (9), ktéry sugerowal wirusowe tlo scho-
rzenia. Schmid i Klinger (13) uwazali, ze przy-
czyng dysenterii jest infekcja Vibrio coli. Po-
glad ten dominowal w zasadzie do konca lat
sze§édziesiatych, wielu badaczy wskazywalo
jednak na inne drobnoustroje jako czynniki
etiologiczne (8, 14).

Pod koniec lat szesédziesigtych Terpstra po-
stawil hipoteze o etiologicznej roli spirochet
(17). Stwierdzi! on w kale chorych zwierzat
.kretkowate mikroorganizmy”. Odkrycie jego
potwierdzili Tesauro Valleyo (19), dajac krot-
kg charakterystyke tych mikroorganizméw oraz
Roberts i Simon (12), a pézniej Espinanse i Ra-
don (4). Blakemore i Taylor (1) doniesli, ze u
do$§wiadczalnie =zarazonych $§win spirochety
mozna bylo znalezé nie tylko w kryptach $§lu-
zOowKki, lecz rowniez wewnatrz komorek nablon-
ka jelit. W 1970 r. Taylor (15) opisal udany
eksperyment wyizolowania spirochet, a w 1971
r. Taylor i Alexander (16) przeprowadzili dwa
eksperymenty z izolowanymi spirochetami.

Objawy dysenterii u $win doswiadczalnych
wystapily w 8—11 dni od momentu zakazenia.
Roéwniez Harris 1 wsp. (6) wyizolowali ze $lu-

zowki chorobowo zmienionych jelit pochodza-
cych od $win chorych na dysenterie ,,male”
i ,,duze” spirochety. Duzym spirochetom auto-
rzy dali nazwe Treponema hyodysenteriae.

Doswiadczalne $winie, ktére otrzymywaly
Treponemy w formie czystej kultury lub w
kombinacji z Vibrio coli reagowaly klinicznymi
zmianami charakterystycznymi dla desynterii.

Znaczenie spirochet (Treponema hyodysente-
riaze) w etiologii dysenterii $§win potwierdzil
Glock (5). Przeprowadzal on badania w 6-ciu
grupach zwierzat zakazonych doustnie zawar-
toscig okreznicy i zeskrobinami sluzowki pocho-
dzacymi od $win chorych. W sluzéwce okrez-
nicy wszystkich zwierzat zakazonych znajdowal
duze spirochety, nie bylo ich natomiast w gru-
pie kontrolnej. Stwierdzil on réwniez, ze duze
spirochety mozna znalezé nawet na trzy dni
przed wystgpieniem objawow klinicznych.

Na ostatnim Kongresie IPVS (1974) Bran-
denburg (2) przedstawil wyniki do§wiadczen do-
tyczacych wywolania desynterii za pomocg Tre-
ponema hyodysenteriae i Vibrio coli u $win
gnotobiotycznych. Stwierdzil on, Ze ani Trepo-
nema ani Vibrio nie spowodowaly wystapienia
choroby. W $wietle najnowszych badan coraz
wiecej badaczy sklonnych jest uwazaé, ze bez-
posrednim powodem wystgpienia dysenterii sg
warunki Srodowiskowe (10) i jest to choroba
duzych ferm i tuczarni, natomiast réznego ro-
dzaju mikroorganizmy towarzyszace tej jed-
nostce, spelniajg role czynnikéw wtérnych, za-
chowuja sie one jednak w trakcie inkubacji i
przebiegu choroby na tyle charakterystycznie
(3), ze wspolezesna diagnostyka laboratoryjna
opiera sie glownie na obserwacji tych czynni-
kow. Brane sa tu przede wszystkim pod uwage
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Treponema hyodysenteriae i Vibrio coli. Ma-
terial do badan stanowi Sciana jelita grubego i
§lepego, tres¢ pokarmowa i surowica chorych
zwierzat. Metodami obserwacji i wykazywania .
obecnosci wtérnych czynnikéw etiologicznych
beda: barwienia prep. histologicznych, tresci
jelita i obserwacje drobnoustrojow pod mikro-
skopem optycznym i elektronowym, izolacja i
namnazanie Vibrio i Treponem, fluorescencyjna
metoda wykazywania Treponem w kale cho-
rych zwierzgt, hemaglutynacja surowicy $win
badanych z antygenem pochodzacym z pato-
gennych szczepdéw spirochet.

Barwienie, izolacja i hodowla V. coli sg juz
ogolnie znane. W ponizszym opracowaniu po-
dany jest zarys mniej znanych metod postepo-
wania, majacych na celu wykazanie w materia-
le badanym Treponema hyodysenteriae, ponie-
waz ten drobnoustrdéj uwazany jest nadal za
istotny czynnik diagnostyczny.

Najlepszg, bo stosunkowo prostg i dajaca do-
bre efekty, wydaje sie byé met. barwienia Tre-
ponem za pomocy Victoria Blue 4-R opisana
przez Olsona (11). Metoda ta moze by¢ réwniez
stosunkowo latwo dostosowana do pracy z od-
czynnikami ogdlnie dostepnymi na rynku kra-
jowym.

I. Barwienie Victoria Blue.

Jest to proste barwienie, przy pomocy kto-
rego mozna obserwowaé spirochety w gruczo-
tach sluzowych w histologicznych preparatach
okreznicy §win chorych na dysenterie.

Materiat i metody
Chorobowo zmieniony odcinek okreznicy umiesz-
cza sie w 10% buforowanej formalinie, nastepnie od-
wadnia przy pomocy odczynnika Dehydrant (moze byé
alkohol etylowy), przejasnia za pomocg Clearing Agent
(mozna tu uzyé ksylenu) i utwardza przez nasacze-
nie preparatem Paraplast (lub parafing w temp.

55°C). Mikrotomen tnie sie preparat mna skrawki
o grubosci 6 u, kiére nastepnie odparafinowuje
sie 1 suszy na powietrzu. Skrawki zalewa sie

0,5% wodnym roztworem barwnika Victoria Blue 4-R
na okres 3 min. Nastepnie preparaty przeplukuje sie
wodg destylowana, odbarwia za pomocg 0,05% kwasu
siarkowego przez okolo 15 sek. i ponownie przeplu-
kuje wodg. Tak przygotowane preparaty nawarstwia
sie natychmiast zelem glicerynowym lub poliwinyl-
pyrolidonem.
Wyniki i omoéwienie

Mikroorganizmy barwione za pomocg Victeria Blue
4-R byly wyraZznie widoczne w $wietle sluzéowki ok-
reznicy $win chorych, podczas gdy w preparatach po-
rownawczych barwionych hematoksyling i eozyng by-
ty one widoczne znacznie slabiej. U swin z uporczywsg
biegunka, trwajgcg diuzszy czas, liczba mikroorganiz-
méw byla mniejsza. Barwione spirochety mialy $red-
nice od 0,3 p, diugos¢ do 10 p i byly podobne do
mikroorganizmdéw opisywanych juz przez innych ba-
daczy 1, 4, 6, 12, 17, 19).

Umieszczenie preparatéw w 10% buforowanej torma-
linie zwigksza intensywno$é barwienia. W barwionych
preparatach mozna znalezé krysztaly o nieokreslonej
strukturze. Sg to twory powstajace pod dzialaniem
barwnika.

II. Obserwacje pod mikroskopem elektrono-
wym,

Obserwacje pod mikroskopem elektronowym
majg duze znaczenie w identyfikacji spirochet
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zarowno z izolowanych hodowli, jak i skraw-
kéw histopatologicznych okreznicy oraz tresci
jelitowej chorych $§win. Wiekszodé autoréw
stosuje w mikroskopii elektronowej barwienie
PTA (phosphotungstic acid stain). Olson (11)
ogladajgc cienkie skrawki preparatéw pocho-
dzacych od $win chorych na dysenterie stwier-
dza, ze spirochety zbudowane sg z cylindra pro-
toplazmatycznego  zawierajgcego  wldkienka
osiowe, otoczonego cienkg otoczks. Harris
i Glock (6) stwierdzaja u ,,malych spirochet”
obecnosé jednego Iub dwédch wldkienek osio-
wych wychodzacych z kazdego konca cylindra
protoplazmatycznego. Wldkienka osiowe pokry-
wajg sie w centrum cylindra w ukladzie 1-2-1
lub 2-4-2, $rednica komérki wynosi 0,24 —
0,30 p.

Mate spirochety barwione PTA przypominaly nie-
ruchome spirochety typu ,b” opisywane uprzednio
przez Taylora. Obserwacje ,,duzych spirochet” wyka-
zywaly obecnos¢é od 7 do 9 wldkienek wychodzgcych
z kazdego konca cylindra w ukladzie 7-14-7 lub 9-18-9,
a $rednica komérki wynosi 0,29 — 0,38 p W najgrub-
szym miejscu. Duze spirochety podobne byly pod
wzgledem morfologicznym do spirochet opisywanych
przez Taylora i Blakemorea, ktdrzy donie§li, ze spi-
rochety typu ,,a” czyli tzw. duze (Treponema hyody-
senterige) wystepujg tylko u §win chorych.

ITII. Metoda fluorescencji.

W 1968 r. holenderscy badacze Terpstra
i Akkermans (17) probowali zastosowaé do diag-
nostyki dysenterii metode immunofluorescen-
cyjna. Wytracili oni z surowicy §win z chronicz-
ng formg dysenterii immunoglobuline. Immu-
noglobulina ta laczona byla z izothioccynatem
fluoresceiny i1 dodawana do wymazéw Kkalu
i tresci przewodu pokarmewego chorych i zdro-
wych $win. Stwierdzono swoistg fluorescencje
tylko u §win zakazonych i byla ona $cisle zwig-
zana z organizmami, ktére okres$lono jako ,,spi-
rochetopochodne”.

Nie wykazano reakcji z fluoresceing w kale
zdrowych §win ani z organizmami z gr. Vibrio
sp. Metoda ta nie zostala jednak jeszcze doklad-
nie dopracowana i na razie nie znajduje jeszcze
zastosowania jako pewna metoda diagnostyczna.

IV. Metoda hemaglutynacji.

Probowano takze wlgczyé do metod diagno-
stycznych 1 testy hemaglutynacyjne. Hunter i
Saunders (7) w 1973 r. opisuja prébe wykorzy-
stania testu hemaglutynacyjnego do diagnozy
dysenterii. Test aglutynacyjny przeprowadzili
oni w 15 stadach $win na plytkach aglutyna-
cyjnych WHO. Antygen pochodzil z patogen-
nych szczepdw spirochet. 261 badanych suro-
wic otrzymanych bylo od $win w wieku 18 tyg.
podczas uboju z wyjatkiem proébek pochodza-
cych z jednej fermy od zywych $winl w wieku
5 tyg.

Probki podzielono na trzy grupy:

1. od stad, w ktérych notowano dysenterie,

2. od stad, w ktérych badaniami klinicznymi
stwierdzono dysenterii,

3. od stad wolnych od specyficznych czynnikéw pa-
togennych.

Wyniki wykazaly, Ze najwiekszy stopien hemaglu-
tynacji posiadaly stada, u ktérych uprzednio stwier-
dzone dysenterie, a najnizszg hemaglutynacje wyka-
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zala grupa 5-cio tygodniowych swin, ktére nie mialy
jeszcze kontaktu z dysenteria.

Badacze sugeruja, Ze po dopracowaniu tej metody
i dokladnym okresleniu, jaki najnizszy stopien aglu-
tynacji moZe by¢ traktowany jako wynik dodatni, me-
toda ta mogla by mie¢ zastosowanie dc dingnozowa-
nia dysenterii w stadach.

V. Izolacja i namnazanie spirochet od zwie-
rzat chorych na dysenterie.

Spirochety, ktore sg zwykle obecne w jelicie
grubym czlowieka i zwierzat byly malo poznane
z powodu trudno$ci w izolacji i rozmnazaniu
ich w warunkach ,,in vitro”. Spirochety byly
juz izolowane z prostnicy myszy, ale mie bylo
konkretnych prob izolowania i identyfikacji
tych organizmoéw z jelita grubego innych zwie-
rzat. Dopiero gdy skojarzono obecnosé spirochet
z wystepowaniem dysenterii badacze zaintere-
sowali sie hodowlg tych mikroorganizméw. By-
ly to jednak jedynie hodowle symbiotyczne
(18). ‘

Izolacja i hodowla czystej kultury udala sie dopiero
Harrisowi i wsp. w 1972 r. (6). Nizej opisang metoda
wyizoiowal on i wyhodowal 4 rody ,duzych” i 4 rody
,,malych” spirochet. Spirochety byly izolowane od czte-
rech $win. Kazda $winia pochodzila z innego stada,
a wiek ich roézinicowal sie od 8 do 14 tygodni. Wszys-
tkie §winie wykazywaly objawy Sluzowo-krwotoczne-
go zapalenia jelita grubego. Badaniem mikroskopo-
wym stwierdzeno przekrwienie i obrzek podsluzéwki
i $luzowki okreznicy. Plytkie warstwy nekrotyczne]
tkanki pokryte byly S$luzowo-wibknikowymi pseudo-
membranami.

Do izolacji uzyto 30 centymetrowych odcinkéw ok-
reznicy od kazdej $wini. Po wzdluznym rozcieciu na-
blonek jelita usunieto za pomocg ostrza mikrotomu,
umieszczono w mozdzierzu i emulsyfikowano za po-
moca tluczka w roztworze fizjolegicznym z buforem
fosforanowym pH 7,4. Zawiesine nastepnie odwirowa-
no, a plyn nadosadowy przepuszczano przez serie fil-
tréw miliporowych o érednicy od 5,0 p do 0,45 p, o
kolejno malejacych $rednicach otwordw.

Mikroskopowe obserwacje przesaczu wykazywaly
obecnosé organizméw podobnych do Vibrio sp. i dwdéch
typow spirochet réznigeych sie morfologicznie. Spiro-
chety byly ruchome i charakterystycznie skrecone.
Duze spirochety byly zwiniete luzniej, a mate cias-
niej. Z filtratu zrobiono dziesieciokrotne rozciencze-
nia w PBS (roztw. fizjol.-+bufor fosforan). W celu
izolacji malych spirochet material umieszczono w
PRAS E-agarze (pre-reduced anaerobically sterilized)
w probowkach w atmosferze CO,. Probéwki poddano
inkubacji przez pie¢ do o$miu dni w temp. 37°C.

W celu izolowania duzych spirochet rozcienczony ma-

terial umieszczono w sterylizowanych plytkach Pet-
riego. Plytki zalano nastepnie agarem ftryptozowym z

dodatkiem 5% krwi bydlecej z cytrynianem (TBA) w
temp. 45°C.

Po zakrzepnieciu agaru plytki umieszczono w beztle-
nowym kontenerze i inkubowano w temp. 37°C przez
1 do 10 dni. Vibrio ro$nie na obu pozywkach PRASE-
-agar i TBA, ale rozcienczenie w PBS umozliwia roz-
dzielenie Vibrio od spirochet. Male spirochety rosng
poczatkowo jako male kolonie ksztaltu lebka szpilki,
stopniowo koncentrycznie sie rozprzestrzeniajac. W
PRAS E-agarze rosng szybko, ale adaptuja sie takze
na pozywce PRAS z ekstraktem drozdzowo-pentono-
wym, zawierajgcym inakftywowang surowice §winska
w atmosferze azotu.

Duze spirochety wytwarzaly w TBA strefy hemoli-
tyczne i czasami dawaly sie zauwazyé w obrebie tych
stref mate biale kolonie. Obserwacje mikroskopowe
wykazywaly w tych strefach obecnodé duzej liczby
mikroorganizméw. Préby nammnazania duzych spiro-
chet na samej pozywee tryptozowej zakonczyly sie nie-
powodzeniem.

W diagnostyce laboratoryjnej dysenterii pa-
mietaé trzeba, ze wobec skomplikowanej i nie
poznanej jeszeze dokladnie etiologii tego pro-
cesu chorobowego, obecnie stosowane metody
diagnostyczne majg za zadanie wykaza¢ pewne
charakterystyczne zmiany, ilosciowe i jakoscio-
we, flory bakteryjnej w trakcie inkubacji i
przebiegu choroby.

Dalsze postepy badan nad etiologia dysenterii
powinny przynie$¢ nowe, doskonalsze metody
diagnozowania tego schorzenia, ktérego rola w
krajowej gospodarce trzodsg chlewng roSnie w
miare rozwoju hodowli wielkostadnej 1 tuczu
przemystowego.
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BLUE J. L., DAWE D, L., GRATZEK J. B.: Zastoso-
wanie odczynu hemaglutynacji biernej do wykrywania
przeciwcial przeciwko wirusowi bluetongue. (The use
of passive hemagglutination for the detection of blue-
tongue viral antibodies). Am. J. vet. Res. 35, 139—142,
1974 (1).

CzeSciowo oczyszczony wirus bluetongue zastosowa-
no do oplaszezania krwinek konia. Oplaszczone krwin-
ki stosowano do wykrywania przeciwcial przeciwko
temu wirusowi w surowicy owiec. Swoistosé odczynu
hemaglutynacji biernej potwierdzano odczynem zaha-
mowania tego testu. Wirus stosowany do oplaszczenia
krwinek i zakazania owiec namnozono na jednowar-

stwowej hodowli nerki cielecia (Madin-Derby BK).
Surowice owiec zakazonych sztucznie reagowaly w
odczynie hemaglutynacji biernej w mianie 1:40 lub
wyzej poczawszy od 3 dnia po zakazeniu. Nastepnie
miano przeciweial wzrastalo do 1:160 i utrzymywalo
sie na tym poziomie do 42 dnia po zakazeniu. Po-
nadkazeniu obserwowano dwu — czterokrotny wrost
miana swoistych przeciwcial. Przy uzyciu odczynu
precypitacji dyfuzyjnej w zelu przeciwciala w suro-
wicy zakazonych owiec wykrywano dopiero po 49
dniach po zakazeniu.

G.
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