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fat and moisture in mutton in relation to individual
muscles, age and sex, and quality carcass grade, The
studies were carried out on 32 sheeps taking into
considerations the fo,llowing variation factors: a -6 different muscles (m. logissimu§ dorsi, biceps fe-
moris, quadriceps ferrloris, semiten,dineus, infraspina-
tus and triceps brach,ii), b - two age gror,lps: young
sheep aged 9-12 months and adult ones at the age
of 2-'..-3 years, c _ two sex groups: females and
castrates, d - two quality carcass grades. The results
were statistically analysed. There were fo,und signifi-
cant differences in the content of protein, fat and
\ł,atel among some muscles only. The highest content

of protein and the lowest amounts rnoisture 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 oontent of prortein and the highest one of fat.
The sex of animals influerrcerl significantly only the
content of fat: meat of castrates contained less fat
than that obtained from femalm, It ,was not stated
any significant influence of age and the quality car-
cass grade on the characteristics under study,
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CHOROBY ZAKAZNE l lNWAZY)NE
JEllZY I/-AZVF"CZAK, MAREK TERLECKI, WITOLD KLA\ME

Przeglgd metod loborotoryjnych stosowonych
w diognosiyce dysenterii świń

z Instytutu Fizjologii zwierząt Wyd Zialtl wcteryna|yjne8o AR lV Warszawie

Wobec częstych trudności w diagnozowaniu
dysenteri,i świń, na po,dstawie obrazu kliniczne-
go i zmian anatomopatologicznych, laboratoryj-
ne meto,dy rdiagnostyczne mogą spełniać duzą
rolę w diagnostyce różnicowej tej choroby. Du-
żą trudność w ustaleniu niezawodnych meto,d
diagnolstyczn5roh sta,nowi fakt, że etiologia pro-
cesu chorobowego ,nie jest ,dotychczas wyjaś-
niona,

Po taz pierwszy dysenteria zost-ała opi,sana
w 1921 r. w USA przez Whiting',a, Porle'go i
Spray'a a w Europie w 1944 r. przez Mannin-
ger'a (9), który sugerował wirusowe tło scho-
rzenia. Schmid i Klinger (13) uważali, że przy-
czyrlą dysenterii iest infekcja Vibńo colz. Po-
gląd terr dominował w zasadzie do końca lat
sześódziesiątych, wie'lu badaczy wsil<azyw,ało
iednak rra inne ,drobnoustroje jako czynniki
etiologiczne (B, 14).

Pod koniec lat sześódziesiątych Terpstra po-
stawił hĘotezę o etiologicznej r"oli spirochet
(17). Stwiendził on w kale chorych zwierząt
,,krętkowate mikróorganizmy". Odkrycie jego
potwierdzili Tesauro VaJJIeyo (19), dając krót-
ką charakteryst/kę tych mikro,organizmów oraz
Roberts i Si,mon (12), a później Espinan,se i Ra-
don (4). Blakemore i Taylor (1) donieśli, że u
doświadczalnie zarażonych świń spirochety
można hy\o znaleźć nie t;"l[<o w krylgtach ślu-
zówki, ]ecz również wewnątrz komórek łT abłon-
ka ielit. W 1970 r. Taylor (15) opisał u,dany
elrsperyment wyizolowarria spirochet, a w 1971
r. Taylor i Alexan,der (16) ,Drzeprowadzili dwa
ekspe,rymenty z izolowanymi ,spirochetami.

Ohjawy dysenteriii u świń doświadczalnych
wystąpiły w 8-11 ,dni o,d momentu zakażenia.
Również Harris i wsp. (6) .wyizolowali ze ślu-

zóWki chorolbowo zmienionych jelit pochodzą-
cych o,d świń choryoh na dysenterię ,,małe"i ,,,dlfże" spirochety. Dużym sp,irochetom auto-
rzy dali nazwę Treponema h,godysenteri,ae.

Doświadczalne świnie, [<tóre otrzymywały
Treponemy w form,ie czystej kultury lub w
kornbinacii z Vibrżo coli reagowały kliniczny,mi
zmianarni charakterystycznymi dla desynterii.

Znaczenle spirochet (Treponema hyodysente-
rżae) w etiologii dysenterii świń potwierdził
G]ock (5). Przeprowadzał on ba,dania w 6-ciu
grupach zwierząt zakażonych doustnie zawaT-
tością okręznicy i zeskro|binami śluzówki pocho-
dzącymi od świń chorych. W śluzówce okręż-
ni cy wszystkich zwierz ąt zakażonych zna j d,o wał
duże spirochety, nie było ich natomiast w gr,u-
pie kontrolnei. Stwierdzlł on również, że ,duże
spirochety można znaleźć nawet na trzy dni
przed wystąpieniem objawów klinicznych.

Na ostatnil-n Kongresie IPVS (1974) Bran-
denburg (2) przedstawił wyniki doświiadczeń ,do-
ty,czących wy-wołania ,desynterii za pomocą Tre-
ponerna hyodgsenteri.ae i Vźbrżo colż u świń
gnotobiotycznych. Stwierdził on, że ani Trepo-
nema ami Vżbńo nie spowo,dowały wystąpienia
choroby. W świetle najnowszych badań coraz
więcej ba,daczy skłonnych jest uważać, że bez-
pośrednim powodem wystąpienia dy,senterii są
warunkl środowiskowe (10) i jest to choroba
duzych ferm i tuczarni, natomiast różnego ro-
dzaju mikro,organizmy towarzy\szące te: jed-
nostce, spełniają rolę czynników rłltórnych, za-
chowują się one jednak w trakcie inkubacji i
p,rzebiegu choroby na tyle charakterystycznie
(3), ze współczesna diagnostlka lahoratoryjrra
opiera się głównie na obserwacji tych czynni-
ków. Brane są tu przede wszystkim po,d uwagę
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Treponetna hgodysenteńae i Vibrio colż, Ma-
teniał rdo badań stanowi ściana ie'lita grubego i
ślepego, treść pokarmowa i surowica chorych
zwierząt. Meto,dami obserwacii i wykazywania .

obecności wtónnych czynników etiologicznych
będą: barwierria prep. histologicznych. treści
ielita i otbserwacie ,dro,bnoustrojów pod mikro-
skopem op]tycznym i elektronowym, izolacja i
namnażanie Vibńo i Treponem, fluorescencyjna
metoda w/kazywania Treponerl w kale cho-
rych zwierząt, he,maglutynacja surowicy świń
badanych z antygenem pochodzącym z pato-
gennych szczepów spirochet.

Barwien,ie, izolacia i hodowla V. coli są juz
ogórlntie znane. W poniższym opracowaniu po-
dany jest zarys mniej .znanych metod postępo-
,uł,ania, mających na celu w;rkazanie w materia-
le badanym Treponema hyodysenterżae, ponie-
waż Łen droibnoustrói trważany jes,t lradal za
istotny czynnik diagnostyczny,

Najlepszą, bo stosunkowo prostą i dającą do-
bre efekty, wydaje się być met. barwienja Tre-
ponern za pomocą Victoria Blue 4-R opisana
przez Ol,sona (11). Metoda ta może być równiez
stostrrlkowo łatwo dostosowana do pracy z o,d-
czynnikami ogolnie dostępnymi na rynku kra-
jowym.

I. Barwienie Victoria Blue.
Jest to pro,ste iba,rwienie, przy pomocy któ-

rego mozna obserwować spirochety w gruczo-
łach ś]uzowych w his,tologicz rych preparatach
okręznicy świń cho,rvch na d;rsenterię.

Materiał i metody
Chorobowo zmieniony odcinek okrężnicy umiesz-

cza się w 100ó buforowanej formalinie, następnie od-
wadnia przy pomocy odczynnika Dehydrant (może być
alkohol etylowy), przejaśnia zapomocą Clearing Agent
(rnożna tu użyć kslnlenu) i utwardza przez nasącze-
nie preparatem Paraplas,t (Iub parafiną w temp.
55oC). Mikrotomen tnie się pr-eparat ,na skrawki
o g,fubości 6 p, j</tóre następnie odparafiłroirvuje
się i suszy na powietlrzu. Skrarłlki zalerva Się
0,50/o woCnym roztworem barwnika Victolia Blue 4-R
na okres 3 min. Następnie preparaty przepłukuje się
wodą destyiowaną, oCbaiwia za pomocą 0,05U/o kwasu
siarkor,r,,ego przez około 15 sek. i ponorłlnie przepłu-
kuje wodą. Tak przygotowane prepa,raty na,warstwia
się natychmiast żelem glicerynowym 1ub poliwinyl-
pyrolidonem.

\Myni]ri i omór,vienie
Mikroorganizmy barrvione za pomocą Victoria Blue

4-R były ,wvraźnie widoczne w śr.vietle śluzórł,ki ok-
rężnicy śrviń chorych, p,odczas gdy -w pl,eparataclr po-
rów,irawczych bai-wionych hematoksyłirlą i eozyną by-
ły one -widoczne znacznie slabiej. U śrłllń z uporc:Lywą
biegunką, trwającą dłuższy czas, Itczba mikroo.i:ganiz-
mów była mniejsza. Ba,:wione spirochety miały śred--
nicę od 0,3 p, długość do 10 p i były poCo;bne do
,mikroorganizmów opisyrvanych już przez in,nych ba-
daczy L,4,6, 12,17, 19)

Umieszczenie preparatórv w 100/o blrf.orowaneJ loj]ma-
linie zwiększa intelrsyr,ł,ność barwienia.'W barwionych
preparataclr można zna\eżć kryształy o nieokreślonej
strukturze. Są to twory powstające pod działanism
barwnika.

II. Obserwacie pod rnikroskołpem elektrono-
wym,

Obserwacie pod mikroskopem elektlonowyrn
mają duże znaczenie w identyfikacji spirochet
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zarówno z izolowanych hodo-wli, jak i skraw-
ków histopatologicznych okręznicy oraz treści
jelitowej chorych świń. Większość autcrów
stosu.je w mikroskopili ełektronowej barwienie
PTA (phospho,tu,ngstic aci,d stain). Olson (11)
oglądaiąc cienkie skrawki plepar,ató-w pocho-
d.zących od świń chorych na dysenterię str,vier-
,dza, że spirochety zbu,dorlrane są z cylindra pro-
toplazmatyczneEo zawierającego włókienka
osiowe, otoczonego cienką otoczką. Harris
i Glock (6) stwierdzają u ,,małych spirochet"
obecność iednego ]ub dwóch włókienek osio-
wych wychodzących z każ,d,ego końca cylirrdra
protoplazmatycznego. Włókienka osiowe pokr5l-
waią się w centrum cylindra w układzie 1-2-1
Iub 2-4-2, średnica komórki wynosi 0,24 -0,30 p.

Małe spi,rochety barwione PTA przypominały nie-
ruchome spirochety typu ,,b" opisywane uprzednio
przez Tay7ora, Obselwacje ,,dużych spirochet" wyka-
zywały obecność o,d 7 do 9 włókienek 1yych6dzących
z każdego końca cylindra w układzie 7-14-7 Iub 9-18-9,
a średnica lromórki wynosi 0,29 - 0,3B p w najgrub-
szlłn miejscu. Duże spirocheĘ podobne były pod
względem morfologicznym do spirochet opisywanych
przez Taylora i Blakemorea, którzy donieśli, że spi-
rochety typu ,,a" czy\i tzw. duże (Treponema hyodg-
senterl.ae) występują tylko u świń chorych.

III. Metoda fluorescencji.
W 1968 t, holenderscy badacze Ter"pstra

i Akkermans (17) próbowali zastos,ować,do ,dia€|-

nostyki dvsenterii rnetodę im,munofluorescen-
cyjną. Wytrącili oni z suro,wicy świń z chl:onicz-
ną formą dysenterii immunoglobulinę. Immu-
nogłobulina ta łączona była z izothiocynatem
fluoresceiny i d,odawana do wymazów kału
i treści przewodu pokarnrowego chorych i zdro-
wych świń. Stwier,dzono swoistą fiuorescencję
tylko u świń zakażonvch i była ona ściśle zwią-
ZaY]a z organizmami, które okreŚlono jako ,,spi-
rochetopochodne".

Nie wrrrkazano reakcii z fluo,resceiną w kale
zdrowych świń ani z organizmami z gr. Vżbrio
sp. Me,tocla ta,nie została iednak ieszcze dokład-
nie ,dopracowana i na razie nie znaj.Cuje ieszcze
zastosowania iako pewna netoda,diagnostyczna.

IV. Metoda hemaglutynacji.
Próbowano Łakże włączyć ,do metod diagno-

stycznych i testy hemaglutynacyjne, Hunter i
Saunders (?) w 1973 r. opisują próbę wykorzy-
stania testtr hemaglutvnac;zjnego do diagnozy
dysenterii. Test aglutynac)rjny przeprowadzili
oni w 15 sta,dac,h świii na ptrytkach aglutyna-
cyjnych WHO. Antygen pochociził z patogen-
nych szczopów spirochet. 267 badanych suro-
wic otrzymanych było od ś.lziń lv -uvie[<u 18 tyg.
po,dczas ubo-iu z wyjątkiem próbek pochodzą-
cyc7t z iednej fermy od zywych świń rv wieku
5 tyg.

Próbki podzielono na trzy grupy:
1. od stad, w których no,towano d),senterię,
2. o,d stad, w których badaniami klinicznymi nie

stwie,r"dzoir,o dysenterii,
3. od ,stad rvolnych otl specyficznych czynnikórv pa-

top;ennych.
Wyniki wykazały, że naiwiększy stopień hemaglu-

tynacji posiadaly stada, u których uprzednio str,vier-
dzono dysenterię, a najniższ,ą hemagllrtynację łvyl<a-
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zała grupa S-cio tygodniowych świń, które nie miały
jeszcze kontaktu z dysenterią.

Badacze sugerują, że po do,pracorvaniu tej metody
i dokładnym określeniu, jaki najniższy stopień aglu-
tyłracji irroże być traktow-any jako -uvynik dodatni. me-
toda tlr rnogła by mieć zastosowatlie do Cll.rqtrozowa-
nia dysenterii rv stadach.

V. Izolacia i namnażanie spii.ochet od zwic-
rząt chorych na ,dysenterię.

Spirochety, które są zwykle obecne w jelicie
gnrbym człowieka i zwierząt były rnało poznane
z powodu trudności w izolacji i rozmnazani,u
ich w waru.nkach ,,Ln DżtTo". Spirochety byiy
już izolowa.ne z prostnicy myszy, ale nie było
konkretnych prób izo,1owania i identyfikacji
tych organizrnów z ielita grubego innych zwie-
rząt. Dopie]ro gdy skojarzono ,oloecność spirochet
z wj/Stępc-Waniem dysenterii badacze Zaintere-
sowali się hodorvlą tych mikr,oorganizmów. By-
ly to jednak jedynie hodowle symbiotyczne
(1 B),

Izolacja i lrcdołv-la czystej kultlrry udała się dopiero
Harrisol,vi i wsp. w 1972 r. (6). Niżej cpisaną metodą
,wyizolorł,ał on i lłlzhodował 4 rody ,,dużyeh" i 4 rody
,,małych" spirochet. Spirochety były izololvane oC czte-
rech śrviń. Każda śrvinia pochodziła z innego stada,
a wiek ich różnicował się od 8 do 14 tygodni. Wszys-
tkie śrrlinie rvykazyll,ały objarvy śluzowo-krrvotoczne-
go zapalenia jelita grubego. Badaniem mikroskopo-
rvym stwier..Czcno przekrwienie i obrzęk podśluzólvki
i śluzó-wki okrężnicy. Płytkie warstwy nekrotyczne j
tkanki pokryte były śluzowo-włóknikowymi pseudo-
membranami.

Do izolacji użyto 30 ,centyrnetrowych o,dcinkó,w ok-
rężnicy ,od każdej ś-win,i. Po wzdłużnytn r-ozcięciu na-
błonek jelita usunięto za pomocą ostrza mikrotomu,
umieszczono lll moździerzu i emulsyfikorł,ano za po-
mocą tłuczka w roztrvorze fizjolcgicznyrr' z bujorem
f osforanorv}.,rn pH 7,4, Zarviesinę następnie odr,virorva-
no, a plyn tladosado,"vy przepuszczano przez serię fil-
trórl" milipororvych o średnicy od 5,0 p do 0,45 p, o
kolejno malejących śi,ednicach otrł,orów,

Mikrosl<opor,ve obserwacje przesączu,wykazywały
obecność organizmóvł podobnych do Vibrżo sp. i dwóch
typórv spiroc}let różniących się morfologicznie. Spiro-
chety były ruchome ,i charakterystycznie skręcone.
Duże spirochety były zwinięte luźniej, a rnałe ciaś-
niej. Z Iiltratu zrobiono dziesięciokrotne rozcieńcze-
nia w PBS (roztw. fizjol.tbufor fo,sfo,i^arr). 'W' celu
izolac ji małych spirochet materiał umieszczono ,w

PRAS E-agarze (pre-reduced anaerobically sterilized)
rv plobórvkach rv atmosferze CO2, Probóv,zki poddano
inliubacji przez pięć do ośmiu dni w temp, 37"C.

W celu izolowania dużych spirochet tozcieńezony ma,
teriał umieszczo,no w stery}izowanych płytkach Pet-
riego. Płytki zalana następnie agarem tryptozowym z

dodatkiem 50/o krwi bydlęcej z cytrynianem (TBA) w
temp. 45oC.

Po zakrzepnięciu agaru płytki umieszczono ,w beztle-
norvym kontenerze i inkubo,wan,o w tem*p. 37aC przez
1 ,do' 10 ,dni, Vibrżo rośnie na obu lpożywkach PRASE-
-agar i TBA, ale rozcieńczenie ,w PBS umożli,wia roz-
dzielenie Yźbrio od spinochet. Małe spinochety rosną
początkowo jako małe kolonie kształtu łebka szpilki,
stopniowo ko,ncentrycznie się ro4rz*trzeniając. W
PĘAS E-agarze rosną szyb}<,o, ale adaptują się także
na pożywce PRAS z ekstraktem drożdżowo-pent,ono-
wym, zawierającym inaktywowa,ną surowicę śrvińską
-"v atmosferze azottt.

Duże spiroche y r,vytwarzały w TBA. strefy hernoli-
tyczne i czasami dawały się zauważyć w obrębie tych
stref małe białe kolonie. Obserwacje mikroskopowe
wykazy,wały w tych strefach obecność dużej liczJoy
milvrrcorganizmów. Próby namnażania dużych spiro-
chet na samej pożywce tryptozorvej zakończyły się nie-
powodzeniem,

W diagnostyce laboratoryjnej dysenterii pa-
miętać trzeba, ze wobec skomplikołvanej i nie
poznanej jeszcze dokładnie etiologii tego pro-
cesu chor,obo,wego, olbecnie Stosowane metody
diagnostyczne nraią za zadaT\ie wykazać pewne
charakterystyczne,zmiarry, ilościowe i jakościo-
w€, flory baktelyjnej w trakcie inkubacji i
przebiegu choroby.

Dalsze postępy badań nad etiotrog,,ią dylsenterii
po]vinny przynieść nowe,,doskonalsze meto,dy
d_iagnozowania tego §chorzenia, którego rol,a w
krajowej gospodarce trzo,dą chlewną rośnie w
miarę Iozwoju hodowli wielkostadnej i tuczu
przemysłowego.
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B[,UE J. L., D.ĄWE D. L., (iR,Ą.TzF.Iś J. B.: Zastoso-
wanie oclczynu hernaglutynacji biernej do wylrrywania
przeciwciał przeciwko wirusowi lrluetongue. (The use
of passive hemagglutination for the detection of lrlue-
tongue viral antibodies). Am. J, veb. Res. 35, 139-142,
1974 (I).

CzęŚciowo aczyszczony w-irus bluetolngue ZaStoSoWa-
no do opłaszczania krwinek konia, Opłaszczone krwin-
ki stosowano do wykrywania przeciwciał przeciwko
temu wirusovli rv surowicy owiec. Swoistość odczyńu
hemaglutynacji biernej potwierdzano odczynem zaha-
mowania tego testu. Wirus stosorvany do opłaszcze/nia
krrvinek i zakażania owiec namnożono na jednowar-

stwo,wej hodowli nerki cielęcia (Madin-Derby BK).
Surorvice ołviec zakażonych sztuczn'ie reagowały w
odczynie hemaglutynacji biertrej w mianie 1:40 lub
wyżej począwszy od 3 dnia po zakażeniu. Następnie
miano przeciwciał wzrastało do 1:160 i utr,zymywało
się na tym poziomie do 42 dnia po zakażeniu. Po-
nadkażeniu obserwowano dwu - czterokrotny wrost
miana swoistych przeciwciał. Przy użyciu odczynu
precypitacji dyfuzyjnej w Żelu przeciwciała w suro-
wicy zakażo,nych owie c wykrywano dcpiero po 49
dniach po zakażeniu.

G.
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