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Summary

Ultrastructural changes in tonsils and lungs after ex-
perimental infection of pigs immunized against Au-
jeszky’s disease

The aim of the study was to evaluate ultrastructural
changes in tonsils and lungs after the infection with
a virulent Aujeszky’s disease virus (ADV) of pigs
immunized with various types of vaccines against
Aujeszky’s disease. Three experimental groups com-
prising 4 pigs each were formed: the first one was
vaccinated once with the living deleted, TK and
gG-negative Tolvid (TM) vaccine (Upjohn), the se-
cond one, i.e. the conventional attenuated Suivac A
(Biowet-Putawy) was given twice 4 weeks apart, and
the third served as the non-vaccinated control. Thrgg
months later all the pigs were infected with 10~
TCIDs¢/ml of virulent Nothern Ireland Aujeszky-3
(NIA-3) strain of ADV by instilling at a dose of 1 ml
into each nostril. On day 5, 8 and 23 post infection
(dpi), samples of tonsil and lung tissue were taken
for ultrastructural studies. The results have been
presented in the form of electronograms: the presence
of ultrastructural changes was noticed up until at
least 23 dpi. These kinds of lesions can unfavourably
influence the animal’s growth, leading to essential
financial losses. Though the lesions were also observed
in vaccinated animals, they were of minor intensive-
ness.

Choroba Aujeszkyego (chA) jest zakazna i1 za-
razliwa choroba wielu gatunkéw zwierzat gospo-
darskich i wolno zyjacych, wywotywana przez wirus
z rodziny Herpesviridae (Herpesvirus suis typ 1).
U swin wrazliwo$¢ na zakazenie jest odwrotnie pro-
porcjonalna do wieku. U prosiat ssacych, zwlaszcza
w pierwszych dwdch tygodniach zycia, chA prze-
biega ostro i najczesciej koriczy si¢ zejSciem Smier-
telnym. Im $winie starsze tym przebieg choroby
jest tagodniejszy z mniejszym odsetkiem Smiertel-
nosci, ktéry u tucznikéw zwykle nie przekracza 5%.
U wielu §win wystgpuja jedynie zakazenia bezob-
jawowe lub latentne. Taki przebieg choroby u Swin
stwarza mozliwos$¢ obserwacji powstajacych zmian
patologicznych w réznych okresach po zakazeniu,
w odrdznieniu od innych gatunkéw zwierzat, u kto-

rych chA powoduje najczeéciej Smier¢ po kilku —
— kilkunastu godzinach (9, 23, 25, 61, 62).

Pi$miennictwo dotyczace badaf ultrastruktural-
nych narzadéw $win po zakazeniu zjadliwym wi-
rusem chA jest nieliczne, uwzgledniajace najczescie]
pierwszy okres zakazenia u zwierzat mtodych, nie
immunizowanych (4, 8, 10, 11, 12, 37, 44, 45, 46,
47, 54).

Wirus chA cechuje sie gtéwnie neurotropizmem
(o$rodkowy uktad nerwowy — OUN) (5, 6, 10, 11,
13, 14, 18, 25, 33, 35, 37, 38, 39, 42, 47, 50, 60),
ale niektére szczepy wirusa maja réwniez powino-
wactwo do ukitadéw: oddechowego (2, 3, 4, 7, 8,
16, 53, 54, 59), rozrodczego (15, 17, 21, 22, 26,
27, 28, 63), chtonnego (29, 34, 45), krwionosnego
(12, 44) i pokarmowego (20, 46, 52, 56).

Celem badan byto okreSlenie rodzaju zmian ultra-
strukturalnych w migdatkach i ptucach po ekspery-
mentalnym zakazeniu zjadliwym szczepem wirusa
chA §wif immunizowanych dwoma réznymi typami
szczepionek — zywa delecyjna, TK- 1 gG-ujemna
oraz konwencjonalng atenuowana.

Material i metody

Badania przeprowadzono na 12 $winiach rasy wbp o
masie ciala 20-25 kg, pochodzacych z fermy uznanej za
wolna od wirusa chA w toku odrebnego postgpowania.

Po przywiezieniu do pomieszczen Katedry Swinie oz-
nakowano, odrobaczono oraz wykonano badania serolo-
giczne w kierunku chA, uzyskujac u wszystkich wynik
negatywny. Zwierzeta miaty staty dostep do wody pitne;j
i byly karmione 2-krotnie w ciagu doby, o statych porach,
paszami pelnoporcjowymi (PP-Grower, PT-1) zgodnie z
normami dla chowu przemystowego.

Po okresie kwarantanny utworzono trzy grupy do§wiad-
czalne, oznaczone symbolami T, S i K. W kazdej z grup
znajdowaly si¢ 4 wybrane losowo osobniki.

Swinie grup do$wiadczalnych umieszczono nastepnie
w izolowanych, odkazonych boksach i poddano immuni-
zacji, zgodnie z zaleceniami producentéw szczepionek:

— grupa T - szczepionka zywa delecyjna Tolvid™
(Pseudorabies vaccine modified live virus — Upjohn USA)
jednokrotnie w dawce 2 ml/zwierze domig$niowo w Srod-
kowa okolicg szyi po stronie lewej. Szczepionka ta pro-
dukowana jest w oparciu o szczep PRV HR po modyfi-
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kacji genomu, polegajacej na delecji 276 nukleotypéw z
genu kodujacego kinaze tymidynowa (TK) oraz 196 nu-
kleotydéw z genu kodujacego glikoproteing X (gX), aktu-
alnie okreslana jako gG. Pierwsza delecja miata na celu
pozbawienie wirusa zjadliwosci oraz mozliwosci rewersji
1 replikacji w neuronach, natomiast druga miata stworzy¢
marker immunologiczny, ktéry umozliwitby serologiczne
(test gG-ELISA) odréznianie §wiri zakazonych od szcze-
plonych ta szczepionka przy zastosowaniu specjalnego
zestawu — Pseudorabies virus glycoprotein gpX antibody
test kit (Tolvid™ Diagnostic),

— grupa S — szczepionka zywa konwencjonalng Suivac
A (Biowet Putawy), wyprodukowang na bazie atenuowa-
nego szczepu BUK — TK-900. Swinie immunizowano
dwukrotnie w odstepie 4 tyg. podajac szczepionke w
dawkach 2 ml/zwierze podskérnie w Srodkowa okolice
po obu stronach szyi,

—grupa K — §winie pozostawiono nie szczepione (grupa
kontrolna).

Po uptywie 24 h po immunizacji wykonano odkazenie
pomieszczen i skc’)ry zwierzat.

Po 3 mies. po immunizacji wszystkie §winie zakazono

TCID50/m1 szczepu NIA-3 (Northern Ireldnd AUJC—
szky — 3). Szczep ten o mianie TCIDsp = 107" ml
otrzymano od dr J. T. van Qirschota z Institute for Animal
Science and Health w Lelystad (Holandia). Zakazenie
wykonano wkraplajac po | ml zawiesiny wirusa w kazde
nozdrze po uprzedniej premedykacji preparatem Relani-
mal (Polfa Terpol) i unieruchomieniu zwierzecia w pozy-
cji siedzacej z glowa odchylong maksymalnie ku gérze 1
tytowi.

Po 24 h po zakazeniu wykonano ponowne odkazenie
pomieszczen 1 skéry zwierzat.

Wycinki migdatkéw i ptuc do badari ultrastrukturalnych
pobierano w 5, 8 i 23 dniu po zakazeniu (dpz), w czasie
do 3 min. od skrwawienia zwierzgcia. Dokonywano wstep-
nego utrwalenia wycinkéw w mieszaninie 2,5% aldehydu
glutarowego 1 1% paraformaldehydu w 0,2 M buforze
fosforanowym o pH 7,4 w temp. +4°C przez 2 h. Ptukano
w 0,2 M buforze fosforanowym i utrwalano powtdrnie w
2% czterotlenku osmu w 0,2 M buforze fosforanowym.
Po odwodnieniu w szeregu rozcienczen (50, 70, 80, 90,
96 1 100%) alkoholu etylowego i tlenku propylenu skraw-
ki zatapiano w Eponie 812, krojono na ultramikrotomie
LKB i kontrastowano octanem uranylu i cytrynianem
otowiu. Preparaty ogladano i fotografowano w transmi-
syjnym mikroskopie elektronowym (TEM) Tesla 500
przy KV 60.

Wyniki i omowienie

Badania ultrastrukturalne wycinkéw migdatkéw
wykazaty wyrazne zmiany ich struktury u $win z
wszystkich grup doswiadczalnych. Stwierdzono licz-
ne i rozlegle skupiska komoérek o zatartych granicach
komérkowych, z obrzmiatymi i rozpadajacymi sie
jadrami oraz zanikiem typowej budowy cytoplazmy,
a takze obecno$¢ ,,gruzu komérkowego” powstatego
z rozpadajacych si¢ komérek, poprzerastanego wiaz-
kami widkien kolagenowych (ryc. 1). Wystepowaly

rowniez liczne makrofagi oraz limfocyty o daleko
posunigtej marginacji chromatyny oraz wakuolizacji
cytoplazmy (ryc. 2).

U $wini immunizowanych stwierdzono mniejsza
liczbg skupisk komorek z opisanymi zmianami mart-

Rye. 1. Fragment migdatka 7 widocznymi skupiskami komérek podlegajy-
cych procesom degeneracji. Swinia nie szczepiona, uspiona w 23 dpz
Pow. 9000x

g
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Ryc. 2. Limfocyt z widoczny marginacja chromatyny 1 uszkodzona czescio-
wo ostonka jadrowa. Obok limfocyt z licznymi wakuolami w obrebic cyto-
plazmy. Swinia szczepiona Suivac A., uspiona w 23 dpz. Pow. 15 000x

Ryc. 3. Makrofag z widocznymi sfagocylowanymi komérkami. Swinia
szczepiona Suivac A, uspiona w 23 dpz. Pow. 8000x
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wicowymi, natomiast obserwowano liczne, olbrzy-
mie makrofagi z fragmentami sfagocytowanych ko-
morek, usytuowane zarowno w poblizu zmian mar-
twicowych, jak i daleko poza nimi (ryc. 3). Natgzenie
tych zmian byto wigksze u Swin w 51 8 niz w 23
dpz. W obrebie jader limfocytéw obserwowano row-
niez obecno$¢ skupisk tworéw nitkowatych (ryc. 4).

Migdatki uwazane sg za jedne z pierwotnych
miejsc namnazania wirusa chA (34, 45, 52, 53), z
czym wiazane sa jego witasciwoSci immunosupre-
syjne (29, 45, 55). Narita i wsp. (45) badajac zmiany
ultrastrukturalne u 5- dniowych prosiat zakazonych
per os dawka 2 ml] w rozciericzeniu 1: 10 zjadliwego
szczepu Yamagata 881 o mianie 107 TCIDso/ml,
stwierdzili wystgpowanie ognisk zapalno-martwico-
wych w strefie podnabtonkowej miedzy grudkami
chtonnymi a nabtonkiem krypt, w obrebie ktdrych
obserwowano duza liczbe komérek zwyrodniatych,
trudny do identyfikacji ,,gruz komérkowy” i leuko-
cyty. Zmiany te ulegaty nasileniu do 5 dpz obejmujac
grudki chtonne i nabtonek krypt, po czym pojawiat
sig wysigk wtdéknikowy i nastgpowala stopniowa
regeneracja uszkodzonych tkanek. W jadrach ko-
moérek nabtonka obserwowano marginacj¢ chroma-
tyny. Zmiana ta wystepuje dosé regularnie w zaka-
zonych komérkach zaréwno w OUN, jak 1 w innych
tkankach, natomiast nigdy nie byta obserwowana u
zwierzat nie zakazonych (19). Tuboly i wsp. (58)
stwierdzili ja w jadrach histiocytéw mig¢s$ni, Basker-
ville (4, 8) 1 Vannier (59) w jadrach komdrek na-
btonka oskrzeli i ptuc, Muhm 1 Beard (42) w jadrach
komérek nerwowych OUN, a Ducatelle 1 wsp. (19)
w jadrach komoérek kory moézgu i hepatocytow.

Interesujacym zjawiskiem byto stwierdzenie obec-
nosci tworéw nitkowatych (plexiform vermicellar
arrays) w jadrach limfocytéw. Narita 1 wsp. (47)
stwierdzili takie twory w komorkach zwojow gwiaz-
dzistych prosiat w przebiegu zakazenia wirusem chA.
Podobne twory nitkowate obserwowano rowniez u
ludzi w przebiegu zapalenia mézgu i zwojow ner-
wowych wywotanego wirusami Herpes varicella —
zoster (36, 43) i Herpes simplex (57) oraz przy
zmianach skornych po zakazeniu wirusem Herpes
varicella (24), atakze u myszy po zakazeniu wirusem
Herpes simplex (51) i u chomikéw po zakazeniu
wirusem ronienia klaczy (1).

Liczne zwidknienia obserwowane w badaniach
wilasnych u Swin nie szczepionych przy dtugim okre-
sie dziatania wirusa chA wskazuja na penetracjg
przez tkanke taczna uszkodzonych obszaréw mig-
datka 1 nieodwracalno§¢ zmian.

Badaniami ultrastrukturalnymi wycinkéw phuc
Swin kontrolnych, nie szczepionych, w 5 dpz stwier-
dzono zagrubienie i wakuolizacj¢ czgSci splaszczo-
nej alveocytow ptaskich i btony podstawnej (ryc.
5) oraz ubytki surfaktantu. Obserwowano zwyrod-
nienie fibroblastéw i duze skupiska widkien kola-
genowych (ryc. 6) oraz witdknika (ryc. 7) przyle-

Ryc. 4. Twory nitkowale w obrebie jadra limflocyta Swinia szczepiona
Suivac A, uspiona w 8 dpz. Pow. 16 000x /

Ryc. 5 Wakuolizacja cytoplazmy alveocytéw ptaskich nabtonka oddecho-
wego. Surfaktant z oznakami rozpadu prawidtowej struktury. Swinia nie
szczepiona, uspiona w 5 dpz. Pow. 12 000x

gajace do przegrod migdzypecherzykowych. Zmiany
te ulegaty nasileniu w dalszym okresie po zakazeniu
(do 23 dpz).

Ducatelle i wsp. (19) stwierdzali w ptucach drobne
$rodmiazszowe ogniska martwicowe, w obrgbie kto-
rych komodrki wykazywaly rozpad jader, a takze
jednorodne jadra amfofili ze zgrubialy blong jadrowa.

Baskerville (4) obserwowat makrofagi fagocytu-
jace ,,gruz komorkowy” oraz wysigk widknikowy
w Swietle oskrzeli. Réwniez Baskerville (7) badajac
zmiany w uktadzie oddechowym u 4 tyg. prosiat
zakazonych donosowo szczepem NIA-2 stwierdzat
zmiany zapalno-martwicowe i zwyrodnieniowe w
oskrzelach, oskrzelikach i pgcherzykach ptucnych,
dotyczace nablonka, Srédbtonka i tkanki tacznej do
6 dpz, po ktérym nastgpowata faza regeneracji, po-
taczona z organizacja wysigku wioknikowego przez
fibroblasty, prowadzaca do zarastania oskrzelikow
(bronchiolitis obliterans) i1 rozlegltego zwidknienia
ptuc, trwajaca do 16 dpz. Ten sam autor stwierdzat
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Ryc. 6. Skupiska widkien kolagenowych w obrebie przegrod tacznotkanko-
wych miazszu pluc. Swinia nie szczepiona, uspiona w 5 dpz. Pow. 8000x

Ryc. 7. Skupisko wtdknika w obrgbie swiatta pecherzyka ptucnego.
Swinia nie szczepiona, uspiona w 5 dpz. Pow. 9000x

ponadto w okresie 1-6 dpz (faza ostra) marginacje
chromatyny w komérkach nabtonka pgcherzykow
ptucnych i komérkach tkanki $rédmigzszowej, a
ponadto rozszerzenie cystern w retikulum endopla-
zmatycznym oraz obrzek i rozpad mitochondriow i
innych organelii. Obserwowat takze rozpad obu ty-
péw (I 1 IT) komérek nabtonka, jako wynik zmian
zwyrodnieniowych. Powstalty w wyniku rozpadu
tych komorek ,,gruz komérkowy” byt usuwany do
Swiatta pecherzykéw ptucnych. W wielu naczyniach
wlosowatych pecherzykéw ptucnych juz w 24 h po
zakazeniu stwierdzono tworzenie widknika. Komor-
ki Srédblonka wielu naczyn ulegaty catkowitemu
zwyrodnieniu tworzac ,,gruz komérkowy”. Zmiany
zwyrodnieniowe wystepowaty réwniez w komoér-
kach migs$ni gtadkich wigkszych naczyn krwionos-
nych. Od 3 dpz w pecherzykach plucnych i prze-
grodach miedzypecherzykowych stwierdzano ko-
morki plazmatyczne, polimorfonuklearne (PMN) i
limfocyty, a w wysigku makrofagi. Obserwowano
réznego stopnia obrzek przegréd migdzypecherzy-

kowych i w wielu miejscach martwice widkien ko-
lagenowych. W fazie naprawy trwajacej do 14 dpz,
juz od 4 dpz pojawialy si¢ w duzej iloSci makrofagi
w pecherzykach ptucnych 1 uszkodzonych przegro-
dach miedzype¢cherzykowych, pochtaniajace ,,gruz
komoérkowy” 1 wiéknik. W makrofagach stwierdzano
duze wakuole cytoplazmatyczne, zawierajace ,,gruz
komérkowy™, erytrocyty i leukocyty — po fagocy-
tozie tworzyly si¢ elektronowo-geste fagosomy o
Srednicy 200-400 nm obserwowane w okresie 6-12
dpz. W tej fazie stwierdzano tez duza ilos¢ fibroblastow
w zawierajacych wysiek pecherzykach ptucnych oraz
w uszkodzonych przegrodach migdzypecherzyko-
wych, z cysternami retikulum endoplazmatycznego,
ktére zawieraty bezpostaciowy materiat o umiarko-

“ wanej gestosci. Od 7 do 14 dpz w obszarach dzialania

fibroblastéw stwierdzano duze skupiska pozakomor-
kowego kolagenu i mniejsze ilo$ci widkien elastycz-
nych umiejscowionych bezposrednio pod btona pod-
stawng 1 rozprzestrzeniajacych sig¢ w zgrubiatych
przegrodach mig¢dzypecherzykowych. W tej fazie
stwierdzano umiarkowana ilos¢ komorek plazmatycz-
nych, limfocytéw i sporadycznie komorki PMN. Po-
chtaniany przez makrofagi ,,gruz komorkowy” 1
wiéknik byly zastgpowane przez komérki nabton-
kowe typu I. W zadnym okresie choroby nie stwier-
dzono wzrostu liczby komdrek nablonkowych typu
IT pokrywajacych pgcherzyki ptucne. Obserwowano
tez zatory w drobnych naczyniach krwiono$nych.
Scheffer 1 Becker (54) w ptucach 4 tyg. prosiat
zakazonych wirusem chA stwierdzali zmiany wstecz-
ne w komoérkach nabtonka i1 $cianach pecherzykow
plucnych z czg$ciowym odstonigciem btony pod-
stawnej, ktore ich zdaniem mogg stanowié miejsca
predylekcyjne dla wtérnych zakazen bakteryjnych.
U $wil immunizowanych, zarowno w poczatko-
wym, jak i w péZniejszym okresie po zakazeniu
stwierdzono podobne zmiany w budowie Sciany pg-
cherzykéw ptucnych, chociaz w wiekszosci z nich
natgzenie ich bylo mniejsze, a okres utrzymywania
si¢ krétszy, bez wzgledu na preparat uzyty do uod-
porniania. Réznice migdzy §winiami nie immunizo-
wanymi i immunizowanymi nie byly jednak tak
wyrazne i zdecydowane, jak w przypadku innych
narzadéw, a wigc i ocena na tej podstawie ochron-
nego oddzialywania obu badanych szczepionek na
zmniejszanie uszkadzajacego dziatania wirusa chA
nie moze by¢ jednoznacza. Moze to wynikaé z pneu-
motropowych wiasciwosci szczepu NIA-3, donoso-
wej drogi jego wprowadzenia do organizmu oraz
stosunkowo duzej dawki uzytej do eksperymental-
nego zakazenia. De Leeuw 1 wsp. (30) twierdza, ze
wyniki badan wartosci ochronnej szczepionek uzy-
skiwane w warunkach eksperymentalnych sa z re-
guly gorsze niz w terenowych, poniewaz dawka
wirusa uzyta do zakazenia zwierzat jest zwykle wyz-
sza od tergqjowej. W badaniach wiasnych stosowano
dawke 107~ TCID50/ml szczepu NIA-3 wirusa chA,
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podczas gdy De Leeuw i Tiessink (31) oraz Van
Oirschot 1 Gielkens_(48) w podobnych badaniach
stosowali dawke¢ 10 PFU/ml tego samego szczepu
wirusa.

Wyniki badai wtasnych, zwlaszcza dotyczace
struktur decydujacych o wymianie gazowej, wska-
zuja na uszkodzenie przez wirus chA najwazniej-
szego elementu strukturalno-funkcjonalnego ptuc.
Uzyskane wyniki sa zgodne z opisanymi przez Ba-
skerville’a (8) zmianami w komoérkach nablonka
oddechowego wystgpujacymi w okresie 14 dni od
momentu donosowego zakazenia. Dtugi okres utrzy-
mywania si¢ tych zmian (do co najmniej 23 dpz),
znacznie przekraczajacy czas wystgpowania obja-
wow klinicznych, a takze obserwowane zwidknienia
miazszu pluc sg niekorzystnymi zjawiskami w prze-
biegu zakazenia wirusem chA, uposledzajacymi pra-
w1d10wy rozwdj zwierzat i predysponujacymi do
rozwoju oportunistycznych zakazed uktadu odde-
chowego.

Uzyskane na poziomie ultrastrukturalnym wyniki
badari wiasnych moga stanowié potwierdzenie wy-
nikéw badari De Leeuwa i Van Oirschota (32), Van
Oirschota i Gielkensa (49) oraz McFerrana 1 wsp.
(40, 41), ktorzy dowiedli, ze szczepienia Swin prze-
ciw chA zapobiegaja padnigciom i tfagodza objawy
kliniczne, ale zZadna szczepionka nie daje catkowi-
tego zabezpieczenia przed zakazeniem. Zakazenie
to moze przebiegac z goraczka, zahamowaniem wzro-
stu i wydalaniem zjadliwego wirusa chA, jednak w
kazdym przypadku te parametry sa stabiej wyrazone
u Swin szczepionych niz u nie szczepionych

Wyniki przeprowadzonych badan sugerujg, ze ob-
serwowane po zakazeniu zjadliwym szczepem wi-
rusa chA zmiany patologiczne na poziomie ultra-
strukturalnym u $wif, zwlaszcza nie szczepionych
mogaq w pewnym stopniu wywiera¢ negatywny
wplyw na wzrost i rozwéj organizmu. Zjawisko to
w skali stada moze powodowa¢ niekiedy malo wi-
doczne i trudne do oszacowania straty ekonomiczne,
stanowi rowniez dodatkowe potwierdzenie koniecz-
nosci zintensyfikowania dziatan w kierunku uwol-
nienia ferm trzody chlewnej w naszym kraju od
wirusa chA.
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