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Zrniany ultrastrukturalne w migdalkach
i plucach po eksperymentalnym zakażeniu świń

Summary

Ultrastructural chang". i., to..its 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 experimenta| 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-Puławy) was given twice 4 weeks apart, and
the third served as the non-vaccinated control. Threę
months |ater all the pigs were infected with 105'5
TCIDso/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 anima|s, they were of minor intensive-
ness.

Choroba Aujeszkyego (chA) jest zakaźną i za-
raźliwą chorobą wielu gatunków zwterząt gospo-
darskich i wolno żyjących, wywoływanąptzez wirus
z rcdziny Herpesviridae (Herpesvirus słis typ 1).

U świń wrazliwość nazakażęnie jest odwrotnie pro-
porcjonalna do wieku. U prosiąt ssących, zwłaszcza
w pierwszych dwóch tygodniach życta, chA prze-
biega ostro i najczęściej kończy się zejściem śmier-
telnym. Im świnie starsze tym przebieg choroby
jest łagodniejszy z mniejszym odsetkiem śmiertel-
ności, który u tuczników zwykle nie przekracza 5Vo.
U wielu świń występują jedynie zakażęnia bezob-
jawowe lub latentne. Taki przebteg choroby u świń
stwarza mozliwość obserwacji powstających zmian
patologicznych w różnych okresach po zakażeniu,
w odróznieniu od innych gatunków zwierzą| u któ-
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rych chA powoduje najczęśctej śmierć po kilku -
- kilkunastu godzinach (9, ż3, 25, 61, 62),

Piśmiennictwo dotyczące badań ultrastruktural-
nych narządów świń po zakażeniu zjadliwym wi-
rusem chA jest nieliczne, uwzględniaj ącenajczęśclej
pierwszy okres zakażenia u, zwierząt młodych, nie
immunizowanych (4, 8, l0, 11, 12,3J,44, 45,46,
41, 54).

Wirus chA cechuje się głównie neurotropizmem
(ośrodkowy układ nerwowy - OUN) (5, 6, 10, 11,

13, 14, I8, ż5, 33,35,3J, 38, 39, 4ż, 4,7, 50, 60),
ale niektóre szczępy wirusa mają równiez powino-
wactwo do układów: oddechowego (ż, 3, 4, J, 8,

16,53, 54, 59), roztodczego (15, IJ,2I,2ż,26,
2J, 28,63), chłonnego (29, 34, 45), krwionośnego
(12, 44) i pokarmowego (20, 46, 52, 56).

Celem badań było określenie rodzaju zmian ultra-
strukturalnych w migdałkach i płucach po ekspery-
mentalnym zakażeniu zj adliwym szczepem wirusa
chA świń immunizowanych dwoma ńżnymi typami
szczepionek - żywą delecyjną, TK- i gG-ujemną
oraz konwencjonalną atenuowaną.

Materiał i metody

Badania przeprowadzono na 12 świniach rasy wbp o

masie ciała żO-ż5 kg, pochodzących z fermy lznanej za
wolną od wirusa chA w toku odrębnego postępowania.

Po przywiezieniu do pomieszczeń Katedry świnie oz-
nakowano, odrobaczono oraz wykonano badania serolo-
giczne w kierunku chA, uzyskując u wszystkich wynik
negatywny. Zwierzęta miały stały dostęp do wody pitnej
i były karmione 2-krotnie w ciągu doby, o stałych porach,
paszami pełnoporcjowymi (PP-Grower, PT-1) zgodnie z
normami dla chowu przemysłowego.

Po okresie kwarantanny utworzono trzy grupy doświad-
cza7ne, oznaczone symbolami T, S i K. W kazdej z grup
znĄdowały się 4 wybrane losowo osobniki.

Swinie grup doświadczalnych umieszczono następnie
w izolowanych, odkazonych boksach i poddano immuni-
zacji, zgodnię z zaleceniami producentów szczepionek:

- grupa T - szczepionką zywą delecyjną TolvidTM
(Pseudorabies vaccine modified live virus - Upjohn USA)
jednokrotnie w dawce ż mllzwierzę domięśniowo w środ-
kową okolicę szyi po stronie lewej. Szczepionka ta pro-
dukowana jest w oparciu o szczep PRV HR po modyfi-
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kacji genomu, polegającej na delecji 276 nukleotypów z
genu kodującego kinazę tymidynową (TK) oraz ] 96 nu-
kleotydów z genu kodującego glikoproteinę X (gX), aktu-
alnie określaną jako gG. Pierwsza delecja miała na celrt
pozbawienie wirusa zjadliwości oraz mozliwości rewersji
i replikacji w neuronach, natomiast druga miała stworzyć
marker immunolog iczny, który umoz1 iwiłby serologic zne
(test gG-ELISA) odróznianie świń zakażonych od szcze-
pionych tą szczepionką przy zastosowaniu specjalnego
zestawu - Pseudorabies virus glycoprotein gpX antibody
test kit (Tolvidril Diagnostic),

- gl-Llpa S - szczepionką zywą konwencjonalną Suivac
A (Biowet Puławy), wyprodukowaną na bazie atenuowa-
nego szczepu BUK - TK-900. Swinie immunizowano
dwukrotnie w odstępie 4 tyg. podając szczepionkę w
dawkach 2 m7/zwtęrzę podskórnie w środkową okolicę
po obu stronach szyi,

- gflrpa K - świnie pozostawiono nie szczepione (grupa
kontrolna),

Po upływie 24 h po immunizacji wykonano odkerzenie
pomieszczeIi i skóry zwierząt.

Ęo.3 mies. po immunizacji wszystkie świnie zakażono
l 0'"' TClDs6/ml szczepu NIA-3 (Northem lreland_ A9le-
szky - 3). Szczep ten o mianie TCID_so = lo-''Y)/ml
otrzymano od dr J. T. van Oirschota z Institute for Animal
Science and Health w Lelystad (Holandia). Zakażenię
wykonano wkraplając po l ml zawiesiny wirusa w kazde
nozdrze po uprzedniej premedykacji preparatem Relani-
mal (Polfa Terpol) i unieruchomieniu zwierzęcia w pozy-
cji siedzącej z głową odchyloną maksymalnie ku górze i
tyłclwi.

Po 21 h po zakażeniu wykonano ponowne odkazenie
pomieszczeri i skóry zwierząt.

Wycinki migdałków i płuc do badań ultrastrukturalnych
pobierano w 5,8 i 23 dniu po zakazeniu (dpz), w czasie
do 3 min. od skrwawienia zwierzęcia, Dokonywano wstęp-
nego utrwalenia wycinków w mieszaninie ż,57o aldehydtl
glutarowego i 1o/o paraformaldehydu w 0,ż M buforze
fosforanowym o pH 7,4 w temp. +4"C przez 2 h. Płukano
w 0,2 M buforze fosforanowym i utrwalano powtórnie w
żVo czterotlenku osmu w 0,2 M buforze fosforanowym.
Po odwodnieniu w szeregu rozcieńczeń (50, 70, 80, 90,
96 t I007c) alkoholu etylowego i tlenku propylenu skraw-
ki zatapiano w Eponie 812, krojono na ultramikrotomie
LKB i kontrastowano octanem uranylu i cytrynianem
ołowitl. Preparaty oglądano i fotografowano w transmi-
syjnym mikroskopie elektronowym (TEM) Tesla 50O
przy KV 60.

Wyniki i omówienie

Badania ultrastrukturalne wycinków migdałków
wykazały wyraźne zmiany ich struktury u świń z
wszystkich grup doświadczalnych. Stwierdzono licz-
ne i rozległe skupiska komórek o zatartych granicach
komórkowych, z obrzmiałymi i rozpadającymi się
jądrami oraz zanlkiem typowej budowy cytoplazmy,
a także obecn o ść,,gtlJzII komórkowe go" p ow st ałe go
z r ozp adaj ąc ych s ię komórek, p oprzeras tan e go wi ąz-
kami włókien kolagenowych (ryc, 1). Występowały

równiez liczne makrofagi oraz limfocyty o daleko
posuniętej marginacji chromatyn y oraz wakuol izacji
cytoplazmy (ryc. 2),

U świń immunizowanych stwierdzono mniejszą
liczbę skupisk komórek z opisanymi zmianami mart-

Ryc l Fragmellt migdałka z
cl,ch procesoln degcneracIi

widoczny;ni skupiskami komtirek podtegają-
Świnia nie szczepiona, uśpiona w 23 rJpz

Polv 90()0x

Ryc 2 Lillfocyt z widoczną llarginacją chrotnatl,ny i uszkodzoną częścio-
wo osłonką jądrową Obok limfocyt z licznynli r,vakuolall-ti rv obrębic cyto-

pIaznly Swinia szczepiona Suivac A , uśpiona w 23 dpz Pow t5 000x

Makrofag z

szczeplona
widocznymi sfagocytowanymi kotnórkani Świnia
Suivac A, uśpiona w 23 dpz Pow 80O0x

Ryc. 3
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wicowymi, natomiast obserwowano liczne, olbrzy-
mie makrofagi z fragmentami sfagocytowanych ko-
mórek, usytuowane zarówno w poblizu zmian mar-
twicowych, jak i dalekopozanimi (ryc. 3). Natęzenie
tych zmian było większe u świń w 5 i 8 niż w 23
dpz. W obrębie jąder limfocytów obserwowano rów-
niez obecność skupisk tworów nitkowatych (ry,c. 4).

Migdałki uwazane są za jedne z pierwotnych
miejsc namnazania wirusa chA (34, 45, 52, 53), z
czym wiązane są jego właściwości immunosupre-
syjne (29, 45, 55), Narita i wsp. (45) badając zmiany
ultrastrukturalne u 5 -dniowych prosiąt zakażony ch
per os dawką 2 ml w rozcięńczeniu 1:10 zjadliwego^szczępu 

Yamagata 881 o mianie tO7 tĆIPsolńt,
stwierdzil i występowanie ognisk zapal no-martwico-
wych w strefie podnabłonkowej mtędzy grudkami
chłonnymi a nabłonkiem krypt, w obrębie których
obserwowano duzą \iczbę komórek zwyrodniałych,
trudny do identyfikacji ,,gruz komórkowy" i leuko-
cyIy.Zmtany te ulegały nasileniu do 5 dpz obejmując
grudki chłonne i nabłonek krypt, po czym pojawiał
się wysięk włóknikowy i następowała stopniowa
regeneracja uszkodzonych tkanek. W jądrach ko-
mórek nabłonka obserwowano marginację chroma-
tyny. Zmiatra ta występuje dość regularnie w zaka-
zonych komórkach zarówno w OUN, jak i w innych
tkankach, natomiast nigdy nie była obserwowana u
zwterząt nl,e zakażonych (19). Tuboly i wsp. (58)
stwierdzili ją w jądrach histiocytów mięśni, Basker-
ville (4, 8) i Vannier (59) w jądrach komórek na-
błonka oskrzeli i płuc, Muhm i Beard (42) w jądrach
komórek nerwowych OUN, a Ducatelle i wsp. (19)
w jądrach komórek kory mózgu i hepatocytów.

Interesującym zjawiskiem było stwierdzenie obec-
ności tworów nitkowatych Qllexiforru vermicell.cłr
arra.ys) w jądrach limfoeytów. Narita i wsp. (47)
stwierdzili takie twory w komórkach zwojów gwiaź-
dzistych prosiąt w przebiegu zakńenia wirusem chA.
Podobne twory nitkowate obserwowano równiez u
ludzi w przebiegu zapalenia mózgu i zwojów ner-
wowych wywołanego wirusami Herpes varicella -
zoster (36, 43) l Herpes simplex (57) oraz przy
zmianach skórnych po zakażeniu wirusem Herpes
varicella (24), atakZe u myszy po zakażeniu wirusem
Herpes simplex (51) i u chomików po zakażęnil
wirusem ronienia klaczy (l).

Liczne zwłóknienia obserwowane w badaniach
własnych u świń nie szczeptonych przy długim okre-
sie działania wirusa chA wskazują na penetrację
ptzez tkankę łączną uszkodzonych obszarów mig-
dałka i nieodwracalność zmlan.

Badaniami ultrastrukturalnymi wycinków płuc
świń kontrolnych, nte szczepionych, w 5 dpz stwier-
dzono zagrubienie i wakuolizację części spłaszczo-
nej alveocytów płaskich i błony podstawnej (ryc.
5) oraz ubytki surfaktantu. Obserwowano zwyrod-
nienie fibroblastów i duze skupiska włókien kola-
genowych (ryc. 6) oraz włóknika (ryc. 7) przyle-

Ryc 5 Wakuolizacja cytoplaznly alveocytów płaskich lrablonka oddecho-
wcgo SurfŃtant z oznakami rozpadu prawidłowej strukttlry Śrł,illia nie

szczepiona, tlśpiolra w 5 dpz Pow 12 000x

gające do przegród m iędzypęcherzykowych. Zmi any
te ulegały nasileniu w dalszym okresie po zakazeniu
(do 23 dpz).

Ducatelle i wsp, (19) stwierdzali w płucach drobne
śródmiąższowe ogniska martwicowe, w obrębie któ-
rych komórki wykazywały rozpad jąder, a także
jednorodne jądra amfofilt ze zgrubiałą błoną jądrową.

Baskerville (4) obserwował makrofagi fagocytu-
jące ,,gtuz komórkowy" oraz wysięk włóknikowy
w świetle oskrzeli. Równiez Baskerville (7) badając
zmiany w układzie oddechowym u 4 tyg. prosiąt
zakażony ch do n o sowo szczep em NIA-2 stwi erdzał
zm:rany zapalno-martwicowe i zwyrodnieniowe w
oskrzelach, oskrzelikach i pęcherzykach płucnych,
dotyczące nabłonka, śródbłonka i tkanki łącznej do
6 dpz, po którym następowałafaza regeneracji, po-
łączona z organtzacją wysięku włóknikowego pruez
fibroblasty, prow adząca do zarastania oskrzelików
(bronchiolitis obliterans) i rozległego zwłóknienia
płuc, trwająca do 16 dpz. Ten sam autor stwierdzał

Ryc 4 Twory nitkowate
Suivac A,

w obrębie jądra lilnlocyta Swinia
uśpiona w 8 dpz Pow 16000x

szczepl o lla
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Ryc 6. Skupiska włókien kolagenowych w obrębie przegród łącznotkanko-
wych lliąższu płuc Świnia nie szczepiona, uśpiona w 5 dpz Pow 800Ox

Ryc. 7. Skupisko włóknika w obrębie światła pęcherzyka płucnego

Świnia nie szczepiona, uśpiona w 5 dpz. Pow 90O0x

ponadto w okresie I-6 dpz (faza ostra) marginację
chromatyny w komórkach nabłonka pęcherzyków
płucnych i komórkach tkanki śródmtąższowej, a
ponadto rozszerzęnie cystern w retikulum endopla-
zmatycznym oraz obrzęk l tozpad mitochondriów i
innych olganelii. Obserwował także rozpad obu ty-
pów (I i II) komórek nabłonka, jako wynik zmian
zwyrodnieniowych. Powstały w wyniku rozpadu
tych komórek ,,gruz komórkowy" był usuwany do
światła pęcherzyków płucnych. W wielu naczyniach
włosowatych pęcherzyków płucnych juz w 24 h po
zakażenil stwierdzon o tworzenie włóknika. komór-
ki śródbłonka wielu naczyń ulegały całkowitemu
zwyrodnieniu tworzą c,,gtuz komórkow y" . Zmiany
zwyrodnieniowe występowały równiez w komór-
kach mięśni gładkich większych naczyń krwionoś-
nych. Od 3 dpz w pęcherzykach płucnych i prze-
grodach międzypęcherzykowych stwierdzano ko-
mórki plazmatyczne, polimorfonuklearne (PMN) i
limfocyty, a w wysięku makrofagi. Obserwowano
różnego stopnia obrzęk przegród międzypęcherzy-

kowych i w wielu miejscach martwicę włókien ko-
lagenowych. W fazie naprawy trwającej do 14 dpz,
juz od 4 dpz pojawiały się w duzej ilości makrofagi
w pęcherzykach płucnych i uszkodzonych przegro-
dach międ zy pęcherzykowych, p ochłani aj ą cę,,gtLlz
komórkowy" i włóknik. W makrofagach stwierdzano
duze w akuol e cytopl a zmaty cznę, zaw ieruj1cę,,grlz
komórkowy", erytrocyty i leukocyty - po fagocy-
tozie tworzyły się elektronowo-gęste fagosomy o
średnicy 2O0-4OO nm obserwowane w okresie 6-12
dpz. W tejfuzie stwierdzano teżdużątlość fibroblastów
w zawierających wysięk pęcherzykach płucnych oraz
w uszkodzonych przegrodach międzypęcherzyko-
wych, z cysternami retikulum endoplazma|ycznęgo,
które zawierały bezpostaciowy materiał o umiarko-

- wanej gęstości. Od 7 do 14 dpz w obszarachdziałanta
fibroblastów stwierdzano duze skupiska pozakomór-
kowego kolagenu i mniejsze ilości włókien elastycz-
nych umiejscowionych bezpośrednio pod błoną pod-
stawną i rozprzestrzentających się w zgrubiałych
przegrodach międzypęcherzykowych. W te1 fazte
stwierdzano umi arko waną ilo ść komórek pl azmaty cz-
nych, limfocytów i sporadycznie komórki PMN. Po-
chłaniany przez makrofagi ,,sflJz komórkowy" i
włóknik były zastępowane przez komórki nabłon-
kowe typu I. W zadnym okresie choroby nie stwier-
dzono wzrostu ltczby komórek nabłonkowych typu
II pokrywających pęcherzyki płucne. Obserwowano
też zatory w drobnych naczyniach krwionośnych.

Scheffer i Becker (54) w płucach 4 tyg.prosiąt
zakażonych wirusem chA stwierdzali zmiany wstecz-
ne w komórkach nabłonka i ścianach pęcherzyków
płucnych z częśctowym odsłonięciem błony pod-
stawnej, które ich zdanl,em mogą stanowić miejsca
predylekcyjne dla wtórnych zakażeń bakteryjnych.

U świń immunizowanych, zarówno w początko-
wym, jak i w późntejszym okresie po zakazeniu
stwierdzono podobne zmlany w budowie ściany pę-
cherzyków płucnych, chociaż w większości z nich
natęzenie ich było mniejsze, a okres utrzymywania
się krótszy, bez wzg\ędu na preparat lżyty do uod-
porniania. Róznice między świniami nie immunizo-
wanymi i immunizowanymi nie były jednak tak
wyraźne i zdecydowane, jak w przypadku innych
natządów, a więc i ocena na tej podstawie ochron-
nego oddziaływania obu badanych szczepionek na
zmniej s zani e uszkadz ające go działanla wiru s a chA
nie moze być jednoznacza.Może to wynikać z pneu-
motropowych właściwośct szczepu NIA-3, donoso-
wej drogi jego wprowadzenia do organizmu oraz
stosunkowo duzej dawki uzytej do eksperymental-
nego zakażenia. De Leeuw i wsp. (30) twierdzą, że
wyniki badań wartości ochronnej szczepionek uzy-
skiwane w warunkach eksperymentalnych są z fe-
guły gorsze ntż w terenowych, poniewaz dawka
wirusa użyta do zakażenlazwierzątjest zwykle wyz-
sza od teręryowej. W badaniach własnych stosowano
dawkę tO5'5 tCiOso/ml szczepuNlA-3 wirusa chA,
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podczas gdy De Leeuw i Tiessink (31) oraz Van
Oirschot i Gielkens. (48) w podobnych badaniach
stosowali dawkę 10' PFU/ml tego samego szczepu
wirusa.

Wyniki badań własnych, zwłaszcza dotyczące
struktur decydujących o wymianie gazowej, wska-
zują na uszkodzenie przez wirus chA najważniej-
szego elementu strukturalno-funkcjonalnego płuc.
Uzyskane wyniki są zgodne z opisanymt przez Ba-
skerville'a (8) zmianami w komórkach nabłonka
oddechowego występującymi w okresie 14 dni od
momentu donosowego zakażenia. Długi okres utrzy-
mywania się tych zmian (do co najmniej ż3 dpz),
znacznie przektaczający czas występowania obja-
w ów klinic zny ch, a także ob s erw o w ane zwłóknienia
miąższrt płuc są niekorzystnymi zjawiskami w prze-
biegu zakażenia wirusem chA, upo śl edzaj ącymi pra-
widłowy rozwój zwierząt i predysponującymi do
rozwoju oportunistycznych zakażeń układu odde-
chowego.

Uzyskane na poziomie ultrastrukturalnym wyniki
badań własnych mogą stanowić potwierdzenie wy-
ników badań De Leeuwa i Van Oirschota (32),Yan
Oirschota i Gielkensa (49) oraz McFerrana i wsp.
(40,4I),któtzy dowiedli, że szczeptenia świń prze-
ciw chA zapobiegają padnięciom i łagodzą objawy
kliniczne, a|ę żadna szczepionka nie daje całkowi-
tego zabezpteczenia ptzed zakażeniem. Zakażenle
to moze przebiegać z gorączką, zahamowaniem wzro-
stu i wydalaniem zjadliwego wirusa chA, jednak w
każdym przypadku te parametry są słabiej wyrazone
u świń szczepiony ch ntż l nle szczepionych.

Wyniki przeprowadzonych badań sugerują, żę ob-
serwowane po zakażeniu zjadliwym szczępem wi-
rusa chA zmiany patologiczne na poziomie ultra-
strukturalnym u świń, zwłaszcza nie szczepionych
mogą w pewnym stopniu wywierać negatywny
wpływ na wzrost i rozwój organizmu. Zjawisko to
w skali stada moze powodować niekiedy mało wi-
doczne i trudne do oszacowania straty ekonomiczne,
stanowi również dodatkowe potwierdzenie koniecz-
ności zintensyfikowania dziaŁań w kierunku uwol-
nienia ferm trzody chlewnej w naszym kraju od
wirusa chA.
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