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WYKAZ SKROTOW WYKORZYSTANYCH W TEKSCIE

(w kolejnosci alfabetycznej)

BALT - tkanka limfatyczna zwiazana z oskrzelem (Bronchus Associated Lymphoid
Tissue)

BDV — wirus choroby granicznej owiec

BHV-1 - herpeswirus bydlecy typ 1 (Bovine Herpesvirus-1)

BSA — albumina bydleca

BVDV - wirus wirusowej biegunki

BVDV-1 — wirus wirusowej biegunki bydta typ 1

BVDV-2 — wirus wirusowej biegunki bydta typ 2

Ca* — jon wapnia

CD — kompleks réznicowania (Cluster of Differentiation)

CO, — dwutlenek wegla

cp BVDV - szczep cytopatyczny wirusa BVD

CSFV - wirus Klasycznego pomoru $win

E — glikoproteina otoczkowa BVDV

EDTA-K,— 50l potasowa kwasu etyleno-2-amino-4-octowego

ELISA - testimmunoenzymatyczny (Enzyme Linked |mmunosorbent Assay)

FACS - sorter komérek znakowanych fluorescencyjnie (Fluorescence-Activated
Cell Sorter)

FCS — surowica ptodowa bydleca (Fetal Calf Serum)

FITC — izotiocyjanian fluoresceiny

fk — fento/litr (10™°-dm™®)

FSC — rozproszenie przednie $wiatta (Forward Scatter)

G/l — giga/litr (10%dm™)

GALT - tkanka limfatyczna zwiazana z przewodem pokarmowym (Gut Associated
Lymphoid Tissue)

HRSV - wirus syncytialny cztowieka (Human Respiratory Syncytial Virus)

FAT — technika immunofluorescencji bezposredniej (Fluorescent Antibody Test)

IgA — immunoglobuliny klasy A

[o[€] — immunoglobuliny klasy G

IPMA - test immunoperoksydazowy (Immunoperoxidase Assay)

kDa — kilodalton

m.c. — masaciata

MD — posta¢ choroby bton sluzowych w przebiegu wirusowej biegunki bydia

(Mucosal Disease)
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p.i.
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PCR
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RNA
SNT
SSC
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TCID50

TCRYS
UTR
w.c.C.

hodowla komdrek nerki bydlecej (Madin-Darby Bovine Kidney)
jon magnezu

gtowny uktad zgodnosci tkankowej (Major Histocompatibility
Complex)

chlorek sodu

szczep niecytopatyczny wirusa BVD

nanometr (10°)

biatko strukturalne BVDV

biatka niestrukturalne BVDV

stopien Celsjusza

gestos¢ optyczna (Optical Density)

otwarta ramka odczytu (Open Reading Frame)

po zakazeniu

biatko niestrukturalne BVDV

zbuforowany roztwor soli fizjologicznej

reakcja polimeryzacji tancuchowej (Polymerase Chain Reaction)
fikoerytryna

paraformaldehyd

wirus parainfluenzy typ 3 (Parainfluenza-3 Virus)

test immunoperoksydazowy (Peroxidase Labelled Assay)
zespot rozrodczo-oddechowy swin (Porcine Reproductive and
Respiratory Syndrom)

kwas rybonukleinowy

test seroneutralizacji

rozproszenie boczne $wiatta (Sde Scatter)

tera/litr (10*-dm)

dawka powodujaca zakazenie 50% komdrek w hodowli komdrkowej
(Tissue Culture Infectious Dose 50%)
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1. WSTEP

Wirusy zaliczane do rodzaju Pestivirus uwazane sa za jedne z najwazniejszych
patogendw bydta, owiec i swin. Wpltywaja one w sposéb bezposredni i posredni na
zdrowotno$¢ zwierzat oraz rentownos¢ produkcji. Skutki zakazenia zwierzat moga by¢
roznorodne i objawia¢ sig jako: zaburzenia w rozrodzie czy masowe zachorowania wsrod
miodych lub/i dorostych osobnikéw, gtéwnie wskutek obnizenia funkcji odpornoscio-
wych organizmu. U samic cigzarnych zakazenie to uwidacznia si¢ w formie ronien, feto-
patii oraz rodzenia si¢ potomstwa trwale zakazonego. Drugim, istotnym aspektem zaka-
zen wirusami z rodzaju Pestivirus jest ich zdolnos¢ do zakazania innych gatunkdéw, co
przy mato specyficznym przebiegu choroby moze utrudnia¢ rozpoznawanie tych zakazen
(Baker, 1987; Thiel i wsp., 1996; Houe, 1999).

1.1. Charakterystyka wirusa BVD

1.1.1. Taksonomia

Do rodzaju Pestivirus w rodzinie Flaviviridae zaliczane sa cztery gatunki wiru-
s6w izolowanych od zwierzat gospodarskich: wirus wirusowej biegunki bydta typ 1 -
Bovine Viral Diarrhea Virus-1 (BVDV-1), wirus wirusowej biegunki bydta typ 2 — Bovi-
ne Viral Diarrhea Virus-2 (BVDV-2), wirus klasycznego pomoru swin — Classical Snine
Fever Virus (CSFV), wirus choroby granicznej owiec — Border Disease Virus (BDV)
oraz gatunki wirusow izolowanych od zyraf i reniferéw (rys. 1) (Avalos-Ramirez i wsp.,
2001; Becher i wsp., 1999; Becher i Thiel, 2002; Heinz i wsp., 2000). Do rodziny
Flaviviridae zalicza si¢ takze wirus zotej febry i wiosennego zapalenia mézgu ludzi,
wirus Louping ill i choroby wesselbronskiej owiec oraz wirus zapalenia mézgu i rdzenia
kaczek (Wengler, 1991).

Nazewnictwo pestiwirusow uwzglednia gatunki wrazliwych na nie zwierzat oraz
obraz kliniczny choroby. Jednakze zakazenia BVDV-1, BVDV-2 i BDV dotycza nie
tylko bydta, ale réwniez innych gatunkéw w obrebie parzystokopytnych (Arthrodactyla)
(Becher i wsp., 1999; Becher i wsp., 1997; Doyle i Heuschele, 1983; Hamblin i Hedger,
1979; Nettleton, 1990). Zakazenia wirusem BVD zaréwno typu 1, jak i 2 dotycza przede
wszystkim bydta, ale i owiec, kdz, jeleni oraz trzody chlewnej. Spektrum zakazne wirusa
BD obejmuje swym zasiegiem owce, kozy i trzode chlewna. Natomiast zakazenia wiru-
sem CSF w warunkach naturalnych wykazano tylko u trzody chlewnej i dzikow (Hurtado
i wsp., 2003).
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Rys. 1. Spektrum zakazne wirusow z rodzaju Pestivirus (Rosales, 2004a)
Fig. 1. Infectious spectrum of the viruses of the kind Pestivirus (Rosales, 2004a)

1.1.2. Morfologia

Pestiwirusy sa wirusami otoczkowymi o érednicy 40 do 60 nm. Wewnatrz wirionu
znajduje sie kubicznego ksztattu nukleokapsyd o srednicy od 20 do 29 nm. (Horzinek i
wsp. 1967; Wengler, 1991).

1.1.2.1. Biotypy i genotypy wirusa

Podstawa podziatu wirusa BVD na biotypy jest jego zachowanie sie w hodowli
komorkowej. Wirus BVD, ktory w hodowli nie powoduje zmian makro- i mikroskopo-
wych, zaliczany jest do biotypu niecytopatycznego, natomiast wirus zaliczany do biotypu
cytopatycznego powoduje powstanie wewnatrzplazmatycznych wakuoli i wydtuzenie
komdrki (wrzecionowaty ksztatt) (Baker, 1954). W dalszym etapie prowadzi do pyknozy
jadra komorkowego, wakuolizacji cytoplazmy, zaokraglenia obwodu komdrki oraz ode-
rwania sie jej od podtoza i zamierania (Underdahl, 1957; Gillespie, 1960; Liess, 1967).

Z kolei podziat wirusa BVD na genotypy 1 i 2 oparty zostat o r6znice w sekwencji
regionu niekodujacego 5 UTR (Brock, 1996). Do genotypu 1 wirusa BVD naleza szcze-
py wirusa wykorzystywane do produkcji szczepionek, testow diagnostycznych oraz ba-
dan naukowych. Natomiast do genotypu 2 zaliczane sa szczepy wirusa izolowane od
zwierzat z ostra postacia choroby, zespolem krwotocznym, jak tez zwierzat zakazonych
srédmacicznie (Liebler, 1995; Ridpath, 1996; Brock, 1996).
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1.1.2.2. Struktura genomu i biatek wirusa

Materiat genetyczny wirusa BVD, podobnie jak i pozostatych wiruséw naleza-
cych do rodzaju Pestivirus, stanowi dodatnio spolaryzowana, niepoliadenylowana nié¢
RNA zwykle o dtugosci 12.3 kD (Avalos-Ramirez i wsp., 2001; Collett i wsp., 1988;
Meyers i wsp., 1989; Ridpath i Bolin, 1995). Miedzy koncami 5’ i 3° UTR genomu wiru-
sa znajduje sie ORF kodujaca w uktadzie od konca N w kierunku konca C: niestruktural-
na autoproteaze NPRO, biatko strukturalne rdzenia C, trzy glikoproteiny otoczkowe
ERNS, E1, E2. Dalsza cze$¢ ORF koduje biatka niestrukturalne: NS2-3 (NS2, NS3),
NS4A, NS4B, NS5A, NS5B (Thiel i wsp., 1996). Obok biatka NS2-3 w zakazonych
komorkach gospodarza mozna wykry¢ produkty jego rozpadu w postaci biatka NS2 i

NS3 (Becher i wsp., 1998; Thiel i wsp., 1991) (rys. 2).

] T ]
Cc E"™ E1 E2
5’ [ ] biatka strukturalne biatka niestrukturalne (NS) —_— 3

Ll I I I |

NFPRo p7 NS2-3 NS NS NS5A NS5B
: 4A 4B
/]

NS2 Ns3

Rys. 2. Schemat wirionu i genomu pestiwirusow (Meyers i Thiel, 1996) ¢
Fig. 2. Scheme of virion and genome of pestviruses (Meyers and Thiel, 1996)

13



NPRO jest biatkiem strukturalnym o silnych wiasciwosciach autoproteolitycznych

(Wiskerchen i wsp., 1991; Riimenapf i wsp., 1993).

Glikoproteina ER® obecna w otoczce wirusa indukuje wiazanie przeciwciat neu-
tralizujacych (Rumenapf i wsp., 1993; Weiland i wsp., 1992). Posiada ona aktywnos¢
rybonukleazy (Hulst, 1994) oraz odgrywa gtéwna role w replikacji wirusa (Windisch i
wsp., 1996). Glikoproteina E1 posiada jeden region hydrofobowy nie indukujacy po-
wstawania przeciwciat neutralizujacych (Rimenapf, 1993). Natomiast glikoproteina E2
posiada okoto 40 regionéw hydrofobowych sktadajacych sie z okoto 370 aminokwaséw
(Rumenapf i wsp., 1993). Powstate po zakazeniu zwierzecia przeciwciata neutralizujace
skierowane sa przeciwko tej glikoproteinie, co wykorzystywane jest w diagnostyce sero-
logicznej BVD (Bolin i wsp., 1988; Donis i wsp., 1988).

Migdzy czterema biatkami niestrukturalnymi liczac od konca C znajduje sie biat-
ko p7 niebedace biatkiem strukturalnym, a kodujacym 2/3 genomu wirusa. Jego funkcja
nie jest doktadnie znana (Elbers i wsp., 1996).

Fragment genu kodujacego biatko NS2-3 o masie 125 kD znajduje si¢ we wszyst-
kich komérkach zakazonych wirusem BVD. Oprécz tego biatka, w komoérkach zakazo-
nych wirusem zaliczanym tylko do biotypu cytopatycznego, znajduja Si¢ produkty rozpa-
du biatka NS2-3 o masie 80 kD, ktdre odpowiadaja masie biatka NS3. Natomiast w ko-
mérkach zakazonych wirusem zaliczanym do biotypu niecytopatycznego nie stwierdza
sie obecnosci tego biatka (Purchio i wsp., 1984; Donis i Dubovi, 1987; Pocock i wsp.,
1987). W dalszej kolejnosci wyrdznia sie biatka niestrukturalne: NS4A, NS4B, NS5A,
NS5B o nieznanych do dzis funkcjach (rys. 2). Jedynie rola biatka NS5A, charakteryzu-
jacego sie krétkim okresem péttrwania, prawdopodobnie sprowadza sie do opézniania
czasu replikacji wirusa (Collet i wsp., 1991, 1998). Istotny jest takze jego udziat w pro-
cesach fosforylacji kinaz wirusa BVD, jak i innych wiruséw nalezacych do rodzaju Pe-
stivirus (Reed i wsp., 1998).

1.2. Zakazenie wirusem BVD u swin

1.2.1. Obraz Kkliniczny zakazenia wirusem BVD

Przebieg kliniczny zakazenia wirusem BVD opisano po raz pierwszy u bydia w
latach 40. ubiegtego wieku na terenie zachodniej Kanady. Wykazane zmiany chorobowe
okreslono mianem ,,X disease”. W tym samym czasie w Cornell University potwierdzo-
no zakazny charakter tej choroby (Olafson i wsp., 1946).

W latach 50. notowano u cielat zachorowania, w przebiegu ktérych opr6cz zmian
charakterystycznych dla wirusowej biegunki bydta — Bovine Viral Diarrhea (posta¢
BVD) notowano nadzerki na btonie sluzowej nosa pokryte §luzowo-ropna wydzielina,
goraczke oraz biegunke z postepujacym odwodnieniem. Posta¢ te nazwano choroba bton
$luzowych — Mucosal Disease (posta¢ MD) (Gillespie i wsp., 1961, Thomson i Savan,
1963).

Pierwsze terenowe przypadki zakazenia swin wirusem BVD opisano w Australii
w 1964 roku. Wirus po raz pierwszy zostat wyizolowany w 1973 r. z leukocytdw krwi i
macicy $wini pochodzacej z fermy, gdzie utrzymywano je wraz z bydtem (Fernelius i
wsp. 1973; Flynn i Jones, 1964; Stewart i wsp. 1971).
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Bydto bedace naturalnym gospodarzem wirusa BVD stanowi zarazem jego gtow-
ny rezerwuar dla innych gatunkdw zwierzat, w tym trzody chlewnej. Sporadycznie zaka-
zeniu ulegaja swinie nie majace bezposredniego kontaktu z zakazonym bydiem, nato-
miast mleko lub poubojowe odpady bydlece moga by¢ przyczyna zakazenia. Rowniez
obecno$¢ zanieczyszczonej scidtki czy gnojowicy umozliwia szerzenie sie zakazenia
wirusem BVD w stadzie i przeniesienie si¢ zakazenia nie tylko na mtode prosieta, ale
réwniez na ciezarne maciory (Vannier i wsp., 1988).

Do zakazenia wirusem BVD moze dochodzi¢ droga pionowa (sSrédmacicznie), jak
i pozioma (donosowo, doustnie) (Fernelius i wsp., 1973; Stewart i wsp., 1980; Kulcsar i
wsp., 2001). W pismiennictwie opisywano przypadki zakazenia macior poddanych uod-
parnianiu czynnemu przeciwko chorobie Aujeszky’ego, koronawirusowemu zapaleniu
zotadka i jelit oraz pomorowi klasycznemu $win szczepionkami zanieczyszczonymi
bydlecym pestiwirusem (Terpstra i Wenvoort, 1988; Vannier i Leforban, 1992; Woods i
wsp., 1999). Mimo réznorodnosci drég zakazenia obraz kliniczny przypomina przewle-
kta lub atypowa posta¢ pomoru klasycznego swin. U naturalnie zakazonych prosiat ob-
serwuje sie spadek masy ciata, anemie, zapalenie spojowek, biegunke, zapalenie stawow
(Matshullat i wsp., 1994). U macior zakazenia wirusem BVD, szczegdlnie w pierwszym
trymestrze ciazy, moga by¢ przyczyna mumifikacji ptodéw, przedwczesnych porodéw
lub rodzenia si¢ martwych prosiat. Po urodzeniu u prosiat moga wystapi¢ obrzeki po-
wiek, zaburzenia ruchu, sporadycznie biegunka i zapalenie stawow. Smiertelnosé zwie-
rzat moze siega¢ nawet kilkudziesieciu procent (Carberey i wsp., 1976).

Przebieg zakazenia u cigzarnych loch i ptodéw zalezy od momentu zakazenia cie-
zarnej samicy. Jezeli zakazenie ma miejsce w pierwszym lub drugim trymestrze ciazy, u
prosiat po urodzeniu dochodzi do okresowego siewstwa wirusa. Upadki wsrédd tych zwie-
rzat sa wynikiem gtownie nadkazen drobnoustrojami warunkowo chorobotworczymi.
Z kolei zakazenie lochy cigzarnej w trzecim trymestrze nie powoduje wystapienia obja-
wow Klinicznych u prosiat, a pobudza jedynie odpowiedz immunologiczna organizmu
(Vannier i wsp., 1988). Kulcsar i wsp. (2001) w przebiegu zakazenia loch prosnych
szczepem Oregon C24V wirusa BVD stosowanym do immunizacji bydta obserwowali
brak objawow klinicznych u loch, natomiast 57% prosiat padto do 60 dnia zycia.

1.2.2. Zmiany anatomopatologiczne w przebiegu zakazenia
wirusem BVD

Zmiany anatomopatologiczne u padtych lub poddanych ubojowi diagnostycznemu
zwierzat notuje si¢ gtdwnie w obrebie przewodu pokarmowego. Charakteryzuja sie one
stanem zapalnym poczawszy od zapalenia niezytowego, poprzez nadzerki w btonie $lu-
zowej zotadka, jelita slepego i okreznicy z charakterystycznymi dla pomoru klasycznego
swin butonami wiacznie. U prosiat w migdatkach widoczne sa ogniska nekrotyczne,
grasica ulega zanikowi, a wezty chtonne pokryte sa wybroczynami. U nielicznych zwie-
rzat obserwuje sie takze zdttaczke, kulawizny wskutek zmian zapalnych stawdw oraz
ptyn w jamach ciata. U ptodéw, od ktérych izolowano wirus BVD z mo6zgu, badaniem
histopatologicznym stwierdzano zcienczenie opon mézgowych, splotu naczyniéwkowe-
go oraz naciek komdrek limfocytarnych i histiocytarnych w blonie $luzowej nablonka
naczyn wiosowatych i przedwtosowatych (Matshullat i wsp., 1994; Stewart i wsp., 1980;
Terpstra i Wenvoort, 1988).
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1.3. Wykrywanie zakazen wirusem BVD u $win

Pomimo wielu lat, jakie uptynety od potwierdzenia wystepowania zakazenia swin
wirusem BVD, ich diagnostyka jest jeszcze ciagle trudna. Z jednej strony maja na to
wplyw nietypowe postacie pomoru klasycznego swin wywotane przez srednio i stabo
zjadliwe szczepy CSFV oraz zdolnos¢ pestiwiruséw do przekraczania barier gatunko-
wych, przy wysokim podobienstwie sekwencji nukleotydowych (van Oirschot, 1994;
Wensvoort i wsp., 1986). Zastosowanie do diagnostyki zakazen BVD konwencjonalnych
metod diagnostycznych, jak techniki immunofluorescencji posredniej i bezposredniej
oraz testu PLA, wymagato czesto zastosowania proby biologicznej jako badania roz-
strzygajacego (Carberey, 1988). Dopiero rozwdj technik biologii molekularnej oraz opra-
cowanie metod diagnostycznych z uzyciem przeciwciat monoklonalnych i PCR pozwoli-
ty na okreslenie antygenowej odrgbnosci CSFV, BVDV i BDV (Brocchi i wsp., 1993;
Stadejek i Pejsak, 1998; Vil¢ek i wsp. 1994; Wensvoort i wsp., 1986).

1.3.1. Wystepowanie przeciwciat neutralizujacych dla wirusa
BVD u swin

Przynaleznos¢ opisanych w punkcie 1.1 wirusow nalezacych do jednego rodzaju
Pestivirus zwigzana jest z ich podobienstwem w sekwencji nukleotydéw oraz syntetyzo-
wanych aminokwaséw. Podobienstwo to moze wynosi¢ nawet 85% dla CSFV szczep
Alfort i wirusa BVD szczep NADL lub 70% dla CSFV szczep Brescia i wirusa BVD
szczep Osloss (de Moerloze i wsp., 1992; Meyers i wsp., 1989; Moormann i wsp., 1990,
Xu i wsp., 2006). Epitopy wspolne dla wszystkich wiruséw z rodzaju Pestivirus wystepu-
ja na biatku niestrukturalnym NS2-3 oraz biatku strukturalnym E2 (Edwards, 1996; Gre-
iser-Wilke i wsp., 1990; van Rijn i wsp., 1997).

Badania monitoringowe przeprowadzano w krajach wolnych od wirusa pomoru
klasycznego $win oraz tam, gdzie klasyczny pomdr $win jest wciaz notowany. Wystepo-
wanie przeciwciat przeciwko wirusowi BVD u $win waha si¢ od 1,6% do 43,5% badane-
go poglowia zwierzat w danym kraju (Paton, 1992; Pejsak, 1995). Potwierdzeniem tej
sytuacji byty badania przegladowe swin eksportowanych z Danii do Niemiec, gdzie na
3000 badanych zwierzat uzyskano 6,4% wynikow dodatnich, przy czym nie wykazano
przeciwciat neutralizujacych dla wirusa pomoru klasycznego $win (Holm Jensen, 1985).
Briiske (1980) oraz Plateau i wsp. (1978) badajac testem seroneutralizacji surowice swin
podejrzanych o zakazenie wirusem BVD uzyskali odpowiednio 9,2% i 4,4% wynikéw
dodatnich. Przypuszcza sig, iz w latach 90. okoto 20% macior w Holandii posiadato
przeciwciata przeciwko wirusowi BVD (Pejsak, 1995). W roku 2004 na terenie Holandii
przeprowadzono badania obejmujace swoim zasiegiem 602 stada reprodukcyjne swin i
189 tuczarni. Proby z kazdego stada badano testem pan-pesti ELISA i SNT w stosunku
do dwoch szczepdw wirusa BVD - Osloss i NADL oraz dwoch szczepow wirusa BD —
Frijters i Moredun. W stadach reprodukcyjnych odsetek zwierzat posiadajacych przeciw-
ciata przeciwko wirusowi BVD wynosit 2.5%. Z kolei odsetek stad, w ktorych wykazano
obecnos¢ przeciwciat przeciwko BDV, siegat 11.3%. W tuczarniach wartosci te wynosity
odpowiednio 0.4 i 3.2% (Loeffen i wsp., 2005). W Polsce badania nad wystepowaniem
przeciwciat przeciwko wirusowi BVD u trzody chlewnej prowadzono w latach 80. na
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obszarze 31 wojewddztw, a odsetek zwierzat dodatnich wynosit 0.4% (Pejsak i Kotacz,
1991). Podobne badania przeprowadzone u trzody chlewnej na terenie Polski w latach
90. wykazaty jedynie 0.7% dodatnich seroreagentéw (Ryputa i wsp., 2001).

Przystapienie Polski do Unii Europejskiej naklada na stuzbe weterynaryjna obo-
wiazek przeprowadzania badan przegladowych wérdd dzikéw i swin w kierunku zakazen
wirusem CSF. W praktyce, badania tego typu zakazen moga by¢ utrudnione, gdyz stoso-
wane czesto konwencjonalne metody diagnostyczne nie zawsze pozwalaja na réznicowa-
nie szczep6w wirusow BVD, BD i CSF (Carberey, 1988; Edwards, 1996; Liess i Moen-
nig, 1990, Pejsak, 2006).
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2. CEL PRACY

Catos¢ badan realizowano w dwdéch etapach. Celem pierwszego etapu byta ocena
wptywu zakazenia réznymi szczepami wirusa BVD typ 1 na wskazniki hematologiczne
krwi obwodowej swin, odsetek limfocytdw krwi obwodowej wykazujacych ekspresje
antygenow powierzchniowych: CD2, CD4, CD8, CD21, CD45, wCD45, TCRyd oraz
ocena dynamiki narastania mian przeciwciat przeciwko wirusowi BVD po zakazeniu
donosowym i kontaktowym s$win. Z kolei, w drugim etapie badan, wykorzystano test
ELISA i technike cytometrii przeptywowej do wykrywania zakazen pan-pestiwiruso-
wych u $win zakazonych eksperymentalnie poprzez donosowsa inokulacje wirusa
BVD typ 1.
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3. BADANIA WLASNE

3.1. Czesé 1. Zachowanie si¢ wskaznikow
hematologicznych i immunologicznych
u swin zakazonych eksperymentalnie
roznymi szczepami wirusa BVD typ 1

W doswiadczeniu pierwszym grupe 1 stanowito 6 prosiat zakazonych donosowo
mieszanina szczepéw NADL2:NADLS wirusa BVD typ 1, natomiast grupg 2 stanowity
prosigta whaczone do grupy 1 po 48 godzinach od momentu zakazenia (grupa prosiat
zakazonych kontaktowo). Grupe 3 - kontrolna stanowito 6 niezakazonych prosiat. lden-
tyczny podziat zwierzat zastosowano w doswiadczeniu drugim i trzecim, gdzie uzyto
szczepu V725 wirusa BVD (doswiadczenie 2) oraz szczepu 5862/84 wirusa BVD
(doswiadczenie 3).

3.1.2. Materiat i metody

3.1.2.1. Zwierzeta

Zwierzeta do badan pochodzity od macior wolnych i nieszczepionych przeciwko
pomorowi klasycznemu $win. Lochy, od ktérych prosieta miaty by¢ przeznaczone do
eksperymentu prosity sic w porodéwkach, gdzie przebywaty wraz z prosietami do mo-
mentu odsadzenia. Prosietom podawano czwartego dnia 2 ml preparatu zawierajacego
zelazo (Ferrovet, Vetoquinol Biowet) oraz nie wykonywano u nich zadnych szczepien
ochronnych i zabiegéw zootechnicznych. W dniu odsadzenia, tj. 28 dnia oddzielono do
izolatora 54 prosicta, ktore przydzielano losowo, po 6 sztuk do kazdej z trzech grup eks-
perymentalnych i trzech grup kontrolnych. W pomieszczeniu tym zwierzegta pozostawaty
do zakonczenia obserwacji.

Zywienie zwierzat od momentu odsadzenia do uzyskania masy ciata 12 kg oparte
byto na mieszance petnoporcjowej Prestarter super POLLEAN (Cargill, Krzemieniewo).
W dalszym okresie odchowu stosowano mieszanka Starter super POLLEAN (Cargill,
Krzemieniewo). Dawki mieszanki paszowej ustalane byty odpowiednio do wieku prosiat.
Wodg podawano im do woli z poidet smoczkowych.

Przed rozpoczeciem eksperymentu zwierzeta badane byty w kierunku obecnosci
antygenu i przeciwciat pestiwirusowych przy uzyciu testu ELISA (CHEKIT-BVD-virus i
CHEKIT-BVD-sero, Dr Bommeli AG, Szwajcaria).
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3.1.2.2. Szczepy wirusa BVD typ 1 uzyte do badan
Do zakazenia zwierzat uzyto trzech szczepow wirusa BVD:

— mieszaning dwodch izolatdw laboratoryjnych: NADL2 i NADLS8 wirusa BVD;
dawka zakazna wynosita TCIDs, = 10*° ml™;
— szczep niecytopatyczny wirusa BVD - V725 izolowany od prosiat zakazonych
naturalnie wirusem BVD; dawka zakazna wynosita TCIDs, = 10%° TCIDso ml™:;
— szczep niecytopatyczny wirusa BVD - 5862/84 izolowany od cielat naturalnie
zakazonych; dawka zakazna wynosita TCIDs, = 102 ml™.
Szczepy wirusa BVD - V725 i 5862/84 otrzymano z Instytutu Wirusologii Wyz-
szej Szkoty Weterynaryjnej w Hanowerze, a mieszanine szczepéw NADL2:NADLS z
Zaktadu Wirusologii PIW-PIB w Putawach.
Dawki kazdego ze szczepdw wirusa BVD uzytego do zakazenia zwierzat w gru-
pach doswiadczalnych ustalono na podstawie danych literaturowych (Dale i wsp., 1993;
Fernelius i wsp., 1973; Ficken i wsp., 1995; Lieber i wsp., 1995; Silflow i wsp., 2005;
Susa i wsp., 1992; Walz i wsp., 1999).

3.1.2.3. Zakazenie eksperymentalne

Aplikacje, w kazdym z trzech doswiadczen, wirusa BVD zwierzgtom w grupie 1
dokonywano w wieku 35 dni, tj. w 7 dni po odsadzeniu i aklimatyzacji przy uzyciu
strzykawek o pojemnosci 2 ml zakonczonych atomizerem. Kazdorazowo do zakazenia
nowego zwierzecia uzywano nowego zestawu strzykawek.

W kazdym doswiadczeniu grupe 1 stanowity prosicta (n=6) zakazone donosowo,
grupeg 2 (n=6) stanowity prosigta potaczone ze zwierzgtami w grupie 1 w 48 godzinie od
momentu zakazenia prosiat w grupie 1 (grupa prosiat zakazonych kontaktowo). Trzecia
grupa prosiat (n=6) byta grupa kontrolna, ktéra otrzymata donosowo wode do iniekcji
(placebo).

3.1.2.4. Pobieranie préb do badan

Material do badan stanowita krew pobierana z vena cava cranialis od zwierzat
zakazonych i niezakazonych do probowek S-Monovette EDTA-K, (krew petna) i
S-Monovette SERUM (krew na surowice) o pojemnosci 4.9 ml (Sarstedt, Niemcy).

3.1.2.5. Badania kliniczne

Badania obejmowaty ocene stanéw Klinicznych zwierzat w dniach pobierania
krwi do badan laboratoryjnych, tj. w 24 godz. przed zakazeniem oraz 24 i 48 godz. p.i., a
nastepnie w 4, 7, 14, 21, 28 i 35 dniu. W tym tez czasie mierzono w.c.c. oraz przyrosty
masy ciata. Natomiast codziennie prowadzono ogledziny zwierzat. W przypadku odstep-
stwa od normy w postaci kaszlu, wyptywu z nosa oraz wymiotéw i biegunki rejestrowa-
no ten fakt w karcie zwierzecia. Postepowanie to odnosito sie¢ zardbwno do zwierzat w
grupach eksperymentalnych — grupa 1 i grupa 2, jak i do grupy kontrolnej — grupa 3, w
kazdym z trzech doswiadczen.
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3.1.2.6. Badania hematologiczne

Liczbe erytrocytow i leukocytéw okreslano na siatce Thoma-Zeissa w 1 mm®.

Stezenie hemoglobiny oznaczano metoda fotometryczna we krwi petnej, okresla-
jac gestos¢ optyczna przy dtugosci fali 540 nm wzgledem wzorca (odczynnik Drabkina),
a nastepnie wyliczano ze wzoru:

OD préby badanej

Hb (mmol/l) = 0D wzorca

X wspotczynnik wzorca

Wartos$¢ hematokrytu obliczano w catkowitej masie krwi wedtug wzoru:

L, X100
Ht (%) = =,

gdzie: Ly — wysokos¢ stupa erytrocytow w mm
L — catkowita wysokos¢ stupa krwinek w mm

3.1.2.7. Subpopulacje limfocytow krwi ocbwodowej okreslane
przy uzyciu cytometrii przeptywowej

Dla identyfikacji subpopulacji limfocytdw uzyto zestawu przeciwciat monoklo-
nalnych skierowanych przeciwko grupowym antygenom rdznicujacym u $win:
PG168A/IgG; (anty-CD2), PT90A/IgG,, (anty-CD4), PT81B/IgG,, (anty-CD8), BB6-
11C9 (anty-CD21), 74-9-3A1 (anty-CD45), PG96A (anty-wCD45), 86D (anty-TCRy3),
przygotowanych w VMRD Pullman Inc. (Pullman, USA). Jako drugich przeciwciat uzy-
to izotypy kozich anty-mysich przeciwciat 1gG (1gGy, 19G2,, 19Gyy i 19G3) znakowanych
FITC i PE (SouthernBiotech, USA).

Pobrane probki krwi poddawano lizie z uzyciem roztworu FACSLysing Solution
(Becton Dickinson, USA). Uzyskane leukocyty zawieszano w 150 pl tego samego bufo-
ru, a kazda z probek zawierata nie mniej niz 1x10° leukocytéw. Do tak przygotowanych
préb dodawano nastepujace pary przeciwciat o stezeniu 1 pg na 10° badanych komérek:
CD2/CD4, CD2/CD8, CD2/CD21, wCD45/CD45, CD4/CD8 i CD2/TCRys. Po 30-
minutowej inkubacji w komorze wilgotnej probki trzykrotnie ptukano uzywajac buforu
fosforanowego bez Ca*’/Mg*? z 1% dodatkiem 1% BSA i wirowano przez 7 min przy
700xg w temperaturze pokojowej. Warstwe ptynna usuwano, po czym dodawano prze-
ciwciato znakowane FITC lub PE w ilosci 1 pg na 10° komérek. Nastgpna inkubacja
prowadzona byla przez 30 min w temperaturze pokojowej. Po jej zakonczeniu probki
ponownie ptukano i zawieszano w 0,4 ml PBS bez Ca**/Mg*? z 1% dodatkiem 1% BSA.

Tak przygotowane prébki badano przy uzyciu cytometru przeptywowego FACS
Calibur (Becton Dickinson, USA) i analizowano stosujac program CellQuest™ (wersja
3.1). Rejestracje wykonano dla pierwszych 10000 komérek.

Rozktad wielkosci i granularnosci limfocytéw oraz przyktadowe cytogramy roz-
ktadu limfocytéw krwi obwodowej swin po zakazeniu wirusem BVD typ 1 przedstawio-
no na rysunkach 3-9.
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CD4-CD8+
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Rys. 8. Przyktadowy cytogram subpopulacji limfocytéw krwi obwodowej przy uzyciu przeciwciat monoklonalnych — CD4/CD8

Fig. 8.

Example cytograms of the subpopulation of lymphocytes of peripheral blood with use of monoclonal antibodies — CD4/CD8
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3.1.2.8. Dynamika narastania mian przeciwciat przeciwko wirusowi
BVD typ 1 w surowicy swin

Do oceny dynamiki powstawania przeciwciat przeciwko wirusowi BVD wyko-
rzystano SNT, bedacy jakosciowym i ilosciowym potwierdzeniem obecnosci wirusa
BVD w pozyskanych prébach.

Krew do badan pozyskiwano od zwierzat w podanych powyzej terminach. Suro-
wice przed wykonaniem SNT inaktywowano w temperaturze 56° C przez 30 minut. Roz-
cienczenia badanej surowicy wykonywano w basenikach 96-dotkowej U-dennej mikro-
ptytki poczynajac od rozcienczenia 1:5, a konczac na rozcienczeniu 1:640. Kazdorazowo
badana surowice rozcienczano w ptynie Eagle’a z dodatkiem 10% FCS wolnej od BVDV
i mykoplazm (CLV Weybridge, W. Brytania). W ten sam spos6b przegotowywano roz-
cienczenia surowic kontrolnych.

Do oceny miana przeciwciat uzyto wzorcowe (testowe) szczepy: szczep NADL
wirusa BVD i szczep 1726 98/Salza wirusa BVD. W obu przypadkach dawka wirusa
wynosita 2000 TCIDsy'ml™.

Do kazdego rozcienczenia badanej proby znajdujacego sie na ptytce oraz kontroli
dodatniej i ujemnej dodawano po 50 pl zawiesiny wirusa uzyskujac koncowa koncentra-
cje 100 TCIDsy'ml™. W celu kontroli ilosci dodanego wirusa do basenikéw mikroptytek
wykonywano rozcienczenia odwrotne, rozpoczynajac od 10° do 10, przenoszac objetosé
100 ul do kolejnych basenikéw. Tak przygotowana ptytke inkubowano w komorze wil-
gotnej w temperaturze 37 °C, po czym dodawano zawiesine komérek MDBK w objetosci
50 pl na kazdy basenik, co odpowiadato ilosci 15000 komorek na basenik. Mikroptytke
inkubowano przez 72 godz. w komorze wilgotnej w temperaturze 37° C z dodatkiem 5%
CO.,. Po zakonczonej inkubacji do kazdego basenika dodawano PBS, wstrzasano i zawar-
tos¢ dotkéw usuwano poprzez odwrocenie phytki. Pozostate na dnie basenika komérki
utrwalano pozostawiajac ptytke przez okres 3 godz. w temperaturze 80 °C.

Zmiany w kolejnych rozcienczeniach badanych surowic oceniano przy uzyciu mi-
kroskopu odwrdconego.

Za wynik dodatni przyjmowano rozcienczenie, w ktérym cho¢ jedna komérka zo-
stata wybarwiona. Wartos$¢ miana przeciwciat wyliczano na podstawie wzoru:

log SDsp = Ly — Ling X (5-0.5)

gdzie:
SDsy - rozcienczenie surowicy,
Lio - logarytm najwyzszego rozcienczenia, przy ktérym zachodzi reakcja,
Liw - logarytm przerwy rozcienczen,
S — suma ilosci reakcji, rozpoczynajac od ostatniej reakcji,
0.5 —wartos¢ stata.

3.1.2.9. Analiza statystyczna wynikéw

Analize statystyczna uzyskanych wynikéw wykonano testem t-Studenta dla préb
niezaleznych (p<0.05).
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3.1.3. Wyniki

3.1.3.1. Stan kliniczny zwierzat zakazonych réznymi szczepami
wirusa BVD typ 1

Podczas prowadzonej codziennie obserwacji zwierzat w grupach eksperymental-
nych i kontrolnej nie odnotowano zmian w stanie klinicznym zwierzat.

W grupach eksperymentalnych po zakazeniu mieszaning szczepéw NAD-
L2:NADLS8 BVDV typ 1 w.c.c. wahata sie od 37,0 °C do 38,0 °C, przy czym nie zaob-
serwowano jej wzrostu w kolejnych dniach po zakazeniu. Podobnie byto w grupach po
zakazeniu szczepami V725 i 5862/84 wirusa BVD typ 1. W grupach kontrolnych w.c.c.
w poszczegdlnych terminach wahata sie od 36,8 °C do 38,5 °C.

Wyniki pomiaru w.c.c. przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1
Table 1
Dynamika w.c.c. $win zakazonych réznymi szczepami wirusa BVD typ 1
The dynamics of internal body temperature of swine infected with various strains of the virus BVD

type 1
Srednia wewngtrzna cieptota ciata swin (°C)
Dni po Average internal temperature of swine body (in °C)
zakazeniu Szczepy NAD-
Days after L2:NADLS Szczep V725 Szczep 5268/94 Grupy kontrolna
infection Stranis Strain V725 Strain 5268/94 Control group
NADL2:NADLS
1 37,6 37,6 38,0 37,6
2 37,2 37,5 37,6 37,8
4 37,9 37,6 37,9 37,2
7 38,0 38,0 38,0 37,9
14 37,6 37,2 37,9 37,6
21 37,9 37,8 38,0 37,2
28 37,6 38,0 37,8 37,8
35 38,0 37,6 37,2 37,8

Srednia masa ciata zwierzat w dniu rozpoczecia doswiadczenia w poszczegdlnych
grupach eksperymentalnych wynosita od 8,6 kg w grupie zakazonej mieszanina szcze-
pow NADL2:NADLS do 9,4 kg w grupie zakazonej szczepem V725 oraz 9,3 kg w gru-
pie zakazonej szczepem 5862/94. W grupach kontrolnych $érednia masa ciata zwierzat
wynosita od 9.0 kg do 9,8 kg. W dniu zakonczenia obserwacji $rednia masa ciata w gru-
pach eksperymentalnych wynosita 25,1 kg (grupa zakazona mieszaning szczepéw NAD-
L2:NADLS), 27,2 kg (grupa zakazona szczepem V725) oraz 25,4 kg (grupa zakazona
szczepem 5862/94). Sredni dzienny przyrost masy ciata w grupach eksperymentalnych
podczas obserwacji wynidst odpowiednio 470 g, 448 g i 460 g. W grupach kontrolnych
srednia masa ciata wyniosta od 25,1 kg do 27,1 kg, a $redni dzienny przyrost masy ciata
od 460 g.
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Wyniki pomiaru masy ciata przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2
Table 2
Masa ciata swin zakazonych r6znymi szczepami wirusa BVD typ 1
Body mass of swine infected with various strains of the virus BVD type 1
Masa ciata swin (kg)
Dni po Body mass of swine (kg)
zakazeniu Szczepy NAD-
Days after L2:NADLS8 Szczep V725 | Szczep 5268/94 Grupy kontrolna
infection Stranis Strain V725 Strain 5268/94 Control group
NADL2:NADLS8
1 8,6 9,4 9,3 94-98
2 8,6 9,4 9,4 94-98
4 9,6 10,0 9,9 10,5-11,0
7 12,1 10,8 11,9 118-124
14 15,3 15,6 16,0 15,1 -16,2
21 18,7 194 19,6 18,9 - 20,6
28 21,8 23,2 22,3 20,9-23,3
35 251 27,2 25,4 251-27,1

3.1.3.2. Wskazniki hematologiczne u swin w przebiegu zakazenia
szczepami NADL2:NADLS, V725 i 5862/84 wirusa BVD typ 1

W przebiegu zakazenia $win mieszanina szczepéw NADL2:NADLS8 wirusa BVD
nie wykazano statystycznie istotnych réznic w zakresie liczby erytrocytow (p=0,93),
stezenia hemoglobiny (p=0,42) i wartosci hematokrytu (p=0,24). Natomiast spadek licz-
by leukocytéw odnotowano w grupie 1 z wartosci 17,0 G/I w dniu poprzedzajacym zaka-
zenie do wartosci 12,5 G/l w dniu zakonczenia obserwacji (p=0.01). U zwierzat w grupie
2 rowniez wykazano spadek liczby leukocytéw z 15,8 G/l w dniu potaczenia ze zwierze-
tami z grupy 1 do 10,0 G/l w dniu jej zakonczenia (p=0,007) (rys. 10-13).

U $win zakazonych szczepem V725 wirusa BVD odnotowano zmiany w liczbie
erytrocytéw, ktére w dniu rozpoczecia obserwacji wynosity 10,5 T/I, a w dniu zakonce-
nia 8,3 T/l (p=0,94). Z kolei istotnym zmianom nie ulegty st¢zenie hemoglobiny (p=0,74)
i wartosci hematokrytu (p=0,72). Podobne zmiany wykazano w liczbie leukocytow, w
grupie pierwszej wzrosta ona z 12,3 G/I do 19,5 G/I, w czternastym dniu obserwacji, po
czym ulegta obnizeniu do 12,8 G/l w dniu zakonczenia obserwacji (p=0,01). W grupie
2 liczba leukocytéw wzrastata do 7 dnia po zakazeniu z 13,7 G/l do 17,4 G/l i nastepnie
spadata do 35 dnia obserwacji (p=0,33) (rys. 14-17).

Podobnie u $win zakazonych szczepem 5862/84 wirusa BVD nie odnotowano sta-
tystycznie istotnych réznic w liczbie erytrocytéw (p=0,93), stezeniu hemoglobiny
(p=0,42) oraz wartosci hematokrytu (p=0,55). Liczba leukocytow w obu grupach do-
$wiadczalnych ulegata obnizeniu podczas kolejnych pomiaréw, jednakze réznice w uzy-
skanych wartosciach nie byty statystycznie istotne (p=0,23) (rys. 18-21).
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Rys. 10. Liczba krwinek czerwonych (T/I) we krwi obwodowej $win zakazonych mieszaning
szczepdw NADL2 i NADLS8 wirusa BVD typ 1

Fig. 10. A number of erythrocytes (T/I) in peripheral blood of swine infected with the mixture
of strains NADL?2 and NADLS of the virus BVD type 1
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3.1.3.3. Zmiany w subpopulacjach limfocytéw T i B krwi obwodowej
$win zakazonych réznymi szczepami wirusa BVD typ 1

3.1.3.3.1. Szczep NADL2:NADLS8 wirusa BVD

Na rysunkach 22-26 przedstawiono odsetek subpopulacji limfocytow T krwi ob-
wodowej w przebiegu zakazenia mieszanina szczepow NADL2:NADLS8 wirusa BVD.
Odsetek limfocytéw T CD2 obnizyt sie w przebiegu doswiadczenia zaréwno w grupie 1,
jak i 2. W grupie 1 nastapit spadek z wartosci poczatkowej 36,2% do 26,4% w dniu
ostatniego pomiaru, jednakze po zakazeniu zwierzat odnotowano wzrost odsetka limfo-
cytow T CD2 do czwartego dnia, po czym dopiero nastepowat stopniowy spadek. Z kolei
w grupie 2 wartosci te ksztattowaty sie odpowiednio na poziomie 41% i 33,6%. Analizu-
jac dynamike zmian odsetka limfocytow T CD2 odnotowano spadek ich liczby u zwierzat
w grupie 2 0 20% (p=0,003), za$ u zwierzat w grupie 1 0 25% (p=0,01).

Subpopulacja limfocytéw T CD4 podlegata takze wahaniom w przebiegu obser-
wacji. Spadek z 13,2% do 9,1% odnotowano w grupie 1 (p=0,01) oraz z 15,0% do 8,2%
w grupie 2 (p=0,02). Znacznie silniejszy spadek odsetka limfocytow T CD8 obserwowa-
no u $win w grupie 2, tj. z wartosci 23,3% w dniu pierwszego badania do 7,4% w 28 dniu
obserwacji (p=0,04). Z kolei stosunek CD4:CD8 w grupie 2 wynosit na poczatku obser-
wacji 3:5, a w dniu zakonczenia badan 1:1. W grupie 1 stosunek CD4:CD8 wynosit 1:2
w dniu rozpoczecia obserwacji oraz 1:3 w dniu jej zakonczenia. Nie odnotowano takze
istotnych zmian w grupie komérek wykazujacych ekspresje receptora TCR v3. Odsetek
tych komorek wzrést nieznacznie w pierwszych godzinach po zakazeniu w obu grupach,
po czym podlegat niewielkim wahaniom do zakonczenia obserwacji w grupie 1 (p=0,91)
i grupie 2 (p=0,62). Podobnie nie ulegta statystycznie istotnym zmianom subpopulacja
limfocytdw T wykazujacych ekspresje receptora wCD45 zaréwno w grupie 1 (p=0,81),
jaki 2 (p=0,72).

Odsetek limfocytdw B z receptorem CD21 podczas obserwacji w grupie 1 ulegt
obnizeniu z wartosci 15,3% w dniu pierwszego pomiaru do 9,3% w 35 dniu obserwacji
(p=0,12). W grupie drugiej w tym samym okresie czasu odsetek limfocytéw B CD21
wynosit dpowiednio 15,7% i 12% (p=0,54) (rys. 27).

3.1.3.3.2. Szczep V725 wirusa BVD

Na rysunku 28 przedstawiono odsetek limfocytdw T subpopulacji CD2 krwi ob-
wodowej po zakazeniu szczepem V725 wirusa BVD. Odsetek limfocytow z receptorem
CD2 wynosit pierwszego dnia w grupie 1 — 50,44%, po czym wzrést do 62,6% w
21 dniu, a nastepnie obnizyt sie do 41,9% w 35 dniu obserwacji (p=0,56). W grupie 2
wartosci te miescity sie na poziomie odpowiednio 49,5%, 57,9% i 44,9%. Obnizenie
odsetka limfocytéw T z receptorem CD2 w przebiegu eksperymentu wynosito 5,9% w
grupie 1 i 7,5% u $win w grupie 2 (p=0,06).

Odsetek limfocytow T z receptorem CD4 podlegat réwniez wahaniom w przebie-
gu obserwacji. U zwierzat w grupie 1 rejestrowano od drugiej doby po zakazeniu wzrost
odsetka komérek CD4 z 13,1% do 17,3% (p=0,82), z kolei w grupie 2 od 14 dnia po
zakazeniu z 10,1% do 15,3% (p=0,04) (rys. 29).
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Odsetek limfocytéw T CD8 u zwierzat w grupie 1 wzrést z 20,2% do 22,9% w
drugiej dobie po zakazeniu, po czym stopniowo spadat uzyskujac w ostatnim dniu ob-
serwacji wartos¢ 14,8% (p=0,01). Spadek odsetka tej populacji komérek odnotowano
réwniez u zwierzat w grupie 2, u ktorych odsetek ten wynosit odpowiednio 28,1% i 7,2%
(p=0,04) (rys. 30). Stosunek CD4:CD8 w grupie 1 wynosit w pierwszej dobie po zakaze-
niu 1:2, natomiast w dniu zakonczenia obserwacji 1:1. W grupie 2 stosunek ten podlegat
réwniez zmianom z 1:2 w dniu rozpoczecia obserwacji do 1:1,5 w dniu jej zakonczenia.
Z kolei odsetek limfocytéw T z receptorem TCR v ulegt wzrostowi do 7 doby po zaka-
zeniu, po czym podlegat niewielkim, nieistotnym statystycznie wahaniom do zakoncze-
nia eksperymentu zaréwno w grupie 1 (p=0,38), jak i grupie 2 (p=0,6) (rys. 31).

Réznica w odsetku limfocytow T z receptorem wCD45 nie podlegata statystycz-
nie istotnym zmianom u zwierzat w grupie 1 (p=0,06). Wartosci te w przebiegu obserwa-
cji ulegty obnizeniu z 41,3% w pierwszej dobie po zakazeniu do 36,6% w ostatnim dniu
obserwacji. Podobnie spadkowi ulegat odsetek limfocytéw T wCD45 w grupie 2 z 37,3%
do 30,5% (p=0,02) (rys. 32). Rdwniez odsetek limfocytow B z receptorem CD21 podczas
obserwacji w grupie 1 i 2 obnizyt sie z wartosci 16,4% w pierwszym dniu po zakazeniu
do 13,9% w 35 dniu obserwacji w grupie 1 (p=0,6) oraz z 16,3% do 14,6% w grupie 2
(p=0,96) (rys. 33).

3.1.3.3.3. Szczep 5862/84 wirusa BVD

Po zakazeniu $win szczepem 5862/84 wirusa BVD odsetek limfocytow T CD2 we
krwi obwodowej w przebiegu zakazenia u zwierzat w grupie 1 wzrastat do 7 dnia od
zakazenia z 56,5% do 64,5%, po czym ulegat powolnemu obnizeniu do 56,5% w dniu
zakonczenia eksperymentu. Odnotowane zmiany nie byly statystycznie istotne (p=0,32).
W grupie 2 obserwowane zmiany w odsetku limfocytéw T CD2 w okresie od 1 do 21
dnia doswiadczenia miaty tendencje spadkowa, osiagajac w 35 dniu 58% wartosci po-
czatkowej (p=0,02) (rys. 34).

Odsetek limfocytdow T CD4 w grupie 1 do 7 dnia po zakazeniu obnizat sie z
9,03% do 5,88%, po czym wzrastat w kolejnych tygodniach do 14,23% w dniu zakon-
czenia eksperymentu. Powyzsze zmiany byly statystycznie istotne (p=0,01). W grupie 2
dynamika zmian nie byta statystycznie istotna. Porownujac wyniki pomiaru z grupy 2 do
wynikow uzyskanych u zwierzat w grupie kontrolnej zmiany te byty statystycznie istotne
(p=0,02) (rys. 35).

Odsetek limfocytow T CD8 u zwierzat w grupie 1 wzrastat z 32,4% do 52,0% do
7 dnia od momentu zakazenia, po czym spadat do wartosci 36,9% w dniu zakonczenia
obserwacji (p=0,02). Takze u zwierzat w grupie 2 w tym samym okresie odnotowano
wzrost odsetka limfocytow T CD8 z 47,6% do 55,8% w 7 dniu i nastepnie spadek do
42,0% (p=0,01) (rys. 36). Stosunek limfocytéw T CD4:CD8 w grupie 1 wynosit w
pierwszym dniu obserwacji 1:4, a w dniu jej zakonczenia 1:2. W grupie 2 stosunek ten
wynosit 1:5 i nie ulegt zmianie do zakonczenia eksperymentu. Odsetek limfocytdw T z
receporem TCR yd obnizyt si¢ w grupie 1 z 3,5% do 2,2%, a nastgpnie osiagnat wartosé¢
2% w 35 dniu eksperymentu (p=0,01). Odsetek tej populacji komérek w grupie 2 nie
zmienit si¢ do 14 dnia, po czym ulegt obnizeniu do 3,1% w 35 dniu. Zmiany te nie byty
statystycznie istotne (p=0,1) (rys. 37).
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Odsetek limfocytow T wCD45 nie ulegt statystycznie istotnym zmianom podczas
obserwacji zaréwno w grupie 1 (p=0,15), jak i w grupie 2 (p=0,4) (rys. 38).

Odsetek aktywnych limfocytéw B z receptorem CD21 podczas obserwacji w gru-
pie 1 obnizyt sie do 12,1% w 4 dobie po zakazeniu i do 10,3% w 35 dniu obserwacji
(p=0,05). Takze u zwierzat w grupie 2 obnizyt sie z 14,3% do 12,2% w siédmej dobie
p.i. W okresie od 14 do 35 dnia p.i. odsetek limfocytéw B ksztattowat sie na poziomie
okoto 10% (p=0,18) (rys. 39).

3.1.3.4. Dynamika narastania mian przeciwciat u $win zakazonych
réznymi szczepami wirusa BVD typ 1

3.1.3.4.1. Badanie mian przeciwciat swin zakazonych réznymi szczepami
wirusa BVD typ 1 z uzyciem szczepu NADL

W grupie prosiat zakazonych mieszaning szczepdw NADL 2 i NADL8 wirusa
BVD przeciwciata przeciwko BVDV o mianie 1:7,5 wykazano u dwoch zwierzat siéd-
mego dnia po zakazeniu. Natomiast w 28 dniu po zakazeniu miano 1:5 wykazano u
wszystkich zwierzat (n=6), po czym w 35 dniu miano to utrzymywato si¢ na tym samym
poziomie rowniez u wszystkich zwierzat. Zakazenie szczepem V725 wirusa BVD
powodowato wzrost miana przeciwciat przeciwko BVDV do 1:5 w czwartym dniu u
jednego zwierzecia. Natomiast w 28 dniu po zakazeniu miano u tego samego zwierzecia
wynosito 1:40. U pieciu zwierzat w 28 i 35 dniu eksperymentu miano przeciwciat nie
przekraczato 1:5. Z kolei miano przeciwciat po zakazeniu szczepem 5862/94 wirusa
BVD u jednego zwierzecia wynosito 1:30 w 7 dniu po zakazeniu, a w 28 dniu u wszyst-
kich zwierzat — 1:15. Miano przeciwciat przeciwko BVDV wynosito 1:5 w 35 dniu ob-
serwacji (tab. 3).

3.1.3.4.2. Badanie mian przeciwciat u $§win zakazonych réznymi szczepami
wirusa BVD typ 1 z uzyciem szczepu 1726 98/Salza

Badanie z uzyciem testowego szczepu 1726 98/Salza wirusa BVD w surowicach
zwierzat zakazonych mieszaning szczepdw NADL2 i NADL8 wirusa BVD wykazato
obecnos¢ przeciwciat przeciwko szczepowi 1726 98/Salza wirusa BVD juz w 7 dniu po
zakazeniu (1:7,5), po czym miano ich ulegato obnizeniu do wartosci 1:5 w kolejnych
etapach badan. W grupie zakazonej szczepem V725 wirusa BVD miano przeciwciat
przeciwko szczepowi V725 wirusa BVD na poziomie 1:5 odnotowano dopiero 21 dnia
po zakazeniu, za$§ po zakazeniu szczepem 5862/94 wirusa BVD miano przeciwciat
przeciwko szczepowi 5862/94 wirusa BVD - 1.5 stwierdzono w 28 dniu po zakazeniu
(tab. 4).
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3.1.4. Omowienie wynikdéw i dyskusja

Technike immunofluorescencji zaczeto stosowa¢ w latach 70. ubiegtego wieku.
Zastosowanie jej pozwolito na wykazanie obecnosci komorek posiadajacych na swojej
powierzchni receptory odpowiedzialne za przebieg reakcji odpornosciowych. Sposrod
réznorodnych receptoréw obecnych na powierzchni komoérek szczegdlne znaczenie maja
receptory subpopulacji limfocytow T. Ich ekspresja jest zwiazana z regulujacymi proce-
sami proliferacji i réznicowania komorek (Jakébisiak, 1998b; Luney i Prescovitz, 1988;
Rosenthal i wsp., 1987).

Nabywanie swoistych funkcji przez limfocyty T poprzedzone jest procesem doj-
rzewania i roznicowania komérek prekursorowych Lin™ (lineage negative). Efektem tego
jest powstanie z multipotencjalnej komorki macierzystej potomnych komérek o okreslo-
nych cechach fenotypowych z ekspresja obecnych na ich powierzchniach receptoréw.
Dalszy proces dojrzewania limfocytéw T mozna podzieli¢ na dwie fazy, z ktorych pierw-
sza zwiazana jest z ukierunkowanym rozwojem wczesnych tymocytéw, rearanzacja ge-
néw TCR (v, o, B) oraz podjeciem decyzji rozwojowej w kierunku linii off i y8. Limfocy-
ty T af stanowia najliczniejsza pule limfocytéw po urodzeniu, jednak limfocyty T 3 sa
niezbedne do tworzenia efektywnych barier immunologicznych i traktowane sa jako
komdrki o cechach posrednich miedzy limfocytami T i komoérkami NK. We krwi obwo-
dowej odsetek ich u cztowieka stanowi¢ moze od 0,5% do 2-3%, a u $wini do okoto 10%
wszystkich limfocytéw. Natomiast po zakonczeniu drugiej fazy dojrzewania limfocyty T
z receptorem CD4 i CD8 stanowig blisko 95% populacji dojrzatych limfocytow T (Bian-
chi i wsp., 1992; Binns i wsp., 1992, Davis i wsp., 1996; Jakdbisiak, 1998a, Markowska-
-Daniel, 1999a; Sallmuller i wsp., 1989 i 1998).

Dynamika zmian w subpopulacji limfocytdw T z receptorem CD4 i CD8 u ludzi i
zwierzat opisywana jest w odniesieniu do zachowania si¢ stosunku limfocytow T
CD4:CD8 w organizmie zdrowym i chorym. U zdrowych $win limfocyty T CD4 stano-
wig okoto 25%, a CD8 — 40% populacji limfocytow, zatem stosunek limfocytéw T
CD4:CD8 wynosi 0,6. Z kolei u zdrowych ludzi stosunek ten wynosi 1,5-2,0 i moze
wahac¢ sie od 0,5 do 7,0.

Zmiany aktywnosci limfocytdw T po zakazeniu réznymi szczepami wirusa BVD
prezentowano w wielu pracach doswiadczalnych, a dotyczyly one w catosci jednego
gatunku — bydta. Zmiany w aktywnosci limfocytow u picciomiesiecznych cielat trwale
zakazonych i nadkazonych szczepem ncp BVDV przedstawili Lieber i wsp. (1995). Au-
torzy ci wykazali zmiany u zwierzat z forma MD BVDV, ktére odnosity sie do spadku
sredniej liczby limfocytdw B w kepkach Peyera oraz obnizenie poziomu IgM, IgA i
sredniej liczby limfocytéw T subpopulacji CD4 i CD8 w 1 mm? tkanki limfatycznej ke-
pek Peyera jelita grubego u cielat z postacia MD. Znacznej redukcji ulegty te parametry
takze w kepkach Peyera jelita biodrowego. Podobnie zmianie ulegta $rednia liczba lim-
focytow T na powierzchni kepek, co ujawniato sie wzrostem bezwzglednej liczby subpo-
pulacji limfocytow T CD4 i brakiem zmian w odsetku subpopulacji limfocytow T CD8 w
odniesieniu do grupy kontrolnej. Tym samym nie jest prawdziwa hipoteza, ze wzrost
limfocytéw T subpopulacji CD4 i CD8 jest powodem uszkodzenia komdrek. Natomiast
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destrukcja GALT prowadzi nie tylko do zniszczenia bariery ochronnej jelita, ale takze do
redukcji aktywnosci komarek efektorowych na btonie sluzowe;j.

Zakazenie donosowe dziewieciomiesiecznych cielat szczepem ncp NY-1 wirusa
BVD prowadzito do spadku ogolnej liczby krazacych limfocytow, w tym takze limfocy-
tow T CD4 i CD8 oraz limfocytow B i neutrofilow. Nie obserwowano natomiast zmian w
odsetku limfocytéw nie-T i nie-B oraz monocytéw. Z kolei réwnoczesne podanie dono-
sowe inaktywowanego szczepu BVDV i szczepienie domiesniowe przeciwko wirusowi
BVD nie powodowato zmian w odsetku krazacych limfocytow. Jedynie odnotowano
zmiany w stosunku limfocytow T CD4:CD8 i wzroscie odsetka komérek z MHC Klasy 11
(Ellis i wsp., 1988). Réwniez wzrost ekspresji komoérek z MHC klasy |1 obserwowano po
zakazeniu jednodniowych cielat szczepami ncp 7937 i 126 BVDV. Zmiany te odnotowa-
no w 3 dniu u cielat zakazonych szczepem ncp 7937 BVDV i w 10 dniu po zakazeniu
szczepem 126 BVDV. Po zakazeniu szczepem 126 wirusa BVD odnotowano spadek
odsetka limfocytéw T CD2, co wskazuje na tropizm BVDV do tych komdrek i dziatanie
immunosupresyjne, a takze predyspozycje do innych zakazen (Marshall i wsp. 1994).
Welsh i wsp. (1994) po zakazeniu donosowym szczepem cp BVDV izolowanym od
cielat w przebiegu pneumonii na tle zakazenia BVDV obserwowali nieznaczny wzrost
aktywnosci makrofagéw ptucnych do 2 dnia p.i., a nastepnie spadek od 4 dnia p.i. Jed-
nakze redukcja aktywnosci fagocytarnej makrofagéw ptucnych byfa rézna u kazdego z
zakazonych zwierzat i utrzymywala si¢ u nielicznych zwierzat do 21 dnia p.i. Powyzsze
badania oraz badania Lopez i wsp. (1986) wskazuja na brak istotnych zmian w stosunku
granulocyty:makrofagi ptucne po zakazeniu wirusem BVD. Natomiast w przebiegu za-
kazenia HRSV, BHV-1 i PI-3 obserwowane byty zamiany w stosunku granulocyty obo-
jetnochtonne:makrofagi (Brown i Ananaba, 1988; Krilov i wsp., 1987).

Po zakazeniu dooskrzelowym cielat szczepem cp Singer 1 BVDV obserwowano
do 10 dnia p.i. ponad 200-krotny wzrost odsetka limfocytow T z receptorem CD4 i CD8
oraz ponad 70-krotny ich wzrost od wartosci wyjsciowej w obszarze BALT, w ciagu
4 dni od ponownego zakazenia BVDV, tj. po 35 dniach od pierwszego kontaktu limfocy-
tow z wirusem. Odsetek limfocytéw T z receptorem y8 wzrdst ponad 100-krotnie w ciagu
7 dni p.i. i pozostawat na 10-krotnie wyzszym poziomie niz przed zakazeniem do zakon-
czenia obserwacji. Odsetek limfocytéw wykazujacych ekspresje antygenéw CD4 i CD8
wzrdst odpowiednio 300- i 150-krotnie do 10 dnia p.i. oraz 100- i 50-krotnie do 4 dnia
p.i. Z kolei profil limfocytow T CD45RO"/CD45R’ charakteryzowat si¢ brakiem istot-
nych zmian (Silflow i wsp., 2005).

Zmiany w obrazie krwi obwodowej i ekspresji receptoréw powierzchniowych
limfocytdbw T obserwowano takze u cielat po zakazeniu niecytopatycznym szczepem
24515 BVDV. U wszystkich zwierzat zakazonych wykazano zmiany statystycznie istot-
ne wsréd leukocytdw krwi obwodowej (p<0.05 dla neutrofili, p<0.01 dla limfocytéw
oraz p<0.001 dla monocytéw) od 3-5 dnia p.i. i utrzymujacych sie do 12 dnia p.i. (Ar-
chambau i wsp., 2000). Takze Ellis i wsp. (1988) po zakazeniu cielat wirusem BVD
wykazali leukopenie i spadek odsetka subpopulacji limfocytow T CD4 i CD8 oraz limfo-
cytow B i neutrofilow. Stosunek limfocytow T CD4:CD8 w przebiegu obserwacji wahat
sie od 2:3 do 5:4 w dniu jej zakonczenia. Podobne zmiany w odsetku limfocytéw T CD8
obserwowat Summerfield i wsp. (1998b). Pauly i wsp. (1998) wykazat zblizone zmiany
w populacji limfocytow T po zakazeniu wirusem CSF, jednakze wystepowaty one
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z okoto 2-tygodniowym op6znieniem. Z danych przedstawionych przez Corthier (1978),
Pauly i wsp. (1998) i Markowska-Daniel (1999b) wynika, ze po zakazeniu wirusem CSF
dochodzi do deplecji podwojnie ujemnych limfocytéw T CD4-CD8- i zaburzen dojrze-
wania limfocytéw T w grasicy. Tym samym zachwiana zostaje migracja tych komdrek
do tkanek i w dalszej konsekwencji brak odpowiedzi humoralnej. Najwieksze zmiany
odnotowano po zakazeniu droga donosowa, zblizona do naturalnej, a obserwowane
zmiany wydaja sie by¢ zalezne od zjadliwosci szczepu CSFV uzytego do zakazenia.
Sytuacje taka obserwowano okreslajac odsetek limfocytow T z receptorem CD2, ktéry
jest uwazany za gtowny marker na powierzchni limfocytéw u $win, obecny na po-
wierzchni okoto 65-70% wszystkich limfocytow T. W prezentowanych badaniach, po 72
godzinach od zakazenia CSFV odsetek tej populacji limfocytow T spadt o okoto 40% i
nie powrdcit do wartosci wyjsciowej do zakonczenia obserwacji. Natomiast po zakazeniu
szczepami zjadliwymi notowano spadek odsetka limfocytow z markerem powierzchnio-
wym CD2. Takze odsetek limfocytéw B z receptorem CD19 ulegat zmniejszeniu od 9
godz. po zakazeniu do konca obserwacji. Natomiast po zakazeniu szczepem szczepion-
kowym nastepowat wzrost odsetka limfocytéw B. Zblizone wyniki uzyskali Susa i wsp.
(1992), gdzie po zakazeniu szczepem Alfort CSFV wykazano leukopenie oraz deplecje
limfocytow B we krwi obwodowej oraz tkance limfatycznej. Natomiast po zakazeniu
swin atenuowanym szczepem Alfort-187 CSFV odnotowano wzrost liczby leukocytéw
od 24 godz. p.i., zas po zakazeniu szczepem Washington CSFV od 48 godz. po zakazeniu
notowano leukopenig, ktdra pogtebiata si¢ do 11 dnia. Srednia liczba leukocytéw ulegta
obnizeniu blisko o0 50%. Opisana dynamika zmian uwazana jest za typowa dla zakazenia
CSFV i zwiazana jest z bezposrednim dziataniem wirusa na tkanke limfatyczna, gdzie
zakazeniu ulegaja limfocyty B, limfocyty T subpopulacji CD4 i CD8 oraz monocyty
(Bruschke i wsp., 1997; Narita i wsp., 1996; Summerfield i wsp., 1998a).

Réznice w pobudzeniu ukfadu immunologicznego zwierzat zakazonych swoistymi
i nieswoistymi patogenami zwiazane sa ze wzrostem lub spadkiem aktywnosci limfocy-
tow. Badania limfocytéw izolowanych od swin zakazonych wirusem CSF wykazywaty
znaczacy spadek aktywnosci zaréwno limfocytéw B, jak i T. Ten brak odpowiedzi ob-
serwowano w ciagu pierwszych 3-5 dni p.i., a w dalszym czasie notowano tylko réznice
fenotypowe w subpopulacjach limfocytow T (Rouse i Horohov, 1986). Zakazenie loch
wirusem PRRS w 98 dniu ciazy prowadzito w ciagu pierwszych 7 dni zycia prosiat do
spadku odsetka limfocytow T z 60% catkowitej liczby leukocytéw w dniu urodzenia do
42% w 7 dniu p.i. Spadkowi limfocytow towarzyszyt wzrost odsetka limfocytéw T CD4
z 41% do 46%. Dynamika ta utrzymywata si¢ do zakonczenia obserwacji. W grupie
kontrolnej odnotowano spadek tej subpopulacji z 41% do 29%. Natomiast swoiste limfo-
cyty T CD8 pojawity sie u zakazonych prosiat dopiero w 7 dniu po urodzeniu, a wzrost
ich utrzymywat sie do zakonczenia obserwacji. Efektem powstatych zmian byta zmiana
stosunku limfocytoéw T z receptorem CD4 i CD8 u zwierzat zakazonych wirusem PRRS
z2,2:1do1,5:11i1,4:1 odpowiednio w dniu urodzenia oraz w 7 i 14 dniu zycia. Stosunek
ten u zwierzat zdrowych w tym samym czasie wynosit odpowiednio 0.5, 0.4 0,1.

Srédmaciczne zakazenie prosiat powoduje zanik grasicy i deplecje tymocytow
(Wen-hai i wsp., 2002). Shimzu i wsp (1996) po zakazeniu doswiadczalnym swin wiru-
sem PRRS wykazali limfopenie, spadek odsetka limfocytéw T, w tym subpopulacji lim-
focytébw T o funkcji indukujaco-wspomagajacej (CD4) do 14 dnia p.i. Natomiast po
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zakazeniu naturalnym odnotowali wzrost odsetka limfocytow T supresorowych (CD8) i
spadek odsetka limfocytow T pomocniczych (CD4).

Z kolei mieszane zakazenie wirusem BVD i Mannheimia haemolytica powoduje u
zwierzat zakazonych znaczacy spadek liczby leukocytow i limfocytow, osiagajac najniz-
szy poziom wsrod wszystkich badanych grup. Takze odsetek limfocytow T z receptorami
CD4, CD8 i wCD1 uzyskat najnizszy poziom wérdd grup objetych obserwacja. W grupie
zwierzat zakazonych wirusem BVD obserwowano spadek ogélnej liczby leukocytow,
odsetka neutrofili i limfocytow. Natomiast w grupie zwierzat zakazonych Mannheimia
haemolytica odnotowano wzrost liczby leukocytéw i odsetka neutrofilow (Ganheim i
wsp., 2005).

Rozpoznanie zakazenia wirusem BVD metodami serologicznymi moze by¢
utrudnione ze wzgledu na duza zmiennos¢ szczepdw tego wirusa. Sytuacje taka odnoto-
wali Pellerin i wsp. (1994) okreslajac miano przeciwciat przeciwko BVDV, wykorzystu-
jac test seroneutralizacji z uzyciem genotypowo swoistych przeciwcial, gdzie uzyskat on
od 5 do 65 razy nizsze miano przeciwciat dla szczepéw heterologicznych w poréwnaniu
do szczepéw homologicznych tego wirusa. Na ten fakt zwracaja uwage Depner i wsp.
(1994) oraz Lipowski (1999c), wskazujac na trudnosci w wykryciu zakazenia swin wiru-
sem CSF, u ktérych poziom przeciwciat odpornosciowych jest niski. Tym samym dia-
gnostyka zakazenia swin CSFV ze wzgledu na niskie poziomy przeciwciat w surowicy
krwi i krotkotrwate, czesto nieswoiste objawy kliniczne wymaga uzycia testu o wysokiej
czutoscei, jak SNT, przewyzszajacego pod wzglgdem czutosci test ELISA. Takze w od-
niesieniu do wczesnego wykrycia zakazenia wirusem CSF w stadzie diagnostyka serolo-
giczna jest zwykle utrudniona w pierwszych dwoch tygodniach po zakazeniu. Zwykle
uzycie czutych metod diagnostycznych jest zarazem czasochtonne, jak: izolacja wirusa,
IFA, IPMA ograniczaja szybkos¢ rozpoznania zakazenia. ROwniez zastosowanie po-
wszechnie wykorzystywanych technik diagnostycznych w przypadku zakazen $win stabo
wirulentnymi szczepami wirusa, dajacymi obraz zakazen atypowych, stwarza trudnosci
w rozpoznaniu (Kaaden i wsp., 1997).

Istotna jest réwniez dawka wirusa, po podaniu ktérej nastepuje reakcja organizmu
na podany antygen. Walz i wsp. (1999) okreslili dawke dla prosiat w wieku 2 m-cy, po-
wodujaca skuteczne zakazenie zaréwno typem I, jak i Il wirusa BVD. Brak objawdéw
klinicznych oraz wzrost w.c.c. obserwowano po podaniu dawki 10° TCIDsy'ml™ dla ge-
notypu | i 10" TCIDsy'ml™ dla genotypu 1. Natomiast wiremig i wysoki stezenie swo-
istych przeciwciat obserwowano u cielat przy zakazeniu dawka 10° TCIDsy'ml™ zaré6wno
dla genotypu I, jak i Il. Z kolei zdecydowanie nizsze dawki wirusa powodowaty wiremie
i zakazenie ptodu u cigzarnych kréw — 102 TCIDsy'ml™ dla genotypu | i 10* TCIDg'ml™
dla genotypu Il. Cieleta z wysokim stezeniem przeciwciat nie wykazywaty objawow
klinicznych po zakazeniu wirusem BVD miedzy 2-5 tygodniem zycia (Ficken i wsp.,
1995). Po zakazeniu donosowym wirusem BVD odpowiedz immunologiczna charaktery-
zowata sie wzrostem poziomu przeciwciat swoistych przeciwko BVDV w wyptuczynach
pecherzykowo-oskrzelowych ptuc. Natomiast ponowne zakazenie po 35 dniach od
pierwszego kontaktu z antygenem powodowato silny wzrost IgA, 19gG juz po 4 dniach
p.i. w ptynie pozyskanym z oskrzeli. Reakcja komdrek uktadu odpornosciowego wskazu-
je na aktywny proces oczyszczania uktadu z wirusa i aktywowanie produkcji swoistych
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przeciwciat oraz limfocytow T, potaczonych z szybkim usunieciem wirusa po ponownym
kontakcie (Silflow i wsp., 2005).

3.1.5. Whioski

1. Zakazenie donosowe i kontaktowe $win szczepami NADL2:NADLS, V725 i 5862/84
wirusa BVD typ 1 nie prowadzito do wystapienia objawdw chorobowych zaréwno u
zwierzat zakazonych donosowo, jak i w wyniku kontaktu.

2. Efektem zakazenia donosowego i kontaktowego $win trzema szczepami wirusa BVD
typ 1 byt spadek odsetka leukocytdw krwi obwodowej. Statystycznie istotne zmiany
wystapity u zwierzat zakazonych szczepami NADL2:NADLS8 i V725 wirusa BVD.

3. U swin zakazonych donosowo i kontaktowo szczepami NADLZ2:NADLS8 i V725
wirusa BVD typ 1 nastepowat spadek odsetka limfocytow T z receptorem CD4 i
CDS8, za$ u zwierzat zakazonych szczepem 5862/84 wirusa BVD typ 1 odnotowano
wzrost odsetka limfocytow T z receptorem CD4 i spadek odsetka limfocytow T z re-
ceptorem CDS8.

4. Miana swoistych przeciwciat przeciwko BVDV po zakazeniu szczepami NAD-
L2:NADLS, V725 i 5862/84 wirusa BVD typ 1 byly zréznicowane osobniczo w ko-
lejnych terminach badan i wynosity od 1:5 do 1:7,5 dla szczepu NADL2:NADLS8 i od
1:5 do 1:40 dla szczepu V725 oraz 1:15 - 1:30 dla szczepu 5862/84 wirusa BVD

typ 1.

3.2. Czes¢ 1. Wykrywanie antygenu
pan-pestiwirusowego u swin

3.2.1. Materiat i metody

3.2.1.1. Zwierzeta

Do badan uzyto prosieta, ktdre pochodzity od macior wolnych i nieszczepionych
przeciwko CSF. Lochy, od ktorych prosieta miaty by¢ przeznaczone do eksperymentu, pro-
sity sie w porodéwkach, gdzie przebywaty wraz z prosietami do momentu odsadzenia.
W dniu odsadzenia 9 prosiat oddzielono od matki i podzielono je na dwie grupy. Grupe
doswiadczalna stanowito 6 sztuk, a grupe kontrolna 3 sztuki. Dalsze postepowanie z pro-
sietami, zywienie oraz pojenie zwierzat byto identyczne jak w pierwszym etapie badan.

Przed rozpoczeciem eksperymentu zwierzeta badane byty w kierunku obecnosci
antygenu i przeciwciat pestiwirusowych przy uzyciu testu ELISA (CHEKIT-BVD-virus i
CHEKIT-BVD-sero) (Dr Bommeli AG, Szwajcaria).
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3.2.1.2. Szczepy wirusa BVD uzyte do badan

Do zakazenia wykorzystano mieszanine dwoch szczepéw laboratoryjnych NAD-
L2 i NADLS8 wirusa BVD, ktére otrzymano z Zaktadu Wirusologii PIW-PIB w Puta-
wach. Do utrzymania hodowli wirusa wykorzystano ustalona linic MDBK zawieszona w
ptynie Eagle’a (I1iTD, Wroctaw) z dodatkiem gentamycyny (50 pl-'ml™) i 10% FCS wol-
nej od BVDV i mykoplazm (CLV Weybridge, W. Brytania). Hodowle utrzymywano w
standardowych warunkach (temperatura 37 °C i 5% dodatek CO,). Po uzyskaniu efektu
cytopatycznego powyzej 90%, co nastepowato po 72 godz., hodowle trypsynizowano i
wirus zbierano wraz z komdrkami, a nastepnie wykonywano mianowanie metoda Reeda-
Muencha (Larski, 1992).

Mieszanine szczepéw w dawce 104,5 TCID50-ml-1 wirusa BVD podawano pro-
sietom w wieku 12 tygodni donosowo w ilosci 2 ml, po 1 ml zawiesiny do kazdego otwo-
ru nosowego — grupa doswiadczalna (n=6), po wczesniejszej aklimatyzacji w nowych
warunkach. Grupa kontrolna liczaca 3 zwierzeta w wieku 12 tygodni otrzymywata row-
niez donosowo placebo (0.7% NaCl), w sposéb identyczny jak zwierzeta w grupie ekspe-
rymentalnej. Dawke wirusa BVD uzyta do zakazenia zwierzat ustalono na podstawie
danych literaturowych podobnie jak w czesci pierwszej badan.

Do aplikacji wirusa BVD uzyto strzykawek o pojemnosci 2 ml zakohczonych
atomizerem. Kazdorazowo do zakazenia nowego zwierzecia uzywano nowego zestawu.

3.2.1.3. Pobieranie préb do badan

Materiat do badan stanowita krew petna pobierana z vena cava cranialis od zwie-
rzat zakazonych i niezakazonych do probdwek S-Monovette EDTA-K, 0 pojemnosci
4.9 ml (Sarstedt, Niemcy) wedtug harmonogramu: 24 godz. przed zakazeniem oraz po
241 48 godz. p.i., a nastepnie w 4, 7, 14, 21, 28 i 35 dniu p.i.

3.2.1.4. Badania kliniczne

Badania kliniczne w obu grupach zwierzat obejmowaly rejestracje w.c.c. oraz ma-
sy ciata w dniach pobierania krwi do badan laboratoryjnych, tj. w 24 godz. przed zakaze-
niem oraz w 24 i 48 godz. p.i., a nastgpnie w 4, 7, 14, 21, 28 i 35 dniu p.i.. Codziennie
prowadzono ogledziny zwierzat zwracajac uwage na wszelkie odbiegajace od normy
reakcje zwierzat, tj.: kaszel, wyptyw z nosa oraz wymioty i biegunke.

3.2.1.5. Wykrywanie antygenu pan-pestiwirusowego testem ELISA

Dla wykazania obecnosci antygenu BVD wykorzystano technike warstwowa testu
ELISA w zestawie CHEKIT-BVD-Virus (Dr Bommeli AG, Szwajcaria), w ktérym
96-basenikowa mikroptytka optaszczona byta swoistymi przeciwciatami ,,catching” dla
biatka NS2-3 wirusa BVD. Pomiar OD dokonywany byt przy uzyciu spektrofotometru
Spectra Il (SLT, Austria) przy dtugosci fali 405 nm.

Wynik badania préby kazdorazowo okreslano wzgledem kontroli dodatniej, we-
dtug wzoru:
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C)Dpréby - Dkontroli ujemnej

wartos¢ proby (%) = x 100%

kontroli dodatniej — ODkontroIi ujemnej

Wszystkie préby o wartosciach ponizej 20% kontroli dodatniej uznawano za
ujemne. Préby o wartosciach powyzej 30% kontroli dodatniej uznawano za dodatnie.
Natomiast proby o wartosciach od 20 do 30% kontroli dodatniej uznawano za watpliwe i
byty one powtarzane po 2-3 tygodniach od pierwszego badania.

3.2.1.6. Wykrywanie antygenu pan-pestiwirusowego metoda
cytometrii przeptywowej

W badaniach wykorzystano mysie przeciwciata monoklonalne WB 103/105 (CLV
Weybridge, W. Brytania) przeciwko biatku NS2-3.

Pobrana petna krew poddawano lizie przy uzyciu FACSLysing Solution (Becton
Dickinson, USA). Uzyskany osad komérek ptukano trzykrotnie w PBS z 1% dodatkiem
1% BSA. Natomiast kontrole dodatnia stanowita ustalona hodowla MDBK zakazona
mieszanina szczep6w NADL2:NADLS8 wirusa BVD o mianie TCIDs, = 10*° ml™?, za$
kontrola ujemna byta niezakazona hodowla MDBK.

Badanie rozpoczynano od uzyskania 10°/ul komérek w prébach badanych i pré-
bach kontrolnych. Do probki o objetosci 150 pl, w ktérej znajdowato si¢ 10° leukocytow
zawieszonych w PBS z 1% dodatkiem 1% BSA, dodawano 50 pl 40% roztworu PFA
(Sigma, Niemcy). Po inkubacji przez 10 min w temperaturze 4 °C prébki odwirowywano
przy 700xg przez 7 min w temperaturze pokojowej. Po inkubacji usuwano supernatant i
préby ponownie inkubowano przez 5 min w temperaturze pokojowej z dodatkiem 100 pl
0,0025% roztworu digitoniny. Nastepnie dodawano 100 ul PBS bez Ca*/Mg* z 1%
BSA, po czym prébe ponownie wirowano i czes¢ ptynna usuwano. Do tak przygotowa-
nej préby dodawano 50 pl przeciwciata WB103/105 i inkubowano przez 30 min w ko-
morze wilgotnej, po czym dwukrotnie ptukano w PBS bez Ca"*/Mg*? z 1% dodatkiem
1% BSA. W kolejnym etapie dodawano 50 pl kozich-anty-mysich 1gG znakowanych
FITC (Alexa™*® Molecular Probes, Niemcy) i inkubowano przez 30 min w komorze
wilgotnej bez dostepu swiatta. Dla unikniecia mozliwych reakcji krzyzowych drugie
przeciwciala adsorbowano 10% FCS wolna od antygenu BVD (Bioclear, Niemcy). Po
zakonczeniu inkubacji z drugim przeciwcialem badane préby dwukrotnie ptukano w PBS
bez Ca**/Mg*? z 1% dodatkiem 1% BSA i zawieszano w 200 pl 2% PFA (Sigma, Niem-
cy). Na 10 minut przed zbieraniem komoérek dodawano 50 ul jodku propidyny (Sigma,
Niemcy) o koncentracji 0,1 mg-ml™.

Analize wykonano przy uzyciu cytometru przeptywowego FACS Calibur (Becton
Dickinson, USA) i programu CellQuest™ (wersja 3.1) z szybkoscia odczytu 400 komoé-
rek/s. Rejestracje wykonano dla pierwszych 10000 komérek, ktéra przedstawiono w
postaci histogramu we wzmocnieniu logarytmicznym. Swoisty sygnat obecnosci antyge-
nu pestiwirusowego widoczny byt w postaci fluorescencji w kanale 1 (FL1).
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3.2.2. WynikKi

3.2.2.1. Stan kliniczny zwierzat

Podczas prowadzonej codziennej obserwacji zwierzat w grupie eksperymentalnej
i grupie kontrolnej nie odnotowano zmian chorobowych.

W.c.c. prosiat zakazonych wahata sie od 37.0 °C do 38.2 °C, przy czym nie odno-
towano jej wzrostu w kolejnych dniach po zakazeniu. Podobnie w grupie kontrolnej
w.c.c. w kolejnych terminach obserwacji wynosita od 37.0 °C do 38.5 °C (tab. 5).

Srednia masa ciata zwierzat w grupie eksperymentalnej okreslana w 24 godz.
przed zakazeniem wynosita 9.6 kg, a w grupie kontrolnej 9.3 kg. W dniu zakonczenia
obserwacji $rednia masa ciata swin w grupie eksperymentalnej i kontrolnej wynosita
odpowiednio 24,3 kg i 25 kg. Sredni dzienny przyrost masy ciata w grupie eksperymen-
talnej wynosit 420 g, a w grupie kontrolnej 450 g (tab. 6).

Tabela 5
Table 5
W.c.c. $win zakazonych szczepem NADL wirusa BVD typ 1
Internal body temperature of swine infected with the strain NADL of the virus BVD type 1 (add)

Dni Srednia wewngtrzna cieptota ciata swin (°C)
ni po Average internal warmth of swine body (in °C)
zakazeniu
Days after
infection Szczepy NADL2:NADLS Grupa kontrolna
Strains NADL2:NADLS8 Control group
1 37,8 38,1
2 37,7 37,9
4 38,2 38,4
7 38,2 37,9
14 37,9 37,6
21 37,0 37,2
28 37,6 37,0
35 38,1 385
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Tabela 6
Table 6
Masa ciata $win zakazonych szczepem NADL wirusa BVD typ 1
Body mass of swine infected with the strain NADL of the virus BVD type 1

Dnii po Masa ciata éwil_i (kg)

zakazeniu Body mass of swine (kg)

Days after

infection Szczepy NADL2:NADLS8 Grupa kontrolna

Strains NADL2:NADLS8 Control group

1 9,6 93
2 9,6 9,4
4 10,5 108
7 12,8 11,4
14 15,3 151
21 18,3 19,8
28 22,3 23,0
35 243 25,0

3.2.2.2. Wyniki badan krwi §win na obecnosé wirusa BVD testem
ELISA i metoda cytometrii przeptywowej

Wyniki badan uzyskanych przy zastosowaniu testu ELISA i cytometru przepty-
wowego przedstawiono w tabeli 7.

Wartos¢ OD kontroli dodatniej w tescie ELISA wynosita 0,596, a kontroli ujem-
nej 0,225, zatem na podstawie wyliczenia ze wzoru przedstawionego w punkcie 3.2.1.5.
Uzyskane wartosci OD, ktore byty powyzej 0,340, kwalifikowano jako wynik dodatni,
wartosci OD od 0,297 do 0,340 oceniano jako wynik watpliwy, za§ préby ponizej
OD 0,297 uznawano za ujemne.

Ocena stopnia fluorescencji badanych préb z zastosowaniem cytometrii przepty-
wowej w kolejnych punktach poboru byta zawsze wykonywana w odniesieniu do kontro-
li dodatniej i kontroli ujemnej. Srednia wartos¢ intensywnosci fluorescencji dla 10000
leukocytéw wynosita w przypadku kontroli dodatniej 39,4%, natomiast srednia wartos¢
fluorescencji kontroli ujemnej liczona dla tej samej liczby komorek miescita si¢ w prze-
dziale od 2,8 do 2,9%.

Sredni odsetek komadrek krwi wykazujacych fluorescencje uzyskanych od zwie-
rzat zakazonych BVDV liczony w populacji leukocytéw wynosit po 24 godzinach od
zakazenia — 61,1%, w 48 godzinie — 66,3%, a nastepnie w4 dniu—67,0%, 7 dniu — 64,9%,
14 dniu — 64,4%, 21 dniu — 63.6%, 28 dniu — 56,2% i w 35 dniu 35 - 60,3% (tab. 8).

Rozktad wielkosci (FSC) i ziarnistosci (SSC) leukocytow krwi obwodowej $win
uzyskany po lizie erytrocytow w prébach badanych i kontrolnych przedstawiono na ry-
sunkach 40-42.
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Tabela 8
Table 8
Odsetek komorek wykazujacych swiecenie — liczonych w catej populacji leukocytdw krwi

obwodowej $win po zakazeniu wirusem BVD typ 1
Percentage of cells demonstrating luminescence — calculated in the whole population of leucocytes
of peripheral blood of swine after infection with the virus BVD type 1

Odsetek komdrek wykazujacych swiecenie (%)
Dni po Percentage of cells demonstrating luminescence (%)
zakazeniu
Days after
- p Grupa kontrolna —
infection doév&glé?:ialna dodatnia Grupa kontrolna — ujemna
Experimental arou Control group — Control group - negative
P group positive
1 59.2-63.5
(61.1)
2 60.4-72.7
(66.3)
4 60.3-73.2
(67.0)
62.1-67.0
7 (64.9) 39.4 2.88-2.93
62.5-66.1
1 (64.4)
58.6 - 73.2
21 (63.6)
49.8-60.3
28 (56.2)
59.4 -64.1
3% (60.3)
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3.2.3. Omowienie wynikow i dyskusja

W przeprowadzonych badaniach wtasnych nie wykazano u $win objaw6w choro-
bowych w przebiegu zakazenia wirusem BVD. Objawy kliniczne bedace wynikiem za-
kazenia wirusem BVD sa niejednokrotnie trudne do wykazania, gdyz czas ich trwania i
brak cech charakterystycznych zwykle nie stanowia podstawy do postawienia rozpozna-
nia choroby. Obserwowane zmiany chorobowe sa zwykle kojarzone z warunkami srodo-
wiskowymi i nagta zmiana zywienia (Liess, 1967; Trepstra, 1987). W epizootiologii tych
zakazen szczegolnie istotna jest obecnosé¢ bezobjawowych nosicieli wirusa BVD w popu-
lacji trzody chlewnej, co jest problemem diagnostycznym (Pejsak, 1995; Terpstra,
1988b). RAwniez przynaleznos¢ gatunkowa oraz wysoki stopien podobienstwa sekwencji
nukleotydowych i aminokwasow siegajacy 65%, a nawet 85% oraz obecnos¢ wspélnych
epitopow dla tej grupy wirusow w biatku NS2-3 oraz biatku E2 powoduja trudnosci w
ich diagnozowaniu (van Qirschot, 1994; Westergaard, 1996).

Pierwszy test do przyzyciowego wykrywania obecnosci wirusa BVD u zakazone-
go bydta przedstawili Shannon i wsp. (1991). Materiat do badan stanowita krew obwo-
dowa, a zastosowana technika diagnostyczna byt test ELISA. Takze prace Crevat i wsp.
(1994) oraz Thilbaut i Crevat (1994) miaty na celu przystosowanie testu ELISA do ruty-
nowych badan w kierunku obecnosci antygenu BVDV.

Zwykle materiatem diagnostycznym, w ktorym poszukiwano antygenu wirusowe-
go, byla petna krew lub leukocyty. Lipowski (1999b) dla wykazania obecnosci CSFV
wykorzystat mrozona krew petna i skrzep krwi. Zastosowanie powyzszych materiatdw
do badan diagnostycznych przy wykorzystaniu dostepnych technik badawczych pozwala-
to na wykrycie we krwi zwierzat zakazonych donosowo lub domiesniowo antygenu
CSFV od 2 do 9 dnia p.i. (Depner, 1996; Shannon, 1993). Natomiast u warchlakéw zaka-
zonych przez kontakt wykazano obecnos¢ CSFV miedzy 4 a 16 dniem p.i. Podobnie
Lipowski (1999a) oraz Koenen i Lefebvre (1995) wykazali obecnos¢ CSFV miedzy 2 a
16 dniem p.i. Dahle i wsp. (1993) po zakazeniu donosowym pigciu grup $win (po odsa-
dzeniu) szczepem OSLOSS/2482 BVDV, a nastepnie nadkazeniu szczepem Alfort 187
CSFV wykazali obecnos¢ BVDV w 20 dniu p.i. w weztach chionnych, migdatkach i
$ledzionie. Natomiast nie wykazano obecnosci wirusa w nerce. Wykonane w tym samym
czasie badanie FAT w kierunku obecnosci CSFV wykazato jego obecnos¢ w tych sa-
mych narzadach co wirusa BVD. Wczesniej CSFV izolowano z leukocytdw krwi obwo-
dowej miedzy 4 a 6 dniem p.i. Przy tym rézne techniki diagnostyczne pozwalaty na wy-
krycie antygenu wirusowego o 1 do 4 dni pdzniej niz metoda uznana za ztoty standard -
hodowla komorkowa (De Mia, 1994; Depner 1995, Shannon, 1993). Nalezy jednak pod-
kresli¢, ze test ELISA wykrywajacy przyzyciowo antygen w petnej krwi czy leukocytach
pozwolit na skrdcenie czasu badania oraz uproszczenie procedury postepowania. Stad tez
test ELISA znajduje nadal powszechne zastosowanie w rozpoznawaniu zakazen pestiwi-
rusowych, w tym takze zakazen wirusem CSF u trzody chlewnej i BVD u bydta (Schan-
non i wsp., 1993; Thibault i Crevat, 1994).

Prezentowane wyniki mozliwosci wykazania CSFV u chorych zwierzat wykazuja
duze rozbieznosci, co jest wynikiem korelacji miedzy okresem goraczkowym a wiremia i
obecnoscig wirusa we krwi (Smith i wsp., 1997; Pinychon i wsp., 1994) lub réznicami w

81



procedurach prowadzenia badan (Depner i wsp., 1995). Niezaleznie jednak od tych roz-
bieznosci materiatem diagnostycznym o najwyzszej przydatnosci zaréwno u bydla, jak i
trzody chlewnej sa leukocyty krwi (De Mia, 1994; Depner, 1995; Shannon, 1993).

Do diagnostyki zakazen BVDV metode cytometrii przeptywowej wykorzystali
Quist i wsp. (1990, 1991). Cytowani autorzy wykorzystali do tych badan krew obwodo-
wa zakazonych cielat oraz przystosowali te technike do rutynowej diagnostyki trwatych
zakazen wirusem BVD. W badaniach tych wykorzystywano biotynylowane immunoglo-
buliny swinskie skierowane przeciwko wirusowi BVD, a obecno$é¢ wirusa w komérkach
krwi obwodowej trwale zakazonych zwierzat stwierdzano w 3-21% leukocytéw na pod-
stawie charakterystycznego wzbudzenia fluorescencji, ktérej nie obserwowano w proé-
bach kontrolnych. Podsumowaniem powyzszych badan bylo stwierdzenie, iz technika
cytometrii przeptywowej jest bardziej czuta metoda rozpoznawania zwierzat trwale zaka-
zonych niz izolacja wirusa w hodowli komorkowe;j.

Hubert i wsp. (1999) stosujac rézne techniki wykazania obecnosci CSFV (m.in.
hodowla komérkowa) po eksperymentalnym zakazeniu $win szczepem ALFORT 187
CSFV wykazali jego obecnos¢ w drugiej dobie p.i. u 6 z 8 zakazonych zwierzat. Test
ELISA i metoda cytometrii przeptywowej pozwalaty na wykazanie obecnosci wirusa u
wszystkich zwierzat dopiero od 6 dnia p.i. Z kolei po zakazeniu $win szczepem
KOSLOV CSFV wykazano jego obecnos¢ w 5 dniu, wykorzystujac metode izolacji w
hodowli komérkowej i cytometrii przeptywowej. W kolejnych dniach wirus izolowano
od pojedynczych osobnikow. Wczesniejsze badania Kaadena i wsp. (1998) wykazaty
przydatnosé¢ do przyzyciowych badan jedynie ,,kozuszka leukocytdw” oraz wysoka efek-
tywnos¢ techniki RT-PCR w rozpoznawaniu zakazenia wirusem CSF. Réwnoczesnie
wskazali na bardzo rozbiezne wyniki badan z zastosowaniem izolacji wirusa w hodowli
komorkowej, testu ELISA i cytometrii przeptywowej z uzyciem przeciwciata monoklo-
nalnego 24/10 dla CSFV. Prezentowane wyniki zalezne byly od wirulencji badanego
izolatu wirusa i okresu po zakazeniu.

Prezentowane przez wielu autoréw wyniki badan wskazuja, iz materiatem o naj-
wyzszej przydatnosci niezaleznie od tego, czy pobierany jest on przyzyciowo, czy po-
smiertnie jest kozuszek leukocytow. Natomiast najsprawniejsza technika diagnostyczna,
dzieki ktérej mozemy w krétkim czasie wykaza¢ obecnosé¢ antygenu wirusowego, jest
technika RT-PCR lub cytometrii przeptywowej. Jednakze w przypadku techniki RT-PCR
wazne jest zastosowanie specyficznej pary starterow, a w cytometrii przeptywowej —
przeciwciat monoklonalnych (Quist i wsp., 1990; Wolfmeyer i wsp. 1997; Kaden i wsp.,
1998; Stadejek i Pejsak, 1998; Hibert i wsp., 1999; Beer i wsp.; 2002; 2006; Rosales,
2004b; Hoffmann i wsp., 2005; Depner i wsp., 2006).
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3.2.4. Whnioski

1. Zakazenie donosowe $win mieszaning szczepow NADLZ2:NADL8 BVDV typ 1,
podobnie jak w pierwszym etapie badan, nie wywotywato u zakazonych swin obja-
wow chorobowych.

2. U $win zakazonych BVDV typ 1 (mieszanina szczepéw NADL2:NADLS8) wynik
dodatni testem ELISA w kolejnych terminach badan uzyskiwano w przedziale
od 16,6 do 66,6% badanych préb. Stwierdzony wysoki odsetek wynikéw watpliwych
(16,6-50%) wymagat potwierdzenia ich dodatkowym badaniem (np. izolacja wirusa
w hodowli komérkowej).

3. Zastosowanie jednobarwnej analizy cytometrycznej pozwalato na wykrycie obecno-
ci wirusa BVD w leukocytach $win zakazonych donosowo juz po 24 godz. od mo-
mentu zakazenia, a uzyskany wynik nie wymagat weryfikacji.
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DEVELOPMENT OF SELECTED HAEMATOLOGICAL
AND IMMUNOLOGICAL BLOOD INDICATORS
IN COURSE OF EXPERIMENTAL INFECTION
OF SWINE WITH VARIOUS STRAINS
OF THE VIRUS BVD TYPE 1

Summary

Joining the European Union by Poland and a necessity of maintaining the status of
a country free of the classical virus of swine sever imposes on the veterinary functions an
obligation to carry out a review research among wild boars and swine with regard to
these infections. In practice, research of this type of infections may be made difficult as
the frequently applied diagnostics methods do not always allow differentiation of the
viruses of Pestivirius type, which includes four kinds of viruses isolated from farming
animals: the virus of viral diarrhoea of cattle type 1 (BVDV-1), the virus of viral diar-
rhoea of cattle type 2 (BVDV-2), the viral of classical swine sever (CSFV), the virus of
border disease of sheep (BDV) and kinds of viruses isolated from wild animals (giraffe
and reindeer).

The purpose of this study was to assess impact of infection with various strains of
the virus BVD type 1 on haematological indicators of peripheral blood of swine, percent-
age of lymphocytes of peripheral blood showing expression to (selected) surface antigens
and dynamics of accumulation of titres of antibodies against the virus BVD type 1 in
experimental conditions.

The research was carried out in two stages:

1. Assessment of impact of infection into a nose and contact infection of swine with
various strains of the virus BVD type 1 on haematological indicators of peripheral
blood and percentage of lymphocytes showing expression to surface antigens:
CD2, CD4, CD8, CD21, CD45, wCD45, TCRys and dynamics of accumulation of
titres of antibodies against the virus BVD type 1.

2. Detecting pan-pestvirus infections in swine infected experimentally, into a nose
with the virus BVD type 1 using the flow cytometry.

In the first stage the swine were infected with a mixture of laboratory strains
NADL2:NADLS and with field strains V725 and 5826/84 of the virus BVD isolated from
farming animals, and percentage of subpopulations of lymphocytes B and T in blood
showing the expression of surface antigens was determined. The material for research
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was taken in the 24th and the 48th hour p.i., and then in the 4™, 7" 14™ 21% 28" and
35" day p.i. After infecting with the above mentioned strains of the virus BVD the swine
did not show any pathological changes. With regard to the assessed parameters, a de-
crease of a number of leucocytes, a decrease of percentage of lymphocytes CD2 and a
change of proportion of lymphocytes T CD4:CD8 were observed. No statistically signifi-
cant dependencies between the assessed parameters of strains of the virus BVD type 1
were observed. On the other hand dynamics of accumulation of antibodies after infecting
with the strains of the virus BVD was varied individually and showed a great change-
ability of titres of antibodies.

In the second stage the swine were infected with a mixture of isolates:
NADL2:NADLS of the virus BVD, and then full blood for testing was taken from in-
fected and uninfected (control) animals in the same periods as in the first stage of the
research. The analysis of the results gives the basis for the statement that infecting swine
into a nose with a mixture of strains NADL2:NADLS of the virus BVD does not result in
occurrence of pathological changes in animals and that the test ELISA, despite its advan-
tages, at present requires confirmation of the result with another available diagnostic
method.
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