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Bodonio nod modyfikocjq metoej cjiogno§tycznych
zqkożenio wir usem I BR/IPY

z FracOw]]i DiagnOsityki wirLlsologicznej InSiytlltu !VetefynaIi,i w PIllnwAc]l

Metoda seroneutralizacji (SN) stosowana rLt,-
tynowo w diagnostyce wirusoiogicznej, w przy-
padku wirusa otrętu i zakaźruego zapalenia
jamy nosowej i tchawicy bydła IBR/IPV, nie
zawsze daje zadowalające wyniki. Poziom prze-
ciwciał wykrywanvch tą metodą iest niski a u
wrazliwego bydła, naturalnie zakażonego wirlt-
sem IBR/IPV, często nie stwierdza się przeciw-
ciał odpornościowych (4).

Do,niesienia współcze,snego piśrniennictwa
wskazuią na konieczność zwiększenia czułości
odczynu SN (1, 2, 3, 5) ora:z opracowania i
adaptowania innych metod sero,Iogicznych,
przydatnych do szybkiego rozpoznawania za-
każeń wywołanych wirusem IBR/IPV (6, B,
9,10).

Celem pracy jest opracowanie róznych mo-
dyfikacii odczynu seroneutralizacji (SN) oraz
adaptacji odcz;mu biernei hemaglutynacji
(PHT) i immunof]uor,escencji pośredniei z wią-
zaniem dopełniacza (IF), do badań nad wykry-
waniem przeciwciał dla wirusa iBR/IPV w su-
rowicach zwierząt podeirzanych o zakazenie,

Materiał i metody
Do badań użyto wirusa IBR/IPV szczepu Oxford

otrzymanego od dr Stuarta z Centra1 Veterinary La-
boratory Weybridge, o mianie infekcyjnym (TCIDso/
/10-6/0,1 ml.

Do odczynu seroneutralizacji (SN) i immunofluores-
cencji (IF) używano nieoczyszczonego wirusa IBR/IPV,
namnożonego na komórkach nerki cieląt. Do odczynu
biernej hemaglutynacji (PHT) użyto wirusa oczyszczo-
nego i zagęszczonego na ultrawirórvce MSE 60. Płyrr
z zakażonej lrodowli nerki cielęcej wirowano rł,stęp-
nie przy 1800 g przez I5 min,, osad odrzucano a su-
pernatant wirowano przy 60 000 g przez 90 min. Uzys-
kany w minimalnej ilości osad zawieszano lv PBS o
pH 7,2 w 1/10 początkorvej objętości, następnie roz).e-
wano w małyclr ilościach do ampułek. Materiał ten,
przelrzymywany w temp. -20o, stanowił antygen dtl
biernej lremaglutynacji (PHT).

Surowice odpornościowe dla wirusa IBR/IPV przy-
gotowano na królikach, którym podawano dożylnie,
w odstępach 4-dniowych, B wzrastających dawek (od
0,5-2 ml) oczyszczonego vzirusa. Pierrvszą dawkę
podano podskórnie z pełnym adiuwantem Freunda.

fr:x\,}] 
skrwarviano po 7 dniach od ostatniego uodpor-

Surowice precypitacyjne anty-dopełniaczowi świnki
morskiej, używane do odczynu imunofluorescencji (IF),
produkowano wg metody l(leina i Burkholdera (?).
Królikom podawano w odstępach tygodniowych, gam-
ma-globulinę śrvinki morskiej wraz z adiuwantenr
Freunda, rv ilości 4 mg białka/królika. KróIiki skrlva-
wiono po 7 dniach od ostatniego szczepienia.

Odczyn seroneutralizacji (SN) wykonano stosu jąc
2-krotne rozcieńczenia surowicy badanej (od
l:2-I:.l024) w objętości 0,5 ml oraz różne stałe dawki
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wilusa: 10, 100, 1000 'ICID56. Ponadto stosowano mo-
dylikację odcz.ynu SN, polegającą na dodaniu do mie-
szaniny lvirusa i surowicy 50ó dopełniacza świnki
morskicj (5). Do lozcieńczonej surovlicy dodawano w
ró,,vnej objętości ,,virus, wstrząsano przez 3 rnin. i in-
kuborł,ano rv temp. 37a przez 90 min. Po tym okresie
inkubacji mieszaniną lvirusa i surorvicy zakażono 6
probórvek hodorvli komórek nerki cielęcej, w ilości
po 0,2 mI. I\,Iiano seroneutralizacji suro,,vic obliczano
metodą Reeda i Muencha.

Mianowanie sulowic w pośrednim odczynie immu-
nofluorescencji (Il') za pomocą układu dopełniacz -antydopełlriacz: wykonywano na szkiełkach podsta-
wowych z v,,głębieniarni, na których robiono rozmazy
antygenu rv trzech różnych rozcieńczeniach, zawiera-
jących: 10, 100 i 1000 TCID56, Szkiełka z tozrlazem
utrrł,alano w płomietriu. Na wysuszony rozmaz na-
kładano kolejno 2-krotne rozciericzenia surowicy ba-
danej (uprzeCnio inaktl,worvanej w 560 przez 30 min.),
zmieszanej .ł rórvnej objętości z dopełniaczemt roZ_
ciericzonym rv PBS (pH 7,2) w stosunku 1:10. Miesza-
trinę z ant}genem inl<lrbowano w komorze wilgotnej
przez G0 mirr. w temp. 3?o. Po tym okresie czasu pre-
paraty płukano rv PBS i po wysuszeniu barwiono
przez 30 min. lv temp. 37o w kotnorze wilgotnej ko-
niugatą (orzccirvciała anty globulinie świn]<i morskiej,
znakowarle izotiocyjanianem fluoresceiny), Preparaty
pono.,rłric płllliano ,,",, PBS, suszono w temp. pokojo-
wej i r,gr:lcano rv mikroskopie fiuorescencyjnym. Do
rvyl<onania obydrvu odczynólv użyto 2 grup surowic
_Ą i B pochodzących z rtlżnego okresu ich produkcji.

Hemaglutynację bierną (PHT) wykonano wg metody
Vengrisa i Mar,ó (B), na płytkach z pleksiglasu o ot-
lvorach po jernności 0,05 nr1, (stosu jąc mikro-metodę
'Iakacy'ego), przy ltżyciu spiralnej pipety o pojenr-
ności 0,025 ml,

Krwilrki do biernej l-remaglutynacji przygotolvywano
według opracowanego schematu. 1. Krwinki barana
pobierano do płynu Aise,"vera w stosunku I:7, 3 razy
przemywano ,lv PBS (pH 7,2'l i sporządzano z nich 109/o

zawiesinę. 2. Iiól./ne ilości 10% klwinek mieszano z
30/o formaliną, następnie mieszaninę inkubowano w
temp. 37o przez 20 gociz. 3. Formalizo-y.zane krwinki
przen]ywano 3 razy rv PBS a następnie sporządzano
ponownic 100/o zawiesinę, którą mieszano w równej
ilości z kwasem taninowym, rozcieńczonym rv PBS w
stosunku 1:20.000. Mieszaninę inkubowano r,v łaźni
wodnej lv temp. 37o przez 20 min. wstrząsając 4 razy.
4, Krrvinki formalizowane i tanizolvane (FTK) prze-
mywano 2 razy w PBS i przechowywano w postaci
100,ó zawiesiny przez 1 miesiąc.

Do rvłaściwej próby biernej hemaglutynacji (PHT)
używano rozcieńczalnika w postaci normalnej suro-
\^/icy króliira, rozcieńczonej 1:100 w PBS, Surowicc
badane oraz surowicę norrnalną królil<a inaktywowaIlo
w temp. 560 plzez 30 rnin., a następnie adsorborvano
na FTK (1 mI surowicy * 1 rą1 100/o krlvinek), przez
30 min. w łaźni rvodnej rv temp. 37o, w celu usunięcia
niespecyficznych inLribitor,ów.

Adsorbcję wirusa IBRiIPV na FTK wykony,"vano w
łaźni w.odnej w temp. 37o przez 60 m,in. 'W tym celu
3 ml oczyszczonego wirusa mieszano z 2 ml PBS
(pH 6,4) i z 1 ml 10Yo FTK. Po tym czasie krwin}ri
przemylvano 2 razy r,v PBS (pH 7,2) i sporządzano
196 zawiesinę. Krwinki z wirusem przechorvywano 48
godz. lv temp. 40 (maksymalny okres użycia).
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Na płytkach z pleksiglasu sporządzano spiralną pi-
petą 2-krotne rozcieńczenie badanej surowicy w ob-
jętości 0,025 ml. Do każdego rozcieńczenia dodawano
0,025 m1 lvirusa, adsorbowanego na krwinkach
(FTKV). lvlieszaninę wstrząsano przez 2 min, i umiesz-
czano na 1B godz. w temp. 40. Jednocześnie nastawia-
no kontrole kr.,vinek w rozcieńczalniku i krwinek z
wirusem (FTK) i (FTKV) oraz z surowicą normalną
króIika. Negatywny rvynik, podobnie jak przy aglu-
tynacji probólvkowej, charakteryzolvał się występowa-
niem na 6rrig l^,głębień małych, okrągłych guzikólv
uLu,orzonych z opadających krwinek, pozytyrvny zaś

- uforrnolvaniem <]robitoziarnistej aglutynacji.

Wyniki i omówienie
v/yniki uzyskane z mianowatria surowic o,d-

pornościowych A i B dla wirusa IBR/IPV, wy-
konanego metoCą seroneutra]izacji klasycznel
(STrT). or;rz zmo,dyfikowanei z Llzyciem 59t drl-
1lelniacza świnki tnorskiej, ,iak równiez metodą
immunofluorescenc,ii pośredniej (IF), przy uż5.-
cir-r różnych dawek infekcyinych wirusa i meto-
dą biernei hernaglutynacji (PI{T) przedstawia
Iyc. 1. Z wvkre,su tego łvyraźnie widać, że w
oCczynie SN, SN -l dopełniacz i IF uzyskano
wyższe miana suro,wic odpornościowych, prz:f
rrżyciu 10 darvek infekcyinych wirusa aniżeii
100 lub 1000 ,dawek. Wartości mian sulowic
A i B w odczynie SN przy 10, 100, 1000 TCID§6
wirusa wynoszą o,dpovriednio: 64, 16, 8 i są 4-
krotnie nlższe przy 100 TCID;o, a B-krotnie
przy 1000 TCID56, w porównantu z wartością
mian u.zyskanyclr l,v doślvia<lczeniu z ] 0 daw-
kami wirusa.

|] sutoxica A

Q łuło*ica B

JF PHr

liyc. 1.

W odczynie SN z do,datkiem 57o ,dopełniacza
świnki morskiej, miana tych samych §urowic
przv różnych dawkach wirusa ibyły 2-krotnie
wyższe, gdyż w po,równaiu z mianami uzyska-
nyni w o,dczynie SN bez clopełniacza wynosiły:
12B, 32 i 16.

Po,Cobne ziawisko obselwowano w o,dczynie
IF. V/ miarę 10-krotnego wzrostLl dalvek infek-
cvinych wirusa, vrartości mian ohnizałv się
od-vgrotnie propo,rcionalnie w zalen.lośct do
wieli<oóci dawki. Przy 10 TCIDso miana surowic
A i B wynosiły 256, przy 100 TICD50, l2B i 64,
a przy 1000 TCID56 16. Wartości mian surowic

przv 100 dawkach infekcyjnych wirusa były 2-
krotnie mniejsze d]a surowicv A i 4-krotnie clltr
Suroi]^/icy B, łv porównaniu z wartościami mian
lrzyskanymi przv zastosowaniu 10 TCIDso wiru-
sa, oraz 16*krotnie niższe przy użyciu 1000
TCID56 wirusa.

Walto,ści mian suro,wic uzyskanych, metoclą
biernei hemaglutvnircii (PHT) poró."vnano z
rvartościami nian ltzyskanych w odczynie S}{,
SN -l- d i IF', przy użyciu 100 TCID'., sto,so\ń/a-
nych powszechnie w rutynowych ba,daniaclr
,cliagno,stvcznych. Miana_ surowic A i B ttzyska-
nych tą metodą wyno,siłv 12B i były B i 4-
krotni,e wyższe od mi.an uzyskanych w odczy-
nie SN i SN + d oraz 2-I<rotnie wyższe (dla su-
l"owicy B) i r,ówne (<11a surowicy A) w o,dczv-
nie I}'.

Wni oski

1. Metoda immuno,flt-torescencii pclśredniej z
rviązanien dopełniacza (IF) i bierne,i hemaglu-
tynacii (PHT) ol<azala się czulszą prórbą aniżeli
o,dczyn seroneutralizacii (SN) i dla_tego rnoże
mieć praktyczĄe zastosolvanie w ba,daniach se-
rologicznych, zwlaszcza przy określanitr niskie-
go poziomrt przeciwciał w lsllrowicach zwlerząt
choryclr,

2. Metoda sero,neutralizacji z 5Vtl dopełnia-
czen ś-wirrki morskiei (SN -|- d) daie 2-krotnic
\yyższe niano sLlrowic odpornościowyclr dla l,vi-
rtrsa IBR/IPV, anizeli polł,szechnie, uzywana rłl
rutynol,vych badaniaclr,diagnostvcznyclr meto*
da SN bez dopełniacza.

3. Zasto,so,wane w do,świadcz,eniu metody se-
rologiczne da,ią lepsze wyniki z wirusem IBR/
IPV, przv uzyciu 10 TCID5g, aniżeli przy uży-
ciu dawek większvch. co szczególnie iest wazn€
przy wvkrywaniu niskiego ,miana plzeciwciał
tl zlvierzat nosicieli.
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YcraHosrłnrł, qTo MeToA SN ggngercfl Mel{ee IJyB-
cTBI4TeJIbHoM qeM MeToAbI PHT r IF. Mero4 SN
B npr{cyTcTBlltl 59o KoMnJIeMeHTa l{opcKoŻ cBvIHKu
AaeT AByKpaTHo 6orree ssrcox/e T]łTpbI qeM [pł-
lłeHaeurrż [oBceMecTHo B pyTrluoBblx rlccJle,qoBaH]łfix
MeToA SN 6es npr6anłeH],l8 I(oM[JIeMeHTa. Ycrarro-
Br{JI]4 Tox(e, qTo MeToAbI SN r IF np]4 nplMeHeHI4I4
goesr 10 !{.A. Blpyca IBR/IPV o6Hapy>xrłsaror 6o,rree
BblcoKt{e TI4TpLI aHTlTeJI IreM npr{ npułrerłerrur 6olee
BbIcoKI4x 303 Brlpyca. Asroprr noAI]epKlBaeT 3uaqeu],le
sroro Qarra B AlarnocTrłxe IBR/IPV np]4 Hl3K]4x
TI4Tpax aHTI4TeJI.

Majewska H., Baczyński Z, - Examinatiorrs orr tlre
modification of diagnostic methods in case of infec-
tion with JBR/JPV virus.

There were rnodifie,d and adapted to diagnostic exa-
mi,nations seroneutralization technique (SN), passive
haernagglutination test (PHT), and immurrofluorescen-
ce performed by means of ,the syste,m: complement-
-antic,omplement, The pulpose of the techniques was
to deter' nine low antibo,dy lerlels against IBR/IPV vi-
rus, It was found that PHT and IF tests were nore
sensitive than SN metho,d. SN tech,nique with the
addition of 50/o of guinea-pig serum gave twice higher
titers than that rvithout complement. Higher titres ilr
case of SN and IF uzere found -"vhen tlrere rł,ere used
10 infective doses of IBR/IPV vir-us than when highel
doses ,of virus rvere applied. That is important to ,di-
scover Ior,v levels of antibodies in animals infected,

HUBERT ZEMBRZUSKI

Przypodek listeriozy w fermie zorodowej owiec
Z l<liniki clrolób zakażnych wydziału weterynaryjrlego AR-T w olsutynic

W zwiąrku z lozwoiem hodowli wielostadnei
owiec, zmianą warunków zywienia i znacznyrn
uszlachetnieniem ras, stwierdza się u tego ga-
tunku zwierząt coraz częstsze występowanie
chorób, które nie miały dotychczas zruaczenia
go§podarczego. Do chorób tych należy liste-
rLoza.

Przedmio,tem ninie|szego doniesienia jest
opis przypadku listeriozy owiec, stwier,dzony
przez tutejszą Klinikę.

Opis przvpadku. W go§po,darstwie PGR S.,
woj. O. - liczącym łącznie z jagniętami 295
owiec wystąpiły początk,owo pojedyncze
późniei zaś coraz liczniejsze przypadki zacho-
rowań i padnięć iagniąt w wieku 6-9 tyg. W
niektórych dniach zachorowywało równo,cześ-
nie B iagniąt. u owiec dorosłych i iagniąt poni-
żei 1 mies. zycia choroba nie wystąpiła,

Klinicznie stwierdzono na początku choroby
zmnie jszony apetyt, posmutnienie, odłączanie się
jagniąt od stada, brak łaknienia, a następnie pojarvił
się wypływ surowiczo-śluzowy z nosa, ślinotok oraz.
silne łzawienie. W trzecim dniu choroby dołączyły się
zaburzenia ze strony układu nerwowego w postaci
chwiejnego chodu, trudności przy wstawaniu, jed-
nostronnego porażenia małżorviny usznej, zaburzeń
przytomności, a w końcu porażenia kończyn. W tym
okresie chore zwierzęta przeważnie leżały na boku
z podciągniętą do tułowia głową i wypadniętym języ-
kiem. Temperatura ciała wynosiła 40,50-41oC. Smierć
zwierząt następowała zwykle 5-7 dnia choroby. W
fermie tej w ciągu 3 tyg. na przełomie lutego i mar-
ca, padło wśród wyżej opisanych objawów ponad 20
jagniąt.

Badania rvłasne

U sekcjonowanych 5 jagniąt padłych stwierdzono
silne obustronne zapalenie spojówek, a u 3 sztuk
ponadto siIne zapalenie (zmętnienie) i owrzodzenie
rogówki - przeważnie jednostronne.

-We wszystkich przypadkach stwierdzono nieżyt bło-
ny śluzowej jamy ustne j i nosowe j, znaczną ilośc
piasku względnie ziemi w przedźołądkach, zapalenie
nieżytowe jelit cienkich, przekrwienie wątroby oraz
silny obrzęk i przekrwienie opon mózgowych, mózgu
i nieliczne wybroczyny w moście Warola i rdzeniu
przedłużonym.

Z sekcjonowanych 5 padłych jagniąt pobrano mózgi
do badania bakteriologicznego. Z każdego mózgu wy-
konano posiewy bakteriologiczne na agar z surowicą
i na agar z krwią. W każdym z posiewólv pt-t 24
godz. inkubacji w temperaturze 37oC w warunkaclr
tlenowych uzyskano obfity wzrost w postaci jcdnoli-
tych kolonii o średnicy ok. 1 mm, okrągłych, o brze-
gach regularnych, łvypukłych i błyszczących oraz
prześ,"viecających w świetle przechodzącym. Na aga-
rze z krlvią stv;ierdzono wokół kolonii hemolizę typu
beta. Rozcierem przygotowanym z każdego mózgu lv
stosunku 1:10 zakażono dotrzewnowo po dv,ie tnysz-
ki białe oraz gołębia. Użyte myszki padły po 4B-?2
godz. Z narządó."v wewnętrznych i krrvi padł},ch my-
szek wylrodowano rla analogicznych podłożach l<o-
lonie nie różniące się makroskopowo od kolonii tl::ys-
kanych z mózgu padłych jagniąt. Gołąb pozostał
zdrowy - podobnie jak gołąb zakażr>ny zarviesini1
bakterii uzyskanych z posiervórv mózgólv paoł},ch ja-
gniąt. łV preparatach odciskowych z narządótv padłych
owiec i myszek oraz w preparatach spcrządzonych z
kolonii wyrosłych na podłożach agarorvych stwierdzo-
no liczne, kokopodobne gramdodatnie pałeczki, lrtóre
w kropli wiszącej w temperaturze pokojowej wyka-
zywały ruch.

Tab. 1. Właściwości szczepu Lźsterźa monocatogenes wyosobnionego z mózgu padłych o.,viec
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