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Badania nad modyfikacjg metod diagnostycznych
zakazenia wirusem IBR/IFY

Z Pracowni Diagnostyki Wirusologieznej Instytutu Weterynarii w Pulawaeh

Metoda seroneutralizacji (SN) stosowana ru-
tynowo w diagnostyce wirusologicznej, w przy-
padku wirusa otretu i zakaZnego =zapalenis
jamy nosowej i tchawicy bydla IBR/IPV, nie
zawsze daje zadowalajgce wyniki. Poziom prze-
ciwcial wykrywanych ta metoda jest niski a u
wrazliwego bydla, naturalnie zakazonego wiru-
sem IBR/IPV, czesto nie stwierdza sie przeciw-
ciat odpornosciowych (4).

Doniesienia wspolczesnego  piSmiennictwa
wskazujg na konieczno$é¢ zwiekszenia czulosci
odczynu SN (1, 2, 3, 5) oraz opracowania i
adaptowania innych metod serologicznych,
przydatnych do szybkiego rozpoznawania za-
kazen wywolanych wirusem IBR/IPV (6, 8,
9, 10).

Celem pracy jest opracowanie réznych mo-
dyfikacji odezynu seroneutralizacji (SN) oraz
adaptacji odczynu biernej hemaglutynacji
(PHT) i immunofluorescencji posredniej z wig-
zaniem dopelniacza (IF), do badan nad wykry-
waniem przeciwcial dla wirusa IBR/IPV w su-
rowicach zwierzat podejrzanych o zakazenie.

Material i metody

Do badan uzyto wirusa IBR/IPV szczepu Oxford
otrzymanego od dr Stuarta z Central Veterinary La-
boratory Weybridge, o mianie infekcyjnym (TCIDsy/
/10—8/0,1 ml.

Do odcezynu seroneutralizacji (SN) i immunofluores-
cencji (IF) uzywano nieoczyszczonego wirusa IBR/IPV,
namnozonego na komoérkach nerki cielgt. Do odczynu
biernej hemaglutynacji (PHT) uzyto wirusa oczyszczo-
nego i zageszczonego na ultrawiréwce MSE 60. Plyn
z rzakazonej hodowli nerki cielecej wirowano wstep-
nie przy 1800 g przez 15 min., osad odrzucano a su-
pernatant wirowano przy 60 000 g przez 80 min. Uzys-
kany w minimalnej iloSci osad zawieszano w PBS o
pH 7,2 w 1/10 poczatkowe] objetosci, nastepnie rozle-
wano w matych ilo§ciach do ampulek., Materiat ten,
przeirzymywany w temp. —20°, stanowil antygen do
biernej hemaglutynacji (PHT).

Surowice odpornosciowe dla wirusa IBR/IPV przy-
gotowano na kroélikach, ktéorym podawano dozylnie,
w odstepach 4-dniowych, 8 wzrastajgcych dawek (od
0,5—2 ml) oczyszczonego wirusa. Pierwsza dawke
podano podskérnie z pelnym adiuwantem Freunda.
Kroliki skrwawiano po 7 dniach od ostatniego uodpor-
nienia.

Surowice precypitacyjne anty-dopelniaczowi $winki
morskiej, uzywane do odezynu imunofluorescencji (IF),
produkowano wg metody Kleina i Burkholdera (7).
Kroélikom podawano w odstepach tygodniowych, gam-
ma-globuline $§winki morskiej wraz z adiuwantem
Freunda, w ilosci 4 mg biatka/krélika. Kroliki skrwa-
wiono po 7 dniach od ostatniego szczepienia.

Odczyn seroneutralizacji (SN) wykonano stosujac
2-krotne rozcienczenia surowicy badanej (od
1:2—1:1024) w objetosci 0,5 ml oraz rézne state dawki
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wirusa: 10, 100, 1000 TCIDsg. Ponadto stosowano mo-
dyfikacje odczynu SN, polegajaca na dodaniu do mie-
szaniny wirusa i surowicy 5% dopelniacza $winki
morskicj (5). Do rozcienczonej surowicy dodawano w
rownej objetoSci wirus, wstrzgsano przez 3 min. i in-
kubowano w temp. 37° przez 90 min. Po tym okresie
inkubacji mieszaning wirusa i surowicy zakazono 6
probdwek hodowli komérek nerki cielecej, w ilodcl
po 0,2 ml. Miano seroneutralizacji surowic obliczano
metodg Reeda i Muencha.

Mianowanie surowic w posrednim odezynie immu-
nofluorescencji (I¥) za pomocy ukiladu dopelniacz —
antydopelniacz wykonywano na szkielkach podsia-
wowych z wgtebieniami, na ktérych robiono rozmazy
antygenu w trzech réznych rozcienczeniach, zawiera-
jacych: 10, 100 i 1000 TCID;, Szkietka z rozmazem
utrwalano w plomieniu. Na wysuszony rozmaz na-
kladano kolejno 2-krotne rozciefczenia surowicy ba-
dane] (uprzednio inaktywowanej w 56° przez 20 min.).
zmieszanej w rownej objetoSci z dopelniaczem, roz-
cieniczonym w PBS (pH 7,2) w stosunku 1:10. Miesza-
nine z antygenem inkubowano w komorze wilgotnej
przez 60 min. w temp. 37°. Po tym okresie czasu pre-
paraty ptukano w PBS i po wysuszeniu barwiono
przez 30 min. w temp. 37° w komorze wilgotnej ko-
niugaty (przeciwciala anty globulinie $winki morskie],
znakowane izoliocyjanianem fluoresceiny). Preparaly
ponownie rilukano w PBS, suszono w temp. pokojo-
wej 1 vgladano w mikroskopie fluorescencyjnym. Do
wykonania obydwu odczynéw uzyto 2 grup surowic
A i B pochodzacych z roznego okresu ich produkeji.

Hemaglutynacje bierng (PHT) wykonano wg metody
Vengrisa i Maré (8), na plylkach z pleksiglasu o ot-
worach pojemno$ei 0,05 ml, (stosujae mikro-metode
Takacy’ego), przy uzyciu spiralnej pipety o pojem-
noéci 0,025 mil,

Krwinki do biernej hemaglutynacji przygotowywano
wedlug opracowanego schematu. 1. Krwinki barana
pobierano do plynu Alsewera w stosunku 1:1, 3 razy
przemywano w PBS (pH 7,2) i sporzadzano z nich 10%
zawiesine. 2. Réwne iloSci 10% krwinek mieszano z
3% formaling, nastepnie mieszanine inkubowano w
temp. 37° przez 20 godz. 3. Formalizowane krwinki
przemywano 3 razy w PBS a nastepnie sporzadzano
ponownic 10% zawiesing, ktérg mieszano w réwnej
ilo$ci z kwasem taninowym, rozcienczonym w PBS w
stosunku 1:20.000. Mieszanine inkubowano w tazni
wodnej w temp. 37° przez 20 min, wstrzasajac 4 razy.
4. Krwinki formalizowane i tanizowane (FTK) prze-
mywano 2 razy w PBS 1 przechowywano w postaci
10% zawiesiny przez 1 miesigc.

Do wtlasciwej proby biernej hemaglutynacji (PHT)
uzywano rozcieniczalnika w postaci normalnej suro-
wicy kroélika, rozcienczonej 1:100 w PBS. Surowice
badane oraz surowice normalng kroélika inaktywowano
w temp. 56° przez 30 min.,, a nastepnie adsorbowano
na FTK (1 ml surowicy + 1 ml 10% krwinek), przez
30 min. w tazni wodnej w temp. 37°, w celu usuniecia
niespecyficznych inhibitorow.

Adsorbeje wirusa IBR/IPV na FTK wykonywano w
tazni wodnej w temp. 37° przez 60 min. W tym celu
3 ml oczyszczonego wirusa mieszano z 2 ml PBS
(pH 6,4) i z 1 ml 10% FTK. Po tym czasie krwinki
przemywano 2 razy w PBS (pH 7,2) i sporzgdzano
1% zawiesine. Krwinki z wirusem przechowywano 48
godz. w temp. 4° (maksymalny okres uzycia).
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Na pitytkach z pleksiglasu sporzgdzano spiralng pi-
peta 2-krotne rozcienczenie badanej surowicy w ob-
jetodei 0,025 ml. Do kazdego rozcienczenia dodawano
0,025 ml wirusa, adsorbowanego na krwinkach
(FTKV). Mieszanine wstrzasano przez 2 min, i umiesz-
czano na 18 godz. w temp. 4°. Jednocze$nie nastawia-
no kontrole krwinek w rozcienczalniku i krwinek z
wirusem (FTK) i (FTKV) oraz z surowicg normalng
krélika. Negatywny wynik, podobnie jak przy aglu-
tynacji probowkowej, charakteryzowal sie wystepowa-
niem na dnie wglebien matych, okraglych guzikéw
ulworzonych z opadajacych krwinek, pozytywny za$
— uformowaniem drobnoziarnistej aglutynacji.

Wyniki i oméwienie

Wyniki uzyskane z mianowania surowic od-
pornosciowych A i B dla wirusa IBR/IPV, wy-
konanego metoda seroneutralizacji klasycznej
(SN), oraz zmodyfikowanej z uzyciem 5% do-
pelniacza $winki morskiej, jak réwniez metoda
immunofluorescencji posredniej (IF), przy uzy-
ciu réznych dawek infekeyjnych wirusa i meto-
da biernej hemaglutynacji (PHT) przedstawia
ryce. 1. Z wykresu tego wyraznie widac, ze w
odczynie SN, SN + dopelniacz i IF uzyskano
wyzsze miana surowic odpornosciowych, przy
uzyeciu 10 dawek infekcyjnych wirusa anizeli
100 lub 1000 dawek. Wartosci mian surowic
A i B w odezynie SN przy 10, 100, 1000 TCIDj;,
wirusa wynosza odpowiednio: 64, 16, 8 i sg 4~
krotnie nizsze przy 100 TCID;, a 8-kroinie
przy 1000 TCID;,, w pordwnaniu z wartoscig
mian uzyskanych w do$wiadczeniu z 10 daw-
kami wirusa.
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W odczynie SN 7z dodatkiem 5% dopelniacza
§winki morskiej, miana tych samych surowic
przy roéznych dawkach wirusa byly 2-krotnie
wyzsze, gdyz w poroéwnaiu z mianami uzyska-
nymi w odczynie SN bez dopelniacza wynosily:
128, 32 1 16.

Podobne zjawisko obserwowano w odezynie
IF. W miare 10-krotnego wzrostu dawek infek-
cyinych wirusa, wartosci mian obnizaly sie
odwrotnie proporcjonalnie w zalezno$ci do
wielkosci dawki. Przy 10 TCID;s, miana surowic
A 1 B wynosily 256, przy 100 TICD;,, 128 i 64,
a przy 1000 TCIDj, 16. Wartosci mian surowic

przy 100 dawkach infekcyjnych wirusa byly 2-
krotnie mniejsze dla surowicy A i 4-krotnie dla
surowicy B, w poréwnaniu z wartosciami mian
uzyskanymi przy zastosowaniu 10 TCIDjs, wiru-
sa, oraz 16-krotnie nizsze przy uzyciu 1000
TCID;, wirusa.

Wartoéci mian surowic uzyskanych metodg
biernej hemaglutynacji (PHT) poréwnano =z
wartosciami mian uzyskanych w odezynie SN,
SN -+ d i IF, przy uzyciu 100 TCIDj;,, stosowa-
nych powszechnie w rutynowych badaniach
diagnostycznych. Miana surowic A i B uzyska-
nych tg metoda wynosily 128 i byly § 1 4-
krotnie wyzsze od mian uzyskanych w odczy-
nie SN i SN + d oraz 2-krotnie wyzsze (dla su-
rowicy B) i rowne (dla surowicy A) w odczy-
nie IF.

Wnioski

1. Metoda immunofluorescencji posredniej z
wigzaniem dopelniacza (IF) i biernej hemaglu~
tynacji (PHT) okazala sie czulszg proba anizeli
odezyn seroneutralizacji (SN) i dlatego moze
mie¢ praktyczne zastosowanie w badaniach se-
rologicznych, zwlaszeza przy okreslaniu niskie-
go poziomu przeciwcial w surowicach zwierzat
chorych.

2. Metoda seroneutralizacii z 5% dopelnia-
czem $winki morskiej (SN -~ d) daje 2-krotnic
wyzsze miano surowic odpornosciowych dla wi-
rusa IBR/IPV, anizeli powszechnie uzywana w
rutynowych badaniach diagnostycznych meto-
da SN bez dopelniacza.

3. Zastosowane w dodwiadczeniu metody se-
rologiczne daja lepsze wyniki z wirusem IBR/
IPV, przy uzyciu 10 TCIDyy, anizeli przy uzy-
ciu dawek wigkszych, co szezegdlnie jest wazne
przy wykrywaniu niskiego miana przeciweial
1 zwierzal nosicieli.
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Maesceka X., Baunnncky 3. — MecnesioBauns mo Me-
IMUEALEH AUATHOCTHYECKHMX METOX0B MHQEKUNI BiM-
pycom IBR/IPV.

IipoBean MoaAMGUKANMIO M ATaOTAIUIO CEPOAIIATHOC-
migecKkrx MeTomoe SN, PHT u IF (Ipu IOMOILM CHKC-
TeMbl KOMIIIEMEHT-AHTHMKOMIUIENMESHT) C 1€JIbI0 BbIID-
JEeHUA HUZKUX TUTPOB aHTUien ans nupyca IBR/IPV
¥ KPYIIIOTO POTaTETo CKOTA.
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YcranoBuau, uto MeToq SN sBNseTcsa MeHee 4YyB-
cTBUTeNIBHOM dYem Merons: PHT u IF. Merox SN
B 1npucyrtcTBuu 5% KOMIJIeMeHTAa MOPCKOM CBUHKU
naeT JBYKpaTHO 60oJee BBICOKME TUTDPBI dYeM NOpuU-
MeHaeMbI IIOBCEMECTHO B PYTMHOBBIX MCCJIeLOBaHUAX
MmeTor, SN 6e3 npubaBieHMA KOMIIJIeMeHTa. YCTaHO-
BUJIM TOXKe, uTo MeTonbl SN u IF npu npuUMeHeHUN
mo3er 10 u.g. Bupyca IBR/IPV ofHapy:xRusawr bojee
BBICOKME TUTPLI AHTUTEJ] 4YeM IIpy IIpuMeHeHuu Ooliee
BBICOKMX 303 BuUpPyca. ABTOPBI II0JYePKUBAET 3HauYeHUe
sToro pakta B guar"Hocture IBR/IPV npu HU3KUX
TUTPAxX AHTUTEJL.

Majewska H., Baczynski Z. — Examinations on the
modification of diagnostic methods in case of infec-
tion with JBR/JPV virus.

HUBERT ZEMBRZUSKI

There were modified and adapted to diagnostic exa-
minations seroneutralization technique (SN), passive
haemagglutination test (PHT), and immunofluorescen-
ce performed by means of the system: complement-
-anticomplement. The purpose of the techniques was
to determine low antibody levels against IBR/IPV vi-
rus. It was found that PHT and IF tests were more
sensitive than SN method. SN technique with the
addition of 5% of guinea-pig serum gave twice higher
titers than that without complement. Higher titres in
case of SN and IF were found when there were used
10 infective doses of IBR/IPV virus than when higher
doses of virus were applied. That is important to di-
scover low levels of antibodies in animals infected.

Przypadek listeriozy w fermie zarodowej owiec

Z Kliniki Chor6b Zakaznych Wydzialu Weterynaryinego AR-T w Olsztynie

W zwiazku z rozwojem hodowli wielostadne]j
owiec, zmiang warunkow zywienia i znacznym
uszlachetnieniem ras, stwierdza sie u tego ga-
tunku zwierzat coraz czestsze wystepowanie
choréb, ktére nie mialy dotychczas znaczenia
gospodarczego. Do choréb tych nalezy liste-
rioza.

Przedmiotem niniejszego doniesienia  jest
opis przypadku listeriozy owiec, stwierdzony
przez tutejsza Klinike.

Opis przypadku. W gospodarstwie PGR S.,
woj. O. — liczacym lgcznie z jagnietami 295
owiec — wystgpily poczatkowo pojedyncze
pozniej za$ coraz liczniejsze przypadki zacho-
rowan i padnie¢ jagniat w wieku 6—9 tyg. W
niektérych dniach zachorowywalo réwnoczes-
nie 8 jagniat. U owiec dorostych i jagniat poni-
zej 1 mies. Zycia choroba nie wystgpita.

Klinicznie stwierdzono na poczgatku choroby
zmniejszony apetyt, posmutnienie, odlgczanie sie
jagnigt od stada, brak laknienia, a nastepnie pojawit
sie wyplyw surowiczo-§luzowy z nosa, $linotok oraz
silne lzawienie. W trzecim dniu choroby dolgczyly sie
zaburzenia ze strony ukladu nerwowego w postaci
chwiejnego chodu, trudnos$ci przy wstawaniu, jed-
nostronnego porazenia matzowiny usznej, zaburzen
przytomno$ci, a w koncu porazenia konczyn. W tym
okresie chore zwierzeta przewaznie lezaly na boku
z podciggnieta do tutowia glowa i wypadnigtym jezy-
kiem. Temperatura ciala wynosila 40,5°—41°C. Smieré¢
zwierzgt nastepowala zwykle 5—7 dnia choroby. W
fermie tej w ciggu 3 tyg. na przelomie lutego i mar-
ca, padlo wsrod wyzej opisanych objawéw ponad 20
jagniat.

Badania wtasne

U sekcjonowanych 5 jagnigt padiych stwierdzono
silne obustronne zapalenie spojowek, a u 3 sztuk
ponadto silne zapalenie (zmetnienie) i owrzodzenie
rogoéwki — przewaznie jednostronne.

We wszystkich przypadkach stwierdzono niezyt blo-
ny $luzowej jamy ustnej i nosowej, znaczng ilogé
piasku wzglednie ziemi w przedzolgdkach, zapalenie
niezytowe jelit cienkich, przekrwienie watroby oraz
silny obrzek i przekrwienie opon moézgowych, mézgu
1 nieliczne wybroczyny w mosScie Warola i rdzeniu
przediuzonym.

Z sekcjonowanych 5 padiych jagnigt pobrano moézgi
do badania bakteriologicznego. Z kazdego moézgu wy-
konano posiewy bakteriologiczne na agar z surowica
i na agar z krwig. W kazdym z posiewéw po 24
godz. inkubacji w temperaturze 37°C w warunkach
tlenowych uzyskano obfity wzrost w postaci jcdnoli-
tych kolonii o érednicy ok. 1 mm, okraglych, o brze-
gach regularnych, wypuklych i blyszezacych oraz
prze§wiecajacych w $wietle przechodzacym. Na aga-
rze z krwig stwierdzono woko6t kolonii hemolize typu
beta. Rozcierem przygotowanym z kazdego mozgu w
stosunku 1:10 zakazono dotrzewnowo po dwie mysz-
ki biale oraz gotebia. Uzyte myszki padly po 48—72
godz. Z narzgdéw wewnetrznych i krwi padlych my-
szek wyhodowano na analogicznych podiozach ko-
lonie nie réznigce sie makroskopowo od kolonii uzys-
kanych z mézgu padlych jagnigt. Golgb pozostat
zdrowy -— podobnie jak golab zakazony zawiesing
bakterii uzyskanych z posiewow moézgbéw padiych ja-
gnigt. W preparatach odciskowych z narzadow padlych
owiec i myszek oraz w preparatach sporzgdzonych z
kolonii wyrostych na podiozach agarowycn stwierdzo-
no liczne, kokopodobne gramdodatnie pateczki, ktore
w kropli wiszacej w temperaturze pokojowej wyka-
zywaty ruch.

Tab. 1. Wiasciwosci szczepu Listeria monocytogenes wyosobnionego z moézgu padlych owiec
Fermen- . " Préba Chorohotworczos$é
Barwienie Préba Typ tacia Plf/lo}?a P{;’;a . _
Gramem na ruch hemolizy laktozy | katalaze | mysziE \ golab
1 =t beta | — + | + +- | + | =
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