
Nr1 MEDYCYNA WETERYNARYJNA Rok XXXII

Bezpośredni odczyn immunofluorescencji (if )

w wykrywoniu wiruso choroby pęcherzykowej świń
(SVD) w hodowloch komórek

z zakladLl Baćlania chorób ŚWiń Instytutu Wetel,ynarii W PLllawach

Choroba pęcherzykowa świń (SVD) stwier-
dzona po Taz pierwszy we Włoszech w 1966 r.
(11), pojawiła się w ostatnich latach w wielu
krajach, stając się dla niektórych z nich dość
poważnym problemem epizootiologicznyrn a
także ekonomicznym (5,6,7, B, 10).

Ze względu na to, że SVD pod względem
objawów kłinicznych i zmian anatomopatolo-
gicznych jest podobna do pryszczycy, bardzo
istotną sprawą stało się opraco-wanie dokład-
nych laboratoryjnych metod diagnostycznych,
pozwalających na rozpoznanie omawianej cho-
roby. Wśród tych metod na pierwszym miejscu
naleĘ wyrnienić metody serologiczne. Jak wy-
nika z piśmiennictwa naj,pierw do diagnostyki
SVD zastosowano odczyn wiązania dopełniacza
(OWD) (4, 6, 9, l2), a następnie odczyn sero-
neutralizacji (2, 9). Szybkie i miaroclajne roz,-
poznanie choroby pęcherzykowej przy pomocy
OWD uzyskuje się jednak tylko wówczas, jeśIi
nadesłany do badania materiał patologiczny
(pęcherze od chorych świń) zawiera dostatecz-
nie wysoki,e miano wirttsa, a swoista surowi-
ca odpornościowa pochodzi od świnek mor-
skich hyperim,munizowanych wirusem omawia-
nej choroby. Odczyn seronetltralizacji nie na-
daje się do rozpoznawania choroby w pierw-
szym dkresie jej trwania w gospodarstwie, po-
za tym na uzyskanie wynlku sn należy czekać
ok. 48-72 godz. Z powyższych względów
Chapman i wsp. (3, 4), Larenaudie i wsp. (9)
podjęli próby zastosowania do diagnostyl<i SVD
odczynu immunofluorescencji (if). Uzyskane
wyniki wykazały, że odczyn ten jest w pełni
swoisty, a wykrycie obecności wirusa SVD
przy jego użyciu jest możliwe już po upływie
3-5 godz. od zakażenia hodowli komórek na-
desłanym do badania materiałem patologicz-
nym.

Mając na uwadze wciąż aktualne zagtożenie
naszego kraju zarówno pry|l,szczycą ja[< i choro-
bą pęcherz/kową świń, podjęto niniejsze bada-
na nad przydatnością i,mmunofluorescencji bez-
pośredniej w wykrywaniu wirusa choroby pę-
cherzykowej świń, w zakażonych hodowlach
komórek, ptzy użyciu koniugat w5z,produkowa-
nych z surowic królików i świń sztucznte za-
każonych ho,mologicznym szczepem wirusa
SVD,
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Ma,teriał i metody
Do badań użyto:
1, Cytopatyczny szczep wirusa choroby pęcherzy-

kowej o mianie 19z (13).

2. Hodowle komórek:

- linia ciągła komórek nerki świni IBRS-2,

- Iinia ciągła komórek nerki świni PK15,

- linia ciągła komórek wątr,oby bydlęcej Heb,

- pierwotna hodowla komórek rnerki świni.
3. Króliki, mieszańce o ciężarze ciała 4-5 kg.
4. Świnie rasy wb o ciężarze ciała ok. 50 kg.

Ryc. 1. Linia ciągła komórek nerki świni IBRS-2 w
4 godz. po zakażeniu wiruse,m SVD, barrłliona swoistą

koniugatą

Przygotowanie surowic odpornościowych aniy-SVD
na królikach.

24 godz. łrodowle komórek IBRS-2 zakażano wiru-
sem i namnażano w 37oC. Po uzyskaniu pełnego efek-
tu cytopatycznego hodowle 2 tazy zamrażano i od-
mraża,no, zaEęszcżano siarczanem amonu i oczyszcza-
no na kolumnie z sephadexem G 50 coarse, Ottzy-
many w ten sposób wirus użyto do uodparniania kró-
Iików posługując się następującą metodą: szczepienie
pierrvsze i czwarte - dożylnie 3 m1 lvirusa oraz do-
rnięśniowo 5 ml wirusa i 5 ml adjuwantu kompletne-
go Freunda; szczepienie drugie, trzecie i piąte - do-
żylnie 3 mI wirusa, Szczepień dokonywano r,v odstę-
paah jednotygodniowych. \ł tydzień po ostatnim
szczep,ieniu miano przeciwciał SVD wynosiło 1 : 1280.
Króliki wykrwawicno a surowicę użyto do sporzą-
dzenia koniugaty.

Przygotowarrie surowic odpornościowych anty-SVD
na świniach.

Do uodparniania użyto 2 świnie. Każda o,trzymała
domięśniowo 2 ml wirusa SVD, atenuolvanego drogą
kolejnych pasaży w hodowli komórek Hcb. 28 dni póź-
niej świniom podarro ponownic -"vw. wil,us w dawce
20 ml. W miesiąc po drugim szczepieniu świnie otrzy-
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mały dwukrotnie domięśniowo 5 i 10 ml zjadJ,iwego
szczepu SVD. W miesiąc po ostatrriej iniekcji miano
przeciwciał wynosiło 1 : 2560. Swinie -wykrwawiono. Z
uzyslranych surolvic królików i śri,iri przygotot,,ano ko-
niugaty wg metody Aynaud (1).

Postępowanie. Szkiełka nakrywko,",,,e z namnożon;l-
ni hodowlami komórek 1BRS-2, PK15, Heb i hodow-
1ą pierwotną komórek nerki śvlini zakażano zjadti-
wym §zczepem wirusa SVD w ilości 0,5 ml na szkieł-
1ro, wirus adsorbowano 1 godz. na hodorvli komórek,
d.odarvano płyn utrzymujący z dodatkiem 19o surowicy
cielęcej i inkuborr,,ano lv 37oC przez 4, 18 oraz 24 godz.
Następnie hocr,owle utrr,valano alkoho],em metylowym
w -70oC przez S0 min., suszono lv temperaturze po-
kojorvej, ,barwionc koniugatą I god,z. w 37o Tv zam-
kniętej komorze wilgotnej, przemywano kilkakrot-
rrie płynem FBS i ulodą destylowaną, suszono i ogią-
dano rv rLrikroskopic flrrorescencyjnym,

Ryc. 2. Linia ciągła ]<omórel< nerki ślvini IBRS-2 rv
24 Eodz. po zai:ażeniu wirusem SVD, barwiona sw,oi-

stą koniugatą

Wyni!ki i ornówienie
Obraz mikroskopowy linii ciągłej komórek

IBRS-Z w 4 godz, po zakażefliu, wybarwiony
swoi§tą koniugatą, ,przedstawia ryc. 1, a taki
sam obraz hodowli w 24 godz. po zakażeniu _
tyc,2.

Jak wynika z tyc. 7, już po upływie 4 godz.
po zakażeniu,obserwuje się liczne skupiska ko-
mórek wykazujących intensywną fluorescencję
cytoplazmy na tle komórelr niefluoryzujących.
Po upływie 24 godz. stwierdzono w założonej
hodolvli dużą ilość komórek fluoryzujących

oraz efekt cytopatyczny (ryc. 2). W hodowli
niezakażonej nie obserwowano fluorescencji.

dowli
tr godz.
w iugatą,
ryc, 3.

Z przedstawionej ryc. 3 wynika, że w 24
godz, po zakażeniu stwierdza się w kornórkach
l{eb wyraźną immunofluorescencję wszystkich
komórek, z równoczesnym efel<tem cytopatycz-
nym.

Obraz mikroskopowy hodowli pierłvotnej ko-
mórek nerki świni w 4,godz. po zakażeniu, bar-
wionej swoistą koniugatą przedstawia ryc. 4,
a ryc. 5 taki sam oblaz lrodowii w 18 godz. po
zakazerliu.

Ryc. 4. Pier.,votna hodowla komórek nerki ś-wini w
4 godz. po zakażeniu wirusem SVD, barwiona swoistą

koniugatą

Jak wynika z Tyc. 4, hodowla pierwotna
kornórek nerki świni wykazuje w 4 godz. po
zakażeniu intensywną fluorescencję prawie
rvszystkich komórek. Po upływie 1B godz.
stwierdzono w zakażonej hodowli s'kupianie się
komórek fluoryzujących, efekt cyto,patyczny
i pojawianie się nieuposiaciowanych fluoryzu-
jących punktów rozpadu komórek (ryc. 5).

Użyte w niniejszych badaniach lrodowle linii
ciągłej komórek nerki świni PK15 po upływie
zaróyłno 4 jak i 24 godzin po zakażeniu wyka-

ii,yc, 3. Linia ciągła komórek lvątroby bl,dlęcej Heb
w 21 godz. po zakażeniu wirusem SVD, barwiona

swoistą koniugatą
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Ryc. 5. Pierwotna hodou,la komórek nerki świni rv
IB Eodz. po zakażeniu wirusem SVD, barwiona swoistą

koniugatą
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zywały tylko pojedyncze komórki fluoryzu-
Jące.

Należy podkreśIić, że odczyn if we wszyst-
kich rodzajach użytych hodorvli komórkowych
wykazywał jednakowo intensywną fluorescen-
cję niezależnie od tego, czy stosowano koniu-
gatę sporządzoną z surowicy króliczej, czy też
świńskiej.

Wyniki przedstawionych badań rvłasnych
wraz z danymi z piśmiennictwa (3, 4, 9)
."vykazują jednoznacznie, że odczyn immuno-
fluorescencji bezpośredniej może być stosolva-
ny do wczesnego wykrywania wirusa choroby
pęcherzykowej świń w zal<ażonych hodowiach
komóreł< takich jak IBRS-2 i hodowla pierwot-
na komórek nerki świni. Przy użyciu tych ho-
dowli i zastosołvaniu odpol,,liedniei koniugaty
rvynik uzyskuje się już po ok. 4 godz. w za-
każeniu.
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Proby uzyskonifi i koi,l§erwficji su!,owicy eilrlgnosf},czna,.!

przeclwko zokaźnemu zopoleniu cskrzeli kur

do odczynu precypitocji w żelu ogorowym
Z ZakladLl Badania C.horób Drobitl

Odczyn precypitacji w żelu agalowym zasto-
sowany do rozpoznawania zakaźnego zapalenia
osl<rzeli kur (IB) po raz pierwszy przez Woern-
Ie'go (B), służyć rnoże zariwno do wykrywania
swoistych przeciwciał w surowicy ptaków, jak
i do stwierdzenia obecności i ideniyfikacji za-
tazka przy próbach jego izolacji na zarodkach
kurzych.

W pierwszym plzylpadku oprócz znanego an-
tygenu i badanych surowic celowe jest nasta-
wienie kontroli lv postaci surowicy dodatniej,
ze względu na mogące czasami rvyslępolvać od-
czyny trieswoiste. W przypadku rvykrywania
antygenu wirusowegcl rv lozcierach błon kos-
mówkorvo-omoczniowyclr zakażonych zaroc]-
ków, posiadanie dodatnich surowic o odporł,ied-
nim niiarrie jest warunkienr niezbęCnynr.

O ile produlicja antygenu (rozcier błon ko-
smówkowo-omoczniowych zakażonych wiru-
sem IB zarodków liurzych) jest rzeczą stosun-
l,1cr,vo prostą, to uzyskanie dodatniej surorvicy
o wysokim mianie precypitacyjnym sprarvia w
warunkach laboratoryjnych dośc duże trudno-
ści, Wg Woernle'go (10), ptaki wyt,uvarzają ple-
cypityny o wysokim mianie jedynie w cięż-
szym przebiegu schorzenia. W warunkach te-
renowych do takiego ,przebiegu dochodzi naj-
częściej na skutek kornplikacji spowodowanyoh

Insl,yttltu Weteryn:irii \.J I)ula\Vach

ptzez dodatkowe zakazenie irrnymi zarazkatni
(np. M. gallisepticunz lub E. colź),

Konieczność posiadania do ce,lów diagno-
stycznych monowalentnej surowicy doclatniej
uniemożliwia przy jej produ_kcji prorvokowanic
zakażeń mieszanych.

Odczyn precypitacji w żelu agarowym, jako
stosunkorvo prosty i szybki, moze ,mieć duże
zastosorvanie w diagnostyce rutynowej prowa-
dzonej w Zakładach Higieny Weierynaryjnej.
Dlate§o wydało się słusznym podjęcie pracy
nad wyborem odpor,viedniej metody hiperim-
nrunizacji kurcząt dla uzysira,nią ciodatniej str-
rorł,icy anty-IB oraz splawcizenicm rnożliw-ości
jej konserrvacji.

Materiał i l,tcttlci;.
K tt r c z ę t a. Dośrviadczenic p.-zc!rf (].,l,adzotro na 6?

kurczętaclr w lvieku 6--10 tygcdni, rasy ogóllroużl,t-
kol.,,ej. 'Wykoł:ane próby nie wykazały w surcrvicaci-l
tych kurcząt obecncści przeciwciał ncutralizu jącv,:lll
rł.irus IB ani srrlois'L:r,clr dJ,a tego zara.zke. precy-pit;,.il.

W i r u s. Do zakażeiria ltźl,to szczcpu Moreau (\Io),
."virusa IB, typ MassaclrusscLs. Y,/jius dla uzjadliwie-
nia pizepasażorvano 4-krol.nie L}lzez 3-tygoclniorl,,c
kurczęta, a następnie 2-]:rotnic pr_,,ez ;łarcdki i:urze.
Do zakażenia kurcząt użyvrano rozcieru błorr kosmów-
kowo-omoczniolvych lub płynórv orvodniowo-omocz-
niowych. Koncentracja wirusa vl 1 ml płynu owod-
niowo-omoczniowego, używanego do zakażenia wyno-
siła 10i,7 EID59.
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