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Bezposredni odczyn immunofluorescenciji (if)

w wykrywaniu wirusa choroby pecherzykowej

r [ 4

Swin

(SVD) w hodowlach komaérek

Z Zakladu Badania Chordb Swin Instytutu Welerynarii w Pulawach

Choroba pecherzykowa §win (SVD) stwier-
dzona po raz pierwszy we Wloszech w 1966 r.
(11), pojawila sie w ostatnich latach w wielu
krajach, stajac sie dla niektérych z nich dosé
powaznym problemem epizootiologicznym a
takze ekonomicznym (5, 6, 7, 8, 10).

Ze wzgledu na to, ze SVD pod wzgledem
objawow klinicznych i zmian anatomopatolo-
gicznych jest podobna do pryszezycy, bardzo
istotng sprawg stalo sie opracowanie dokiad-
nych laboratoryjnych metod diagnostycznych,
pozwalajacych na rozpoznanie omawianej cho-
roby. Wsrod tych metod na pierwszym miejscu
nalezy wymieni¢ metody serologiczne. Jak wy-
nika z piSmiennictwa najpierw do diagnostyki
SVD zastosowano odczyn wigzania dopelniacza
(OWD) (4, 6, 9, 12), a nastepnie odczyn sero-
neutralizacji (2, 9). Szybkie i miarodajne roz-
poznanie choroby pecherzykowej przy pomocy
OWD uzyskuje sie jednak tylko woweczas, jesli
nadestany do badania material patologiczny
(pecherze od chorych $win) zawiera dostatecz-
nie wysokie miano wirusa, a swoista surowi-
ca odpornosciowa pochodzi od $winek mor-
skich hyperimmunizowanych wirusem omawia-
nej choroby. Odczyn seroneutralizacji nie na-
daje sie do rozpoznawania choroby w pierw-
szym okresie jej trwania w gospodarstwie, po-
za tym na uzyskanie wyniku sn nalezy czekaé
ok. 48—72 godz. Z powyzszych wzgledow
Chapman i wsp. (3, 4), Larenaudie i wsp. (9)
podjeli proby zastosowania do diagnostyki SVD
odczynu immunofluorescencji (if). Uzyskane
wyniki wykazaly, ze odezyn ten jest w pelni
swoisty, a wykrycie obecnosci wirusa SVD
przy jego uzyciu jest mozliwe juz po uplywie
3—5 godz. od zakazenia hodowli komérek na-
destanym do badania materialem patologicz-
nym.

Majge na uwadze wcigz aktualne zagrozenie
naszego kraju zaréwno pryszczyca jak i choro-
ba pecherzykows §win, podjeto niniejsze bada-
na nad przydatno$cig immunofluorescencji bez-
poSredniej w wykrywaniu wirusa choroby pe-
cherzykowej $§win, w zakazonych hodowlach
komorek, przy uzyciu koniugat wyprodukowa-
nych z surowic krélikéw i $wih sztucznie za-
kazonych homologicznym szczepem wirusa
SVD.

Materiatl i metody

Do badan uzyto:
1. Cytopatyczny szczep wirusa choroby pecherzy-
kowej o mianie 107 (13).
2. Hodowle komoérek:
— linia ciggla komérek nerki §wini IBRS-2,
— linia ciggla komérek nerki §wini PK15,
— linia ciggla komorek watroby bydlecej Heb,
— pierwotna hodowla komérek nerki §wini.
3. Kroliki mieszanice o ciezarze ciata 4—5 kg.
4, Swinie rasy wb o ciezarze ciala ok. 50 kg.

Ryc. 1. Linia ciggla komorek nerki §wini IBRS-2 w
4 godz. po zakazeniu wirusem SVD, barwiona swoistg
koniugatg

Przygotowanie surowic odporno$ciowych anty-SVD
na krélikach.

24 godz. hodowle komoérek IBRS-2 zakazano wiru-
sem i namnazano w 37°C. Po uzyskaniu pelnego efek-
tu cytopatycznego hodowle 2 razy zamrazano i od-
mrazano, zageszczano siarczanem amonu i oczyszcza-
no na kolummnie z sephadexem G 50 coarse, Otrzy-
many w ten sposéb wirus uzyto do uodparniania kré-
likéw postugujac sie nastepujgca metoda: szczepienie
pierwsze i czwarte — dozylnie 3 ml wirusa oraz do-
mieSniowo 5 ml wirusa i 5 ml adjuwantu kompletne-
go Freunda; szczepienie drugie, trzecie i pigte — do-
zylnie 3 ml wirusa. Szczepienh dokonywano w odste-
pach jednotygodniowych. W tydzien po ostatnim
szezepieniu miano przeciweial SVD wynosilo 1:1280.
Kro6liki wykrwawiono a surowice uzyto do sporza-
dzenia koniugaty.

Przygotowanie surowic odpornosciowych anty-SVD
na $winiach.

Do uodparniania uzyto 2 $winie. Kazda otrzymala
domie$niowo 2 ml wirusa SVD, atenuowanego droga
kolejnych pasazy w hodowli komoérek Heb. 28 dni pdz-
niej $winiom podano ponownic ww. wirus w dawce
20 ml. W miesigc po drugim szczepieniu §winie otrzy-
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maly dwukrotnie domieSniowo 5 i 10 ml zjadliwego
szezepu SVD. W miesige po ostatniej iniekcji miano
przeciwcial wynosito 1:2560. Swinie wykrwawiono. Z
uzyskanych surowic kréolikéw i §win przygotowano ko-
niugaty wg metody Aynaud (1).

Postepowanie. Szkieltka nakrywkowe z namnozony-
mi hodowlami komdrek IBRS-2, PK15, Heb i hodow-
lg plerwotng komoérek nerki §wini zakazano zjadli-
wym szczepem wirusa SVD w iloei 0,5 ml na szkiet-
ko, wirus adsorbowano 1 godz. na hodowli komoérek,
dodawano plyn utrzymujacy z dodatkiem 1% surowicy
cielecej i inkubowano w 37°C przez 4, 18 oraz 24 godz.
Nastepnie hodowle utrwalano alkoholem metylowym
w —70°C przez 30 min., suszono w temperaturze po-
kojowej, barwiono koniugata 1 godz. w 37° w zam-
knietej komorze wilgotnej, przemywano kilkakrot-
nie plynem PBS i wodg destylowana, suszono i oglg-
deno w mikroskopie fluorescencyinym,

Ryc. 2. Linia ciaggta komoérek nerki swini IBRS-2 w
24 godz. po zakazeniu wirusem SVD, barwiona swoi-
stg koniugatg

Wyniki i omoéwienie

Obraz mikroskopowy linii cigglej komoérek
IBRS-2 w 4 godz. po zakaZeniu, wybarwiony
swoista koniugata, przedstawia ryc. 1, a taki
sam obraz hodowli w 24 godz. po zakazeniu —
ryc. 2.

Jak wynika z ryc. 1, juz po uptywie 4 godz.
po zakazeniu obserwuje sie liczne skupiska ko-
mérek wykazujgcych intensywnga fluorescencje
cytoplazmy na tle komoérek niefluoryzujacych.
Po uplywie 24 godz. stwierdzono w zalozonej
hodowli duzg ilos¢ komoérek fluoryzujacych

Ryc. 3. Linia ciggta komo6rek watroby bydlecej Heb
w 24 godz. po zakazeniu wirusem SVD, barwiona
swoistg koniugata
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oraz efekt cytopatyczny (ryc. 2). W hodowli
niezakazonej nie obserwowano fluorescenciji.

Obraz mikroskopowy hodowli komérek wa-
troby bydlecej Heb w 24 godz. po zakaZeniu,
wybarwiony swoista koniugatg, przedstawia
ryc. 3.

Z przedstawionej ryc. 3 wynika, ze w 24
godz. po zakazeniu stwierdza sie w komérkach
Heb wyrazng immunofluorescencje wszystkich
komorek, z réwnoczesnym efektem cytopatycz-
nym.

Obraz mikroskopowy hodowli pierwotnej ko-
morek nerki $wini w 4 godz. po zakazeniu, bar-
wionej swoistg koniugata przedstawia ryc. 4,
a ryc. 5 taki sam obraz hodowli w 18 godz. po
zakazeniu.

Ryc. 4. Pierwotna hodowla komoérek nerki §wini w
4 godz. po zakazeniu wirusem SVD, barwiona swoistg
koniugatg

Jak wynika z ryc. 4, hodowla pierwotna
komérek nerki §wini wykazuje w 4 godz. po
zakazeniu intensywng fluorescencje prawie
wszystkich komoérek. Po uplywie 18 godz.
stwierdzono w zakaZonej hodowli skupianie sie
komoérek fluoryzujacych, efekt cytopatyczny
i pojawianie sie nieupostaciowanych fluoryzu-
jacych punktéw rozpadu komorek (ryc. 5).

Uzyte w niniejszych badaniach hodowle linii
ciaglej komoérek nerki $wini PK15 po uplywie
zarowno 4 jak i 24 godzin po zakaZeniu wyka-

Ryc. 5. Pierwotna hodowla komérek nerki éwini_ w
18 godz. po zakazeniu wirusem SVD, barwiona swoistg
koniugats
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zywaly tylko pojedyncze komorki fluoryzu-
jace.

Nalezy podkresli¢, ze odczyn if we wszyst-
kich rodzajach uzytych hodowli komoérkowych
wykazywal jednakowo intensywng fluorescen-
cje niezaleznie od tego, czy stosowano koniu-
gate sporzgdzong z surowicy kroliczej, czy tez
Swinskiej.

Wyniki przedstawionych badan wilasnych
wraz z danymi z pi$miennictwa (3, 4, 9)
wykazujg jednoznacznie, ze odeczyn immuno-
fluorescencji bezposredniej moze by¢ stosowa-
ny do weczesnego wykrywania wirusa choroby
pecherzykowej $win w zakazonych hodowlach
komoérek takich jak IBRS-2 i hodowla pierwot-
na komoérek nerki §wini. Przy uzyciu tych ho-
dowli i zastosowaniu odpowiedniej koniugaty
wynik uzyskuje sie juz po ok. 4 godz. po za-
kazeniu.

EWA KARPINSKA, WOJCIECH KARCZEWSKI
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Proby uzyskania i konserwacji surowicy diagnosiycznej
przeciwko zakaznemu zapaleniu oskrzeli kur
do odczynu precypitacji w.zelu agarowym

Z Zakladu Badania Chorob Drobiu Inslytutu Welerynarii w Pulawach

Odczyn precypitacji w zelu agarowym zasto-
sowany do rozpoznawania zakaznego zapalenia
oskrzeli kur (IB) po raz pierwszy przez Woern-
le’go (8), stuzy¢ moze zaréwno do wykrywania
swoistych przeciwcial w surowicy ptakow, jak
i do stwierdzenia obecno$ci i identyfikacji za-
razka przy probach jego izolacji na zarodkach
kurzych.

W pierwszym przypadku oprocz znanego an-
tygenu i badanych surowic celowe jest nasta-
wienje kontroli w postaci surowicy dodatniej,
ze wzgledu na moggce czasami wystepowaé od-
czyny nieswoiste. W przypadku wykrywania
antygenu wirusowego w rozcierach blon kos-
moéwkowo-omoczniowych  zakazonych  zarod-
kéw, posiadanie dodatnich surowic o odpowied-
nim mianie jest warunkiem niezbednym.

O ile produkcja antygenu (rozcier blon ko-
sméwkowo-omoczniowych zakazonych wiru-
sem IB zarodkéw kurzych) jest rzecza stosun-
kowo prostg, to uzyskanie dodatniej surowicy
0o wysokim mianie precypitacyjnym sprawia w
warunkach laboratoryjnych doé¢ duze trudno-
sci. Wg Woernle’go (10), ptaki wytwarzajg pre-
cypityny o wysokim mianie jedynie w ciez-
szym przebiegu schorzenia. W warunkach te-
renowych do takiego przebiegu dochodzi naj-
czeSciej na skutek komplikacji spowodowanych

przez dodatkowe zakazenie innymi zarazkami
(np. M. gallisepticum lub E. coli).

Koniecznos¢ posiadania do celow diagno-
stycznych monowalentnej surowicy dodatnie]
uniemozliwia przy jej produkeji prowokowanie
zakazen mieszanych.

Odczyn precypitacji w zelu agarowym, jako
stosunkowo prosty i szybki, moze mie¢ duze
zastosowanie w diagnostyce rutynowej prowa-
dzonej w Zakladach Higieny Weterynaryjnej.
Dlatego wydalo sie stusznym podjecie pracy
nad wyborem odpowiedniej metody hiperim-
munizacji kurczat dla uzyskania dodatniei su-
rowicy anty-IB oraz sprawdzeniem mozliwoscl
jej konserwacji.

Material i mectody

Kurczegta. Doédwiadezenie przeprowadzono na 67
kurczetach w wieku 6—10 tygodni, rasy ogo‘\‘louzyt—
kowej. Wykonane probv nie wyka/a*y w Jurfnvncacn
tych kurczat obecncéel przeciweial ncutralizu
wirus IB ani swoistych dla tego zarazka precypi

Wirus. Do zakazenia uzyto cwzepu Moreat (‘VIO)
wirusa IB, typ Massachusscls. Wirus dla uzjadliwie-
nia przepasaiowano -kroinie przez 3-tygodniowe
kurczeta, a nastepnie 2-krotnic przez zarcdki kurze.
Do zakazenia kurczat uzywano rozcieru blon kosmoéw-
kowo-omoczniowyceh lub plynéw owodniowo-omocz-
niowych. Koncentracja wirusa w 1 ml plynu owod-
niowo-omoczniowego, uzywanego do zakazenia wyno-
sita 1077 EID50.
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