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Mikrometoda zahamowania hemaglutynaciji
(HI) w przeglgdowych badaniach serologicznych
bydta w kierunku wiruséw : parainfluenzy 3 i REO

Z Zaktadu Higicny Weterynaryjnej w Warszawlie

Wprowadzenie na szerszg skale przeglgdo-
wych badani serologicznych w diagnostyce wi-
rusologicznej wymaga zastosowania tanich i
szybkich testéw. Do takich nalezg miedzy inny-
mi préby hemaglutynacyjne wykonywane
uprzednio wystandaryzowanymi mikrometoda-
mi. Jest to szczegolnie istotne w diagnostyce
laboratoryjnej zlozonego etiologicznie ,,zespolu
oddechowego” bydla (6).

Celem pracy bylo sprawdzenie mozliwosci
przegladowego badania surowic mikrometoda
zahamowania hemaglutynacji w kierunku wi-
ruséw: parainfluenzy 3 i REO z zastosowaniem
dostepnych zestawow i reagentow.

Material i metlody

Surowice (ogbélem 612 préb) od klinicznie zdrowego
mlodego bydta hodowlanego pobrane losowo z 16
gospodarstw na terenie wojewddztw: slolecznego-war-
szawskiego, ciechanowskiego, ostroleckiego i siedlec-
kiego w miesigcach listopad — kwiecien. Niezhemoli-
zowane surowice przechowywano w zamrozeniu w
temp. —40°, Surowica kontrolna dodatnia — biwalent-
na surowica cieleca p-w wirusom PI3 i IBR z Insty-
tutu Chordéb Zakaznych i Inwazyjnych Wydz. Wet.
SGGW-AR; surowica kontrolna ujemna — od zdro-
wych cielgt ze stada LPH (Limited Pathogen Herd) z
Centralnego Laboratcrium Weterynaryjnego w Wey-
bridge — WI1k. Brytania. Wirusy: liofilizowane szczepy
wirusa PI3 — Izwar (z Inst. Ch. Zak. Inw. Wydz. Wet.
SGGW-AR) oraz SF4, T1 i szczepy wirusa REO1 =z
CLW — Weybridge. Do absorpcji nieswoistych inhibi-
toréw przy antygenie REO stosowano Arcton 113
(Cl3-CF3) prod. ICI, Mond Div. Runcorn Cheshire,
Anglia, do absorpcji surowic — 25% kaolin. Krwinki
konserwowano w plynie Alseversa, jako rozcienczalni-
ka uzywano plynu dekstrozowo-zelaiynowo-weronalo-
wego — DGV (3). Do badan z wirusem PI3 stoso-
wano 1,0% krwinki §winek morskich, z wirusem REO
krwinek ludzkich — grupy ,,0” pochodzacych od réz-
nych dawcow.

Badania prowadzono w zestawach do mikrometody
Takatsego (wariant U) o 96 basenach pojemnosci ca

0,2 ml z mikromieszalnikami do przenoszenia plynu
przy sporzadzaniu rozcienczen o poj. 0,025 ml (prod.
Labor Mim, Laboratériumi Felszerélesek Gyara, Bu-

* dapeszt, Wegry). Ponadto stosowano: strzykawki auto-

matycezne, probéwki Durhama i pleksiglasowe plyty
(wzir WHO) do badan serologicznych zawierajgce po
80 basendow o pojemnosci ca 1,56 ml, Przygotowywanie
antygendw: szezepy wirusowe namnazano w dwﬁc.h
kolejnych pasazach na hodowlach pierwotnych komo-
rek embrionalnej nerki cielecej. W przypadku wirusa
REOL1 zbiér wirusa uzyskany po dezintegracji hodow-
li byl traktowany arctonem wg metody opisanej przez
Chapmana (4) i odwirowany. o
Przygotowywanie surowic: surowice do préb 1na1_<ty-
wowano w probéwkach Durhama (56° — 30 min.).

Ryc. 1. Wykonywanie rozcieiczerh w mikrometodzie HI
Fot. J. Holly
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Absorpcje nieswoistych inhibiloréw 253% kaolinem
prowadzono wg Antoniadis (2). Izoaglutyniny usuwano
p_):zgz calonocny absorpcje z 1,0% krwinkami, w temp.

4°. .

Préobe HI wykonano wg przyjelych zasad w ukla-
dzie ,mikro” uzywanym do badan o charakterze prze-
gladowym dla wiruséw PI3 i REO (1, 5). Oznaczanie
mian HA przeprowadzono w plytach WHO na dzien
przed wlasciwg prébg HI. Hemaglutyniny stosowano w
objetosci 4 jedn. HA. Sposéb wykonywania rozcien-
czenn mikromieszalnikami przedstawiono na zdjeciu
(ryc. 1).

Plytki inkubowano w temperaturze pokojowej. Wy-
niki odezytywano w godzine po dodaniu krwinek. Za
wigzgce dla oceny uwazano 100% zahamowanie hema-
glutynacji.
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Miana ujemne w probie HI (0—1:2) wykaza-
no przy wirusie PI3 dla 24% surowic, wirusie
REO1 dia 5%. Miana niskie (1:4—1:32) otrzy-
mano przy wirusie PI3 dla 63% surowic, wiru-
sie REO1 — 76%. Miana $rednie i wysokie (po-
nad 1:64) przy wirusie PI3 uzyskano dla 13%
surowie, pfzy wirusie REO1 dla 19%.

Wyniki w mikrometodzie byly zgodne z row-
nolegle prowadzonymi kontrolami na plytach
WHO. Uzyskano powtarzalno$¢ wynikow.

Opisana mikrometoda w zastosowaniu do ba-
dail serologicznych zasluguje na wprowadzenie
w krajowej diagnostyce laboratoryjnej. Prze-

Tab. 1. Poréwnanie zuzycia materialéw dla przeprowadzania préb hemaglutynacyjnych (HA i HI)
w ukladach ,makro” i ,mikro”

Objetosé po- | Wspdlezyn-

Rodzaj Szklo lub inny material stanowiacy ramy szczegdlnych Uzycie nik zuzy-

testu dla wykonywanego testu komponent | pipet cia mate-

- o o n - w probie (ml) | rialéw

Probowkowy Probowki serologiczne 0,25 tak 100
Plytowy Plyty serologiczne z pleksiglasu zalecane przez WHO 0,2 tak 80
e ‘ Zestaw Takatsy'ego (plyty pleksiglasowe i inne wypo- 0,050 ; 20
Mikrometoda | sazenie) 0.025 nie 10
g ' Plyty z nietoksycznego tworzywa szt. — do jednorazo- 0,050 i 20
MO e E o ‘ wego uzytku (,disposables”) 0,025 nie 10

Wyniki i omoéwienie

W przypadku wirusa REO1 zbiér z hodowli
komoérkowej nadawal sie do proby jedynie po
absorpcji z arctonem. Uzyskiwane w ten spo-
sob miana rzedu 1:32 umozliwialy nastawienie
proby HI z 4 jednostkami HA.

Rezultaty wykonanego przegladu
gicznego przedstawiono w rye. 2.

serolo-

miana niskie nmiana srednie  wysokte

Yo wynikow
£
®

X
) [

=
16-32  £4-/28 ' 256-512" > 1028
przedzialy mian HY

0-2 ' 4-8

e - Py, x-RE0Q,

Ryc. 2. Procent wynikéw dodatnich mian HI surowic
bydla ocenianych wobec antygenéw PI3 i REOLl (612
surowic z 16 gospodarsiw)
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mawia za tym znacznie niZzsze zuzycie reagen-
téw, szkla, oraz koszty robocizny. Poréwnawcze
zestawienie zuzycia materialéw dla przeprowa-
dzenia prob hemaglutynacyjnych w ukladzie
,mikro” i , makro” zawarto w tab. 1.

Przy opanowaniu metody $érednia wydajno$é
pracownika laboratoryjnego w sensie mozli-
wosci wykonania prob HI mikrometoda wyno-
silaby: 250—300 badan, przy zastosowaniu zas
importowanych rozlewarek i urzadzen do réw-
noczesnego sporzadzania rozcienczen moglaby
dochodzi¢ do 1000—1500 prob dziennie. Pozwo-
liloby to na znaczne rozszerzenie zakresu tere-
nowych, wirusologicznych badan serologicz-
nych.
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Bojinexosekuit K., Kybunckuit T. — Mukpomeroy 3a-
TOPMOKeHMsa reMarraoTuHamu (HI) 8 ¢G30pHBIX cepo-
JOTHYECKUX MUCCAERKOBRHUAX KPYIHOro pDOTaToro CKoOTa
OTHOCUTEAbHO BMUPYCOB mnapaurtaosuunt 3 m REQ.

MuxpoMeTon HI OB MCMOABL3OBAH IS CePOIOTYeC-
KOro OCMOTPa KPYIHOTO POTATOT0 CKOTAd, e ODHADYSKU-
BAIOIIero CUMNOTOMOB T. HA3. , AbIXATEJILHOTO CHHIPOMA
— OpouxonaeBMoHMKU” (612 npclb n3 16 X03AVICTR).

Turper HI Beine 1:64 oTHOCUTENBHO BUpyca PI-3 ro-
gyunnu pasa 13% CbIBOPOTOK, OTHOCUTEJLHO BMPyCa
REO1 — pgasa 19%. Husmrue tuTps! (1:32) maman y 6§3%
ChIBOPOTOK Aas PI3 u 76% — mast REOL.

PexkomengyeTcss MCMOJNLROBAHME CTAHAAPTUIOBAHHOIO
MUKpoTecta HI ansi MeCTHBIX CeDPOJOTUIECKUX OCMG~
TPOB.

JAN BUCZEK
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Wojciechowski K. J., Kubifiski T. — The micromethod
of haemagglutination inhibition test for the serologi-
cal surveys of cattle against parainfluenza-3 and REQO
viruses.

The micromethod of HI was applied for the serolo-
gical survey of cattle showing no signs of respiratory
diseases - bronchopneumonia complex (612 samples
from 16 farms). HI titers over 64 were stated in 13 per
cent and 19 per cent for PI-3 and REO-1 viruse respec-
tively. The lower titers (32) were found in 63 per cent
of sera for PI-3 and in 76 per cent for REO-1 viruses.
The application of the standarized microtest for field
serological survey was recommended.

Klasyfikacja i nomenklatura wiruséw zwierzqt kregowych

Z Instytutu Chorob Zakaznych i Inwazyjnych Wydzialu Weterynaryjnego AR w Lublinie

Opublikowany przez Fennera w 1976 r. (1)
raport Miedzynarodowego Komitetu Taksono-
mii Wirusow (International Committee on Ta-
xonomy of Viruses — ICTV), jest nastepnym
etapem prac nad stworzeniem systematyki tej
grupy mikroorganizméw. Raport utrzymuje w
mocy dotychezasowe zalozenia systematyki za-
akceptowane na Miedzynarodowych Xongre-
sach w Moskwie (1966) i Meksyku (1970), a
jednoczednie podaje nowe propozycje, ktore
staja si¢ obowigzujacymi dla wszystkich wiru-
sologow.

Poniewaz podstawy systematyki opracowane
przez Miedzynarodowy Komitet Nomenklatury
Wiruséw byly omawiane (2, 3, 4, 5, 6, 7), w ni-
niejszej publikacji podano aktualnie obowigzu-
jacy uklad taksonomiczny wiruséw zwierzat
kregowych, opracowany przez ICTV i zaapro-
bowany przez Miedzynarodowy Zjazd Mikro-
biologéw w Madrycie w 1975 r.

W zaproponowanej systematyce ulworzono,
biorac (zgodnie z wola wiekszosci) za podstawe
rodzaj zywiciela, pie¢ grup taksonomicznych

obejmujacych: rodziny, podrodziny, rodzaje,
gatunki, grupy i poszczegélne wirusy.
A. Grupa taksonomiczna — gatunkow, ktére nam-

nazaja sig¢ u wiecej niz jednego z rodzajéw zywicieli
wymienionych od B do E.

B. Grupa taksonomiczna — gatunkoéw, ktére nam-
nazajg sie tylko u zwierzat kregowych.

C. Grupa taksonomiczna — gatunkéw namnazajg-
cych sie tylko u roslin.

D. Grupa taksonomiczna — gatunkow namnazaja-

cych sie tylko u bakterii.

E. Grupa taksonomiczna -—
cych sie tylko u bezkregowecédw.

W poszczegblnych grupach, rodziny uszeregowano
wg rodzaju kwasu nukleinowego (DNA, RNA) ilosci
nici (podwéjna, pojedyncza) zgodnie z kryptogramem
D/2, D/1, R/2, R/1, a nastepnie wg alfabetu.

gatunkéw namnazaja-

W grupie A wyodrebniono 8 rodzin o nastepujacych
kryptogramach:

Iridoviridae — DJ/2:130—160/12—16:S lub’ Se/S:1,V/C,
1, O, Ve/Ac)

Poxviridae — (D/2:130—240/5—7,5:X/x:1,V/O,R,Ve/Ac,
Di,Si)

Parvoviridae — (D/1:1,5—2,2/19—32:5/S:1,V/C,I,0,R)

Reoviridae — (R/2:212—2319/15—30:S lub So/S:L,S,
V/1,0,Ve/Ac,Au,Di)

Bunyaviridae — (R/1:26—2"7/x:Se/E:1,V/C,Ve/Ac,Di)

Picornaviridae — (R/1:2,3—2,8/30:S/S:I,V/I,O,R)

Rhabdoviridae — (R/1:3,5—4,6/2—3:Ue/E:1,5,V/C,0,
Ve/Ap,Au,Di)

Togaviridae — (R/1:3,5—4,5/5—8:3¢/S:1,V/C,1,0,R,Ve/
Ac/Di).

Rodzina Iridoviridae — (Iris, Iridis grecka bogini z
symbolem teczy — zakazone larwy owadéw i odwiro~
wane viriony $wiecg barwami teczy).

Rodzaj Iridovirus — grupa wiruséw choroby te;czq—
wej owadow liczgea 19 typow. Do rodziny tej zgstame
prawdopodobnie zaklasyfikowanych szereg wiruséow
chorobotwérczych dla zwierzagt — domniemanym
przedstawicielem jest np. wirus afrykanskiego pomoru
$§win, wirus limfocystozy ryb.

Rodzina Poxwviridae — (nazwa od staroangielskiego
slowa poc, poce — krosta; wrzdd), obejmuje wirusy
grupy ospy. W rodzinie tej wyodrebniono nastepujgce
rodzaje:

Rodzaj Orthopoxvirus — (nazwa od orthos greec. —
prosty, poprawny), obejmuje podgrupe krowianki. Ty-
powym gatunkiem jest wirus krowianki. Inne gatunki
to: wirus ospy bawoléw, wirus ospy wielbladdéw, wi-
rus ospy kréw, wirus ospy myszy (ektromelii), wirus
ospy malp, wirus ospy krolikéw i wirus ospy czlowie-
ka.

Rodzaj Avipoxvirus — (nazwa od avis lac. — ptak),
obejmuje podgrupe ospy ptakéw. Typowym gatunkiem
jest wirus ospy drobiu. Inne gatunki to: wirus ospy
kanarkéw, wirus ospy Junco, wirus ospy przepiérek,
wirus ospy wrébli, wirus ospy szpakéw i wirus ospy
indykow.

Rodzaj Capripoxvirus — (nazwa od caper, capri lac.
— koza), obejmuje podgrupe wiruséw ospy owiec. Ty-
powym gatunkiem jest wirus ospy owiec; inne gatun-
ki to: wirus ospy kéz, wirus guzowatej choroby skory.
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