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Summary

Immunoflucrescent test for the identification of canine
parvevirus (CPV-2) propagated in a continuous FC line
of cells

The samples of 300 faeces derived from the dogs
suspected of canine parvovirosis were tested by the
haemagglutination and haemagglutination-inhibition tests
according to Carmichael. Out of the samples which had
a titre of 4096 ten samples were taken at random to pro-
pagate CPV-2 in a continuous FC line of czlls. After
7% hours the incculated cells were examined by the direct
immuncfluorescant test using a labelied antibody against
feline panleukopsnia virus. A specific immunoflucrescence
was detectzd in cells inoculated with these samples. The
specificity ofi the test was confirmed by blocking of the
IF test by means of antibodies against CPV-2 virus.

Odczyn immunofluorescencji (IF) stosowano w pra-
cach eksperymentalnych nad patogeneza parwowiruso-
wej choroby pséw {pchp). Macartney i wsp. {6) badali
obecncéé parwowirusa psow CPV-2 w grasicy, weztach
chlonnych, nablonku jelit cienkich i grubych, watro-
bie oraz szpiku w réznych okresach po zakazeniu do-
$wiadezalnym. Swoiste $wiecenie wystepowalo po
24 godzinach w grasicy, po 48 w weztach chlonnych,
a po 96 w nablonku jelit cienkich. Appel i wsp. (1)
ohserwowali swoistg IF w wezlach chtonnych, sledzio-
nie i dwunastnicy pséw padlych z klinicznymi obja-
wami pchp. Stosujgc koniugat przeciwko wirusowi
panleukopenii ketéw wymienieni autorzy identyfiko-
wali wirus CPV-2 izoleawany w hodowli komorek
A 72, a Osterhaus i wsp. (9) w hodowli kombrek
MDCK.

Celem badan bylo okreslenie przydatnosci odczynu
IF z koniugatem przeciwko wirusowi panleukopenii
kotéw do identyfikacji wirusa CPV-2 izolowanego w
hodowli komerek FC.

Materiat i metody

Probki kalu od 300 psow z klinicznym podejrzeniem
pchp zbadano metoda hemaglutynacji i zahamowania he-
maglutynacji (HA —HI) w modyfikacji Carmichaela (2).
Odczyn wykonano mikrometoda w piytkach pleksiglaso-
wych z otworami ,V”. Warto$¢ ostatniego rozcienczenia
z wystepujgcg hemaglutynacja w odczynie hemaglutynacji
uznawano za miano hemaglutynacyjne badanego materia-
Tu. Swoisto$é odezynu hemaglutynacji potwierdzano kaz-
dorazowo cdczynem zahamowania hemaglutynacji. Spo-
$réd 72 prob o mianie hemaglutynacyjnym 1:4096 wybranao
losowo 10 do izolacji czynnika etiologicznego w hodowli
komérek FC. Hodowle prowadzono w probdéwkach Leighto-
na. Zakazone komérki FC inkubowano 72 godziny. Szkiel-
ka z zakazong hodowlg trzykrotnie ptukano w PBS, wyj-
mowano z probowek, odsgczano na bibule i utrwalano w
acetonie w temperaturze ok. —10°C przez 1 godzine. Ace-
ton zlewano, a utrwalone preparaty suszono w tempera-
turze pokojowej. Na tak przygotowane preparaty nano-
szono koniurgat przeciwko panleukopenii kotéw, znakowa-
ny izotiocyjanianem fluoresceiny, o ozndczeniach FITC
(markiertest Anti-Panleukopenia-Globulin der Fabr. Nr
1112, prod. Behringwerke) w rozcienczeniu 1:7 i inkubo-

wano 60 minut w komorze wilgotnej. Nastepnie odsgaczano
nadmiar koniugatu, preparaty dwukrotnie ptukano w OBS
i wraz w wodzie destylowanej. Po osuszeniu w tempera-
turze pokojowej, szkietka z hodowla zatapiano w glicery-
nie na szkielku podstawowym. Brzegi zalewano parafi-
ng. Ocene prowadzono w mikroskopie fluorescencyjnym
FLUOVAL-2 prod. Carl Zeiss Jena, ¢ filtrach 2 - KP49,
barierowym C; 249, lampie HBO 202, w obiektywie 16
i okularze 3,2. Preparaty kontrolne sporzgdzano w ukia-
dach:

— znany materiat

+ koniugat),

— znany material ujemny wirus

dodatni (parwowirus testowy TFD -

IBR/IPV -+ koniugat.

Wyniki i omédwienie

Wyniki badania 300 probek kalu metoda HA-HI
wg Carmichaela w kierunku pchp ilustruje tab. 1. We
wszystkich 10 probach izolacji wirusa CPV-2 w ho-
dowli komorekx FC oraz kontroli dodatniej w odczy-
nie IF bezposéredniej, obserwowano swoiste, intensyw-
ne zywozielone §wiecenie antygenu w cytoplazmie ko-
moérek FC (ryc. 1). Gwiazdkowaty ksztalt komoérek byt
zachowany. Szare jgdra komoérkowe mialy strzepiasty
obwod 1 nie wykazywaly $wiecenia. Identyczny obraz
IF chbserwowano w hodowli komorek FC zakazonych
wirusem testowym PD.

Otrzymane wyniki réznig sie zasadniczo od dotych-
czas opisywanych swoistych Swiecefi antygenu parwo-
wirusowego w jadrach zakazonych komoérek (3, 4, 5).
Wirusy DNA (7), w tym wirus CPV-2, tworza swo]
kepsyd w jadrze zakazonej komorki, ale replikuja sig
w cytcplazmie. W zwigzku z powyzszym istnieje moz-
liwoéé swoistego $wiecenia antygenu w cytoplazmie.
Mangeling (8) obserwowal swoista IF w cytoplazmie
i jadrach komoérek zakazonych parwowirusem S$win.
Immunofluorescencja w cytoplazmie wystepowala po
raz pierwszy juz po 30 minutach od zakazenia ho-
dowli komoérek, najprawdopodobniej na skutek fago-
cytowania agregatow wirusoéw, syntetyzowania biatka
wirusowego w cytoplazmie lub duzej koncentracji wi-
rusa w dawce zakazajacej. Po 7,5 godzinach obserwo-
wano swoiste $wiecenia w jadrach, gdzie replikowat
sie wirus. Po 24 godzinach IF wystepowata w jadrach

Tab. 1. Warto$¢ miana hemaglutynacyjnego wirusa CPV-2
w kale od 300 pséw z klinicznym podejrzeniem pchp

Warto$§¢ miana

Liczha psow 2 Procent’
hemaglutynacyjnego przypadkow
72 1 : 4096 24
26 1:2048 8,66
38 1:1024 12,66
40 1:512 13,33
28 1:256 9,33
30 1:128 10
15 1:64 5
6 1:32 2
2 1:16 0,66
43 proby negatywne 14,36
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Ryc. 1. Dodatni wynik IF — intensywne $wiecenie anty-
genu w cytoplazmie

i cytoplazmie zakazonych komoérek. Swiecenia anty-
genu w cytoplazmie byly bardziej intensywne. W nie-
ktéryech komoérkach obserwowano S$wiecenia antygenu
wylacznie w cytoplazmie. W miare uplywu czasu, od
60 godziny po zakazeniu, $wiecenia w jadrach komo-
rek stably i zanikaly, a intensywne $wiecenia w cyto-
plazmie utrzymywaly sie. Najprawdopodobniej repli-
kujace sie w jadrze czgstki wirusowe uwalnialy sie
z komorki przez cytoplazme, powodujac w niej swoiste
$wiecenia. Ostatecznym potwierdzeniem swoisto$ci od-
czynu IF bylo uzyskanie zahamowania immunofluore-
scencji nieznakowanymi przeciwcialami przeciwko wi-
rusowi CPV-2 oraz koniugatu w rozcieiczeniach 1:7
i 1:14 (ryc. 2). W probie kontrolnej ujemnej, to jest
wirus IBR/IPV =z koniugatem przeciwko wirusowi
panleukopenii kotow w rozcienczeniach 1:7 i 1:14, nie
stwierdzono swoistych $wieceni.

Reasumujac nalezy stwierdzi¢, ze $wiecenie anty-
genu parwowirusowego CPV-2 w cytoplazmie komo-

rek

IF nieznakowanym przeciweialem

Ryc. 2. Zahamowanie

FC nalezy uznaé za swoisty, dodatni odczyn

immunofluorescencyjny.
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Summary

The level of hydroxyproline in urine and other metabelic
indices in pigs after the administration eof vitamin D

The diagnostic value of the level of hydroxyproline in
urine, compared with the set of mineral, protein and lipid
metabolic indices, was assessed in case of experimental

hypervitaminosis D in piglets. During two weeks of
the experiment statistically significant changes in the
expressed by the hydroxyproline/creatinine coefficient,

were feund after a single administration of 10000 IU/kg
vitamin D. At the same time a ‘transitory signifi-
cant increase of the level of total calcium and a decrease
of inorganic phosphorus and the activity of alkaline pho-
sphatase in the serum were observed. No differences were
found in the concentraticn of total protein, urea, creatinine
and cholesterol in the serum. Out of the parameters de-
termining the bone-mineral balance, the concentraticn of
hydroxyproline in urine was of great importance; this

index was sensitive and displayed smaller standard devia-
tions and longer lasting possibilities to evaluate any chan-
ges due to hypervitaminosis D compared with the concen-
tration of total calcium, inorganic phosphorus and the
activity of alkaline phosphatase in the serum.

Profilaktyka chorob metabolicznych i czeste niepra-
widlowo$ci w zywieniu trzody chlewnej w chowie
przemyslowym stwarzaja konieczno$¢ kontrolowania
podstawowych przemian metabolicznych. Zalozeniem
badah bylo opracowanie zestawu parametrow labora-
toryjnych do oceny profilu metabolicznego $Swin. Ze-
staw wskaznikow oznaczanych w surowicy: stezenie
wapnia catkowitego, fosforu niecorganicznego, aktyw-
noé$¢ fosfatazy zasadowej, stezenie biatka calkowitego,
mocznika, kreatyniny 1 cholesterolu postanowiono



