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Summary

Inrmunofluorescent test for tłre iclentification of canine
parvovirus (CPV-2) propagated in a continuous FC line
of cells

The 300 faeces derived from the dogs
suspec ne parvovirosis lvere tested by the
haema and haemagglutination-inhibition tests
according to Carmichael. Out of tlre samples which had
a titre of 4096 ten samples were taken at random to pro-
pagate CPV-2 in a continuous FC 1ine of c:ils. After
?2 hours the inoculated cells wete examined by the direct
ii-nmunofluorescent test using a 1abelled antibody against
feline panleukop:nia virus. A specific immunof]ucrescence
rvas detect:d in celis inoculated with these samples. The
specificity oi the test was corrtirmed by ł:locl<ing of the
Ii' test by means of antibodies against CPV-2 virus.

Odczyn inrmunofluorescencji (IF) stosowano w pł:a-
cach eksperyrnentalny,cLr nad patogenezą parworviruso-
wej choroby psów l(pchp). Macartney i lvsp. (6) badali
obecncŚĆ parwowi,rusa psólv CPV-2 w grasicy, węzłach
chłonnych, nabłonku jellit cien,kich i grubych, wątro-
bie oraz szp,iku w różnych okres,ach po zakażeniu do-
świadczalnym. Swoiste śrł,iecenie występowało po
24 go,Czinach r,v grasicy, po 48 w rvęzłach chłonnych,
a po 96 w nabłonku jelit cienkiclr. Appel i rvsp. (1)

c,bserr,vowaLli swoistą 
'P 

uu 11,ęzłach chłonnych, Śledzio-
nie i dłvunastnicy psór,v padłych z klinicznymi obja-
warni pchp. Stosując koniugat prz,eciwko wirusowi
panleukopenii kotow wyrnienieni autorzy identyfiko-
wali rvirus CPV-2 izolctwany w hodowli komórek
A 72, a Osterhaus i wsp. (9) w hodcwli kornórek
}lDCK.

Celem badań było okreśIenie przydatnośc,i odczynu
IF z korriugatem przeciłvko lvirusowi panleukoperrii
kotó,w do identyfiikacji wirusa CPV-2 izolowanego w
hodowli komerek FC,

Materiał i rnetody
Próbki kału od 300 psów z klinicznym po,dejrzeniem

pchp zbadano metodą he,maglutynacji i zahamowania he-
maglutynacji (HA - HI) w modyfikacji Carm,ichaela (ż).
Odczyn wykonano mikrometodą w płytkach pleksiglaso-
wych z otworami ,,V". Wartość ostatniego rozcieńczenia
z występującą hemaglutynacją w odczynie hemaglutynacji
uzna]Wano za m ar'o hernaglutynacyjne ;badanego materia-
łu. Swoistość o,dczynu herraglutynacji pot,,"rierdzano każ,
dorazowo o,dczynem zahałnowania hemaglutynacji. Spo-
śród ?2 prób o mianie hemaglutynacyj,nym 1:4096 wybrano
losowo 10 do izolac ji czynnika etiologicznego w hodowli
koimórek FC. Hodowlę prowadzono w probówkach Leighto-
na. Zakażone komórki FC inkubowano 72 godziny. Szkieł-
ka z zakaż,oną hodorrvlą trzykrotnie płukano w PBS, wyj-
mo,wano z probówek, odsączano na bibule i utrwalano w
acetonie w temperaturze ok. -10"C przez I go,dzinę. Ace-
ton zlełvano, a utrwalone prelparaty suszono w tempera-
turze poko jowe j. Na tak przygotowane preparaty nano-
szono koniueat przeciwko panleukopenii l<otów, znakolva-
ny izotiocyjanianem fluoresceiny, o oznaczeniach FITC
(markiertest Anti-Panleukopenia-Globulin der Fabr, Nr
1112, plod. Behringwerke) w rozcieńczeniu 1:? i inkubo-
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wano 60 mirlut w ko,rnorze wilgotnej. Na,stęp,nie odsączano
nadmiar koniugatu, preparaty dwukrotnie płukano w OBS
t wraz w wodzie destylowa,nej. Po osuszeniu w tempera-
turze pokojorwej, szkiełka z ho,dowlą zatapiano w glicery-
nie na szkiełku podstawowym. Brzegi zalewano parafi-
ną, Ocenę prowadzono w mikroskopie flu
F'LUOVAL-2 prod. Carl Zeiss Jena, o filtr
barierowym Cl 249, lampie HBO 202, w
i oku]arze 3,2. Preparaty kontrolne sporządzano w ukła-
dach:

- zna,ny materiał
* koniugat),

- zrany materiał

Wyn

dodatni (parwowirus testor,vy FD ł

ujernny wirus IBR/IPV -l koriugat.

iki i omówienie

Wyniki ba,dania 300 probek kału metodą HA-I]I
r,vg Carmiehaela w kierrr,rnku pchp ilustruje tab. 1. -We

r.vszystkich 10 probach izolacji wirusa CPV-2 w Łro-

rlor,vli kornorek FC oraz kontroli dodatniej r,v odczy-
nie IF bezp,ośredrriej, obserwowano sw,oiste,,intensyw-
ne żywozielone świ.ecenie antygenu w cytoplazmie ko-
mó,rek FC (ryc. 1). Gwiazdkcivaty kształt ko,mórek był
za,cho,r,vany. Szare jądra koimórkowe miały strzępiasty
o,bwód i nie lvykazywały śrvie,cen,ia. Ide,ntyczny obraz
Il- cbser,rvowano w hodowli kornórek FC z,akażonych
ivirusem testor,vym PD.

Otrzymane wyniki różnią się zasadniczo od dotych-
cza3 o,pisywanych swo,istych Świeceń antygenu parwo-
r,virusc,lvego w jądrach zakażorrych kornórok (3, 4, 5).

Wiru_sy DNA (?), rł, tym rvirus CPV-Z, two,rzą sr,vój

karpsyd rv jądrze zakażonej komórki, atre replikują się
w cy,t6m]3211i.e. W złviązku z powyższym istnieje moź-
1iwość swoistego świecenia a,nltygenu w cyto|plazrnie.
\4angeling l(B) obserwował swois,tą IF w cytoplazmde
i ją,Crach komórek zakażotrych parwowirł.r,sem świń.
Imłnunofluoresce,nc ja w cytoplazrni,e występowała po

raz pierwszy już po 30 minutach o,d zakażenia ho-
dołvli kcmorek, najprawdopodobniej na skutek fago-
cytowania agregatów wirusów, syrltetyzowania białka
rvi,rusc,r,vego w cytoplazmie lub dłrżej koncentracji wi-
Iusta ,w dawce zakaż,ającej. Po 7,5 go,dzinach ob,serwo-
lvano swoiste świece,nia w jądrach, gdzie ł:eplikował
się wirus. Po 24 godz,inach IF występowała ,",., jądractt

Tab. 1, Wartość miana hemaglutynacyjnego wirusa CPV-2
w kale od 300 psów z klinicznym podejrzeniem pchp

Licz'ba psów wartość rniana
h ema glutyn acy jneg o

Procent
przypadków

72
26
Jó

A0
28
30
15

t)

2

:4096
: 2048
:1024
:512
: 256
| |żB
:64
,.32

:16

24
8,66

12,66
ll J,DD

9,33
110

5r
2
0.66

14,36,próby negatywne



490 Medycyna Wet. 46 (l2) 1990

Ryc. 1. Dodatni q,ynik IF - intensywne świecenie anty-
genu -{/ cytoplazmie

i cytcplazrnie zakażonych kornórek. Swiecenia anty-
genu w cytopl,azm,ie były iba,rdziej intensyw,ne. W nie-
których kornó,rtka,ch o,bśerwowano świecenia antygenu
wyłączn,ie w cy,toqllazmie. W milarę ,upływu czasu, od
60 godziny po z,akażeniu, świe,cenia w jądrach korno-
rek słabły i zanikały, a inńensyrvne świece,nia w cyto-
plazmie utrzyrnyw,ały się. Najprawdopo,dobniej repli-
kujące się w jądrze cząstki wirusowe uwalniały się
z kornó,rki przez cyitoplazn-nę, powodując w niej swoi,ste
świecend,a. Osta,te,cznyrn potwńe,ndzeniem swoistości od-
czynu IF było uzyskanie zaharmowania i,mmunofluore-
scencji n,ieznakowanyrni przeciłvciałami przeciwko wd-
rusowi CPV-Z oraz k,oniugatir.r w roz,cieńczeniach 1:7

i 1:14 (ryc. 2). W prórbńe kontro,lnej ujernnej, to jest
wirus IBRAPV z koniugatern przeciwko wiruso,wi
panleukopenii kotow w rozcieńczeniach 1:7 i 1:14, nie
stw,ierdzono swoistych świeceń.

Reasurnrtrją,c należy srtwierdzić,
genu parwowinLrsowego CPV-2 lv
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Summary
The level of hytlroxyproline in urine anil other metałrolic
indices in pigs after the administration of vitamin D

The diagnostic value of the level of hyCrox;zproline in
urine, compared with the set of mineral, protein and lipid
metabolic indices, lvas assessed in case of experimental
hypervitaminosis D in piglets. During two weeks of
the experiment statistically significant changes in the
expressed by the hydroxyproliine/creatirnine coefficient,
were fcund after a single administration of 10 000 IU/kg
vitamin D, At the sarne time a transitory signifi-
cant increase of the level of total calcium and a decrease
of inorganic phosphcrus and the activity of alkaline pho-
splratase in il-ie serum wele observed. No differences were
found in the concentraticn of total protein: urea, creatinine
and cholesterol irr the se]:um. Out of the parameters de-
termining the bone-m,ineral ba.]ance, ihe concentration of
hydroxyproline in urine was ci great irnportance; this

Ryc. 2. Zahamowarrie IF niezrrakcwanyrn przeciwciałern

rek FC nateży uznać za sw,oisty, dodatni odczy,n
imrnu,no f lrrorescencyjny.
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Stężenie hydroksyproliny w moczu orQz inne wskoźniki
przemion mełobolicznych Świń po wiłominy Dpodoniu
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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-
iration of total calcium, inorganic phoŚphorus and the
activity of aikaline phosphatase in the serum.

Pro,fila|ktyka cLrorób rrretabo.]icznych i,częst,e nie,pra-
widłowości w żywieni;u trzody chlewnej w chowie
przernysłowyin stwarzają konieczność kontrolowania
po,dstawcwych przernian metab,clicznych. Założeniern
badań było opra,cowanie zestawu par,ałmetrów labora-
toryjnych do oce,ny pro,fitru rnetaholiczn,ego świń. Ze-
staw wskaźników oznaczanyclt w su,rowicy: s,tężenie
wapnia całkowińego, f osf oru nieorganicznego, akiyw-
ność fosfatazy zasadowe,j, stężenie b,iałka c,ałkowitego,
rnocznIka, kreat.vrriny i chclesterołu positano,ń/i,ono


