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§rodki dziatajace na osrodkowy uktad nerwowy, leki prze-
ciwzakrzepowe. Klasycznym przykitadem takiego dziatania
byt Talidomid - uwazany za nietoksyczny i lagodnie
dziatajacy lek uspokajajacy i nasenny. Przyjety w poczat-
kowym okresie cigzy powodowat deformacj¢ ptodu. Réw-
niez preparaty hormonalne ujawniajg wiasciwosci
teratogenne. Podawanie kortyzonu myszom powoduje roz-
szczep podniebienia i inne anomalie u potomsiwa. Znane
sy rOwniez przypadki rozszczepienia podniebienia u dzie-
ci, kt6érych matki otrzymywaly duze dawki kortyzonu w
okresie wczesnej cigzy.

Efekt teratogenny moze by¢ réwniez skutkiem dzialania
fungicydéw. Powodujg one zmiany zwyrodnieniowe, obejmu-
jace oSrodkowy uklad nerwowy. Do substancji teratogennych
zaliczamy takze niekldre lotne substancje chemiczne takie,
jak: aceton, alkohol izomastowy, benzen czy toluen.

Przedstawione wyzej dane wskazujg, ze dlugotrwale
narazenie organizmu na réznorodne skazenia Srodowiska
wywoluje szereg zaburzen w procesach zyciowych. Ko-
nieczne wiec staje si¢ zapobieganie jego degradacji. Po-
jawia si¢ zatem pytanie, czy mozZemy temu zapobiec?
Najlepsza odpowiedzig na tak postawione pytanie bedzie
wypowiedZ niezyjacego juz premiera Szwecji — Olofa
Palmego, ktéry w 1972 r. na I Mig¢dzynarodowej Konfe-
rencji Ochrony Srodowiska w Sztokholmie powiedziat:
,»,Chodzi 0 przezycie na naszej ciasnej planecie. Problemy
Srodowiska moga doczeka¢ si¢ rozwigzania jedynie w
$wiecie pokoju i migdzynarodowej wspotpracy. Srodowisko
nie musi ulega¢ destrukcji. Mozemy zapanowac nad tymi

procesami, mozemy sta¢ si¢ panami naszej przyszitosci.
Ale nie wystarcza narodowe wysitki. Musimy pracowac
wspOlnie, mamy bowiem tylko jedng Ziemi¢” (2).
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Rozpoznawanie biataczki bydta testem syncytialnym
— mozliwosci i ograniczenia

Pracownia Patologii Komérkowej oraz Zaklad Biochemii Instytutu Weterynarii, Al. Partyzantéw 57, 24-100 Putawy

Test syncytialny polega na wprowadzaniu do hodowli
komérek wskaznikowych badanego materiatu komorko-
wego lub bezkomdrkowego. Pojawienie si¢ w nast¢pstwie
tego w hodowli olbrzymich komorek wiclojadrzastych
(syncytiéw) $wiadczy o obecnosci aktywnego wirusa. Czas
inkubacji testu wynosi od kilkunastu godzin do 7 dni.
Inaktywowane czastki wirusa lub martwe limfocyty bia-
laczkowe nie wywotujg dodatniego odczynu. Schemat te-
stu przedstawia ryc. 1.

SyncytiotwOrcze wilasciwosci wirusa enzootycznej bia-
faczki bydia (ebb) zostaly opisane juz w 1969 r. przez
Cornefert-Jensen i wsp. (1), jednak test syncytialny jako
metoda wykrywania wirusa i rozpoznawania bialaczki
zostat opracowany 7 lat péZniej przez Ferrera i Diglio
(2). Wiele publikacji w nastgpnych latach poswigcono
tej metodzie, umozliwiajacej bezposrednie wykrywanie
czynnika zakaZnego w limfocytach lub stwierdzanie obe-
cnosci przeciwcial testem zahamowania odczynu syncy-
tialnego (6). Rowniez w Polsce ukazaly si¢ na ten temat
publikacje z oSrodkéw naukowo-badawczych w Pulawach
(3, 4, 5) i we Wroctawiu (7, 8, 9). Tym niemniej ani za

granicg, ani u nas test ten nie znalazt szerszego zasto-
sowania w praktyce i jest wykorzystywany zazwyczaj w
pracach o charakterze naukowo-poznawczym.
Klimentowski i wsp. (8) przebadali 98 cielat i jaléwek
ze stada bialaczkowego testem syncytialnym oraz testem
ID. Wszystkie cielgta w wieku do 14 dni byly serologi-
cznie dodatnie w zwigzku z wystgpowaniem przeciwciat
siarowych, lecz wykazywaly one ujemny wynik testu syn-
cytialnego. Stopniowy zanik przeciwcial zanotowano u
badanych zwierzat od 6. tygodnia Zycia. Najmniej sero-
logicznie dodatnich reagentoéw, bo tylko 19%, wykryto u
poétrocznych cielgt. Ale juz polowa grupy 2-letnich jals-
wek wykazata obecnos¢ przeciwcial, co niewatpliwie bylo
skutkiem transmisji wirusa. Dodatnie wyniki testu syn-
cytialnego u starszych cielat i jaléwek wynosily Srednio
35%. Zwierzeta serologicznie ujemne, a wykazujgce dodatni
odczyn syncytialny byly szczegOlnie liczne w wieku 5-6
miesiecy (19%), rzadziej za$ wystepowaly u jaldwek (5%).
Otachel-Hawranek i Boruta (10) uzyly do badan 15
krow i 13 ich cielat w wieku 3-4 tygodni. W$roéd kréow
tylko jedna byla serologicznic ujemna. Test syncytialny
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Ryc. 1. Schemat wykonania testu syncytialnego

A - préba krwi badanego zwierzecia, B — izolacja limfocytéw w gra-
diencie, C - zawiesina badanych limfocytéw, D — hodowla komérek
CC81, E-G - komoérki CC81 w siudzienkach ptyty, H — limfocyty
kontrolne biataczkowego zwierzecia, I — studzienka kontrolna bez lim-
focytéw, J — komérki CC81 z limfocytami badanymi, K — komérki CC81
z limfocytami kontrolnymi, L. — kontrolny odczyn ujemny, M — odczyn
ujemny (brak stwierdzenia wirusa), N — odczyn dodatni (rozpoznanie
ebb), O — kontrolny odczyn dodatni.

w 6 przypadkach wypadt dodatnio, migdzy innymi tez u
krowy nie wykazujacej przeciwcial. Wsréd 13 cielat 9
bylo serologicznie dodatnich, a test syncytialny w 3 przy-
padkach dal wynik dodatni. W dwu przypadkach dotyczylo
to cielat serologicznie ujemnych, a w jednym przypadku
cielgcia z niskim mianem przeciwcial.

W badaniach wilasnych (5) poréwnano wynik testu
syncytialnego oraz testu ID u 188 sztuk mlodego bydia
w wieku do jednego roku oraz u 121 kréw. Zgodnos§¢
wynikéw obydwu testow wykazano u 80% zwierzat. Test
ID okazat si¢ czulszy od testu syncytialnego, poniewaz
wykazal wigcej odczyn6w dodatnich zaréwno v miodego
bydta (odpowiednio: 29 i 17%), jak i u dorostego (57 i
46%). Nadto przeprowadzono poréwnanie wynikow uzy-
skanych testem syncytialnym oraz metodg Polymerase
Chain Reaction (PCR). Materiat do badan stanowito 13
préb krwi krow wykazujgcych obecno$¢ przeciwciat dla
wirusa ebb w teScie ELISA oraz 16 préb od kréw
ujemnych w tym te$cie. Niezgodne wyniki stwierdzono
tylko w 4 przypadkach (14%). W trzech przypadkach
dodatni wynik PCR szedt w parze z ujemnym wynikiem
testu syncytialnego, a w jednym przypadku byta odwrotna
sytuacja (9).

Poniewaz powstawanie syncytiow moze by¢ spowodo-
wane rowniez przez niektdre inne wirusy, opracowane
zostaly testy kontrolujace swoisto§¢ odczynu wzorcowymi
surowicami. Schemat takiej metody kontrolnej, wykorzy-
stujgcej hamowanie odczynu swoistego  dla wirusa ebb,

Ryc. 2. Kontrola swoisto$ci testu syncytialnego

A - limfocyty badanego zwierzgcia, B — wzorcowe limfocyty biataczkowe,
C — surowica zdrowego zwierzgcia (BLV-), D — surowica biataczkowego
zwierzgcia (BLV+), E - 4 studzienki z komérkami CC81, F, I, J -
odczyny kontrolne, G - odczyn testowy dodatni (brak hamowania, odczyn
nieswoisty dla BLV), H - odczyn testowy ujemny (zahamowania odczynu,
odczyn swoisty dla BLV)

przedstawia ryc. 2. Je§li przeciwciala swoiste dla wirusa
ebb nie zdolaja zablokowa¢ odczynu, oznacza to, ze jest
on wywolany innym wirusem.

Jak wynika z powyzszych rozwazaf, test syncytialny
jest pracochtonny, czasochlonny, a zatem bardziej ko-
sztowny niz rutynowo przeprowadzane badania serologi-
czne. Nadto jest on mniej czuly niz test ID. Z tego
wzgledu nie ma on szans na szerokie zastosowanie w
diagnostyce choroby. Mozna go stosowa¢ w przypadkach,
gdy dodatnie odczyny serologiczne budzg zastrzezenia,
albo gdy zalezy nam szczegblnie na wykluczeniu lub
mozliwie precyzyjnym stwierdzeniu zakazenia wirusem
okreslonego zwierzgeia. Test syncytialny, wykonany obok
badafi serologicznych, zmniejsza wéwczas znacznie praw-
dopodobienstwo pomylki.

Nowoczesne metody laboratoryjne, takie jak PCR oraz
hybrydyzacja DNA z sondami molekularnymi, sg niewgt-
pliwie czulsze i bardziej swoiste od testu syncytialnego.
Sa one jednak bardziej kosztowne, a rutynowo nie sg
one w kraju wykonywane. Metody te nadto nie sg w
stanie odréznic¢ zinaktywowanej czastki wirusa od aktyw-
nej, ani komorki zywej od martwej. W rozpoznawaniu
aktywnos$ci wirusa ebb test syncytialny jest bezkonkuren-
cyjny, poniewaz dostarcza on wynik6w szybciej niz diag-
nostyczne zakazanie owiec.

Test syncytialny jest wykonywany w Instytucie Wetery-
narii w Pulawach, ktory podejmuje si¢ réwniez przepro-
wadzania badafi diagnostycznych na zlecenie terenowej
Sluzby Weterynaryjnej i hodowcéw. Serie badaf, nie prze-
kraczajace 30 prob krwi, pobranych SciSle wedtug instrukcji,
moga by¢ przesylane do Instytutu Weterynarii w Putawach
we wczesniej uzgodnionych terminach. Instrukcje wykony-
wania odczynu mozna réwniez otrzymac¢ w Instytucie (4).
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Wstepna ocena swoistosci przeciwciat monoklonalnych
do diagnostyki pomoru klasycznego $win )
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Summary

Evaluation of the specificity of monoclanal antibodies
in the diagnosis of classical swine fever

The specificity of a panel containing 36 monoclonal
antibodies (MAbs) for the diagnosis of swine fever (SF)
was evaluated by the immunoperoxidase monolayer assay
(IPMA).

For the test were utilized microplates coated with the
PK-15A cells which were infected with the following Hog
cholera virus (HCV) strains: Alfort-187, TVM-1 and 10
field isolates. MDBK cells propagated on microplates
were infected with Bovine viral diarrhoa virus (BVDYV)
of the NADL-158 strain.

By means of polyclonal antibodies the presence of all
of the HCV and BVDV strains which were bred were
demonstrated. Nine of 36 examined MAbs reacted exc-
lusively with Alfort-187 strain and with all field isolates.
The above-mentioned antibodies did not form immuno-
complexes with TVM-1 and NADL-158 strains. They
were defined as specific antibodies to HCV. One MAD
detected epitopes was present in the Alfort strain and
in all but one field HCV isolates. This antibody did not
detect the TVM-1 strain. Two clones specific for BVDV
used in this study reacted exclusively with the NADL-158
strain. Twenty four supernatants collected from hybri-
doma cell cultures produced distinct reactions on mic-
roplates coated with cells infected with the Alfort strain,
field isolates and the NADIL.-158 strain. The above men-
tioned antibodies were defined as specific for the Pesti-
virus genus.

For the precise selection of MAbs, additional studies
will be carried out, mainly in the range of evalnating
MAbs with BVDV field strains.

Nalezace do rodzaju Pestivirus, rodziny Flaviviridae (7),
wirusy: pomoru klasycznego Swin (HCV), wirusowej bie-
gunki i choroby bton Sluzowych bydia (BVDV) oraz
choroby granicznej owiec (BDV) charakteryzujg si¢ zna-
cznym pokrewiefistwem antygenowym (10), przy wyraznej

*)Praca zostata wykonana w ramach realizacji projektu PL-ARS
156, we wspétpracy z National Animal Disease Center, Ames, lowa,
USA finansowanego przez II Polsko-Amerykariski Wspc’)lny Fundusz
im. M. Sktodowskiej-Curie

heterogenno$ci antygenowej w obrebie poszczegllnych
gatunkéw. Dodatkowo nie ma mozliwosci jednoznacznej
serotypizacji pestiwiruséw (4, 7).

Bioragc pod uwagg mozliwo$¢ naturalnego lub sztucz-
nego (poprzez zainfekowane szczepionki) zakazenia Swifi
BVDV (3, 15, 16) lub BDV (17) oraz przedstawione
uprzednio pokrewiefistwo antygenowe tych wiruséw uwi-
dacznia si¢ problem rozpoznawania zakazefi wymienio-
nymi drobnoustrojami.

Precyzyjne réinicowanie poszczegblnych rodzajéw pe-
stiwirus6w mozliwe jest m.in. poprzez zastosowanie prze-
ciwcial monoklonalnych (MADs), skierowanych przeciw
swoistym dla poszczegllnych gatunkéw wiruséw gliko-
proteinom (20). Zestawy MAbs, specyficzne dla HCV,
opracowano juz w kilku laboratoriach zachodnioeuropej-
skich (1, 4, 6, 14, 19) i coraz cz¢éciej wykorzystuje sig
je rutynowo w diagnostyce roznicowej zakazenh HCV i
BVDV.

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki oceny swoistosci
zestawu MADbs otrzymanego w ramach badan wilasnych.

Materiat i metody

Hodowle komoérkowe

Do badan uzyto linii cigglej komérek nerki Swini
PK-15A.

Szczepy wirusowe

Postugiwano si¢ nastgpujacymi szczepami laboratoryj-
nymi Wél}lsa pomoru klasycznego Swifi: Alfort-187 o m Aa
nie 107" TCIDso/50 il oraz TVM-1 o mianie 107
TCID50/50 ul. W badaniach wykorzystano ponadto 10
izolatow terenowych wirusa pomoru, pochodzgcych z
zeym szezepow Zakladu Chordb Swid o mianie 10™

TCIDs50/50 gl (tab. 1). W ocenie swoistosci MAbs

postugiwano si¢ réwniez mikropltytkami oplaszczonymi
komérkami nerki bydta (MDBK), zainfekowanymi szcze-
pem NADL-158 BVDYV, kt6ry otrzymano dzigki uprzej-
mosci prof. Liessa z Instytutu Wirusologii Wyzszej Szkoly
Weterynaryjnej w Hanowerze.

Podtoza i reagenty

Do kultywacji hodowli komorek PK-15A uzywano plynu
Eagle’a z solami Earle’a (E/E), z dodatkiem gentamycyny
0,5 ml/100 m1 hodowli oraz 7% surowicy ptodowej bydlecej
(FCS) wolnej od przeciwciat BVDV.



