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heterogenności antygenowej w obrębie poszczególnych
gatunków. Dodatkowo nie ma moźliwości jednoznacznej
serotypizacji pęstiwirusów (4,']).

Biorąc pod uwagę mozliwość naturalnego lub sztucz-
nego (poprzez Zainfekowane Szczepionki) zakażenia świń
BVDV (3, 15, 16) lub BDV (17) oraz przedstawione
uprzednio pokrewieńStwo antygenowe tych wirusów uwi-
dacznia się problem rozpoznawania zakażęń wymienio-
nymi drobnoustrojami.

Preryzyjne róznicowanię poszczęEólnych rodzajów pe-
stiwirusów możliwe jest m.in. poprzęz zastosowanie przę-
ciwciał monoklonalnych (MAbs), skierowanych przeciw
swoistym dla poszczególnych gatunków wirusów gliko-
proteinom (Z0). Zestavły MAbs, specyficzne dla HCV,
opracowano już w kilku laboratoriach zachodnioeuropej-
skich (1, 4, 6, 14, 19) i coraz częściej wykorrystuje się
je rutynowo w diagnostyce różnicowej zakażeń HCV i
BVDV.

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki oceny swoistości
Zestawrr MAbs otrz},rnanego \il/ ramach badań własnych,

Materiał i metody

Hodowle komórkowe
Do badań użyto linii ciągłej komórek nerki świni

PK-l5A'.
Szczepy wirusowe
Posługiwano się na.stępującymi .szczępami laboratory. j-

nymi wir.;rsa pomoru klasycznego świń: A.lfort-187 o mĘ.-
nie l0"'' TCIDso/SO pl oraz TVM-1 o mianie 10*''
TCIDso/50 pl. l,V badaniach wykorzystano ponadto 10
izolat wiru chodzących z lp.:1ll-
zeum ładu o mianie IO''' -
10J,) (tab, swoistości MAbs
posługiwano się również mikropĘtkami opłaszczonymi
komórkami nerki bydła (MDBK), zainfękowanymi szcze-
pem NADL-158 BVDV, który otrzymano dzięki uprzej-
mości prof. Liessa z Instytutu Wirusologii '\Nyższej Szkoły
Weterynaryjnej w Hanowęrzę.

Podłoża i reagenty
Do kultywacji hodowli komórek PK-15A urywano płynu

Eagle'a z solami Earle'a (ElE), z dodatkiem gentamycyny
0,5 mV100 ml hodowli orazlVo surowiry płodowej bydlęcej
(FCS) wolnej od przeciwciał BVDV.

Wstępna ocena swoistości przeciwciał monoklonalnych
do diagnostyki pomoru klasycznego świń*)

Zakład Chorób Ś*iń In tytutu W"terlmarii, AL Pańyzantów 57, 24-100 Puławy

Summary
Evaluation of the speciflrcity of monoclanal antibodies
in the diagnosis of classical swine feyer

The specificity of a panel containing 3ó monoclonal
antibodies (MAbs) for the diagnosis of swine fever (SF)
was evaluated by the immunoperoxidase monolayer assay
(IPMA).

F'or the test were utilized microplates coated with the
PK-15A cells which were infected with the following Hog
cholera virus (HCĘ strains: Alfort-l87, TVM-1 and 10
freld isolates. MDBK cel|s propagated on microplates
were infected with Bovine viral diarrhoa virus (BVD!
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 Alfcń-187 strain and with all field isolates.
The above-mentioned antibodies did not form immuno-
complexes with TVM-I and NADL-158 strains. They
were defined as specific antibodies to IICY. One MAb
detected epitopes was present in the Alfort strain and
in all but one field HCY isolates. This antibody did not
detect the TYM-I strain. Two clones specific for BYDY
used in this study reacted exclusive|y 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 NADL-158 strain. The above men-
tioned antibodies were defrned as specifrc for the Pesti-
virus genus.

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

Należące do rodzaju Pestil,irus, rodziny Flaviviridae (7),
wirusy: pomoru klasycznego świń (HCV), wirusowej bie-
gunki i choroby błon śluzowych bydła (BVDV) oraz
choroby granicznej owiec (BDV) charakteryzują się zna-
cznym pokrewieństwem antygenowym (10), przy vyraźlej

*)Praca została wykonana w ramach realizacji projektu PI--ARS
156, we współprary z National Animal Disease Center, Ames, Iowa,
USA, finansowalęgo przez II Polsko-Amęrykański Wspólny Fundusz
im. M. Skłodowskiej-Curie
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przez komórki hy-
estu IPMA (immu_

1. Bufor do płukania oraz rozcieńczania koniugatu i
MAbs - PBS z dodatkiem 17o TWeenu 80.

4. Substrat - 3 amino-9 ethylcarbazole (Sigma) roz-
puszczony w dimethylformamide i zmieszany z buforem
octanowym.

Postępowanie

l1życia. W dniu wykonywania odczynu IPMA mikropłytki
płukano jed-
wprowadzano
po 100 p| te-

ozcieńczeniach

t1Jilalo_pźy użyciu mikroskopu odwróconego Telaval 3
(Carl Zeiss Jena), przy powiĘkszeniu 50 x.

Wyniki i omówięnie

Przy pomocy przeciwciał poliklonalnych wykazano obe-
cność wszystkich namnażanych szczepów HCV i BVDV
w uzytych do badań mikropłytkach. lVskazuje to jedno-

Tab. 1. Pochodzenie szczepów i izolatów HCV i BVDV

Wirus pochodzenie

Szczepy laboratoryjne HCV:

Alfort-187

TVM-1

Szczepy terenowe HCV:
u9ż
2i92
3/92
4l92
5l92
6l92
,7l92

8l92
9/92
tol9ż

Szczep laboratoryjny BVDV:

NADL_158

EEC Liason Laboratory, Hannover
(Prof. Liess), 1992

Laboratorium diagnosryczne, Drezno
(Dr. Ulbrich), 1987

izolat terenowy "S"
izolat terenowy "G"
izolat terenowy "SP"
izolat terenowy "B"
izolat teręnowy llKl

izolat terenowy "K'
izolat terenowy "K'
izolat terenowy "K'
izolat terenowy "BP"
izolat terenowy "P"

Instytut Wirusologii, Hannover
(Prof. Liess). 1993

Tab. 2. Izotypy wybranych przeciwciał monoklonalnych (MAbs)

Izotypy pochodzenie

17-78; 22-27; 30; 32 IgG1 IWet Puławy

1-5; 8-10; 73-1,4; 16;
20: 33

IgG2a IWet Puławy

6-7; 71-12; 75; 79;
2I: 28-29: 31:34

IgG2b IWe1 Puławy

brak danych

Tab. 3. Aktywność sekreryjna panelu 36 MAbs

Znacznię, że wykorzystane do badań Szczępy pestiwiru-
sowe charakteryzlją się obecnością wspólnych antygenów.

Dziewięć (l7, 1,8, 22, ż3, 24, 25, Z7, 30, 32) spośród
36 charakteryzowanych serologicznie MAbs reagowało ze
szczepęm Alfort - 187 (w mianach 'J.:32 - 1:128) oraz
ze wszystkimi terenowymi izolatami HCV. Przeciwciała
te nie tworzyły kompleksów immunologicznych Ze szcze-
pem TVM-I oraz szczepem NADL-158. Na podstawie
uzyskanych wyników wspomnianę MAbs określono jako
swoiste dla HCV, Charakteryzowały się one obecnością
epitopów konserwatywnych dla HCV, a nieobecnych w
uzytym szczępię BVDV oraz atenuowanym szczępię TVM-
1, Na uwagę zasługuje fakt prąlnależności wszystkich wy-
mienionych przeciwciał do podklasy IgG1 (tab. 2).

MAbs oztlaczone numerem 26 wykrywało epitopy obe-
cne w Szczepie Alfort i w prawie wszystkich, z wyjątkiem

C16; C45 In§t}tut Wirusologii,
Hannover

Szczepy pestiwiruśowe
(HCV, BVDV)

Izolaty terenowe
I,2,3, 4, 5, 6,

NADL_158 (BVDV)

ż2-Z5,27,30, 32

C16; C45
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jednego, terenowych szczepach HCV. Przeciwciało to nie
wykrywało szczepu TVM-1,

Dwa uĄte w badaniach klony (C16 i C45), swoiste
dla BVDV, reagowały wyłącznie ze szczepem NADL-158
BVBV, nie tworząc immunokompleksów z żadnym in-
nym, użytym do badań szczepem pestiwirusów. Zgodnie
z danymi opublikowanymi wcześniej przez Hessa i wsp.
(6) oraz wynikami badań własnych przeciwciała te zali-
czono do swoistych dla BVDV.

Dwadzieścia cztery supęrnatanty z hodowli komórek
hybrydoma dawało wyraźną reakcję barwną na mikropłyt-
kach opłaszczonych komórkami zakażonymi szczepem Al-
fort oraz izolatami terenowymi w mianie 1,:8 - 1,:128, a
także szczepem NADL - 158 w mianie 1:4 - I:32.
Przeciwciała te określono jako swoiste dla rodzaju Pe-
stivirus. Warto nadmienić, że wszystkie te przeciwciała
należaĘ do podklasy IgGZa oraz IgGżb.

Wykazana kr zyżowa reakcja charakteryzowanych MAbs
zę szczepem BVDV wskazuje na uwidocznione już przez
Mengelinga i wsp. (12) oraz Corthiera i wsp. (2) pokre-
wieństwo antygenowe między wirusami HC i BVD.

Warto podkreślić, że żadne MAbs nie wykrywało obe-
cności atenuowanego szczepu wirusa pomoru świń TVM-
1. Wskazuje to, że wspomniany szczęp pozbawiony jest
epitopów charakterystycznych dla terenowych szczepów
HCV oraz referenryjnego szczepu Alfort. Szczep TVM-1
wykorzystywany był do produkcji atenuowanej szczepion-
ki przeciw pomorowi świń w Czechosłowacji (8) oraz w
Polsce (13). W krajach tych wykazano wysoką wartość
ochronną szczepionki, zawierającej wspomniany szczep.
Biopreparat ten w wielokrotnie powtarzanych doświad-
czeniach chronił uodporniane świnie przed kontrolnym
zakażęniem wysoce zjadliwymi terenowymi szczepami
HCV. Uzyskany w badaniach własnych wynik wskazuje,
żę brak w szczepie TVM-1 epitopów wykrywalnych przez
uzyskane MAbs nie wpĘnął w sposób istotny na utratę
przez tęn szczep właściwości immunogennych, ogranicza-
jąc jednocześnie w sposób zasadniczy jego zjadliwość.
Wcześniej wykazano (2O), że różnorodność epitopowa
szczepów HCV nię jest skorelowarla z ich zjadliwością;
q/towany autor wykazał, że szczepy charakteryzujące się
obecnością takich samych epitopów różn1\ się istotnie
pod względem zjadliwości. Można sądzić, że uzyskane
MAbs mogą być wykorzystanę do rozróżnięnia zakażęń

świń terenowymi szczepami HCV od obecnego w mig-
dałkach świń, w określonych sytuacjach (do 2-3 tygodni
po immunizacj|), szczepionkowego szczepu TVM-1.

Reasumując przedstawione wyniki należy podkreślić,
że prezentowana praca jest etapem na drodze do uzy-
skania zestawu przynajmniej dwóch specyficznych i chara-
kteryzujących się wysokim mianem MAbs dla HCV.

Uzyskanie zestawu dziewięciu przeciwciał monoklonal-
nych wykrywających wszystkie terenowe i referenryjny
szczep wirusa pomoru świń stwarza podstawę do opraco-
wania serologicznych metod diagnostyki - ELISA, umo-
żliwiająrych jednoznaczne odróżnienie zakażeń HCV i
BVDV u świń.
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SAVINI G., DUNSMOVE J. D., ROBERTSON I. D.:
Badanie psów w Zachodniej Australii w kierunku zara-
żenia Sarcocystis sp. i innymi pasożytami jelitowymi. (A
survey of Western Australian dogs for Sarcocystis spp.
and other intestinal parasites). Aust. Vet. J-'70,275-276,
1993 (7)

Badano kał od 732 psów w wieku od 3 miesięry do 17 lat na obecność
oocyst i sporocyst Sarcocystis sp.. Próbki kału pochodzĘ od pńw stale
przebywających w psiarniach, psów myśIiwskich oraz psów przebywających
na farmach. Sarcorystis występował częściej aniżeli inne pasoĄty w kale
wszystkich trzęch grup psóvł (31/%). Trzy psy przebywające na farmie
byĘ zarażone Isospora ohioensis i I. burrowsi, dwa z psiami L canis.
Qnty Giardia spotykano częściej u pńw z psiarni, przy czym 71,,9% pńw
w wieku do 2 |at i 3,0% pńw starszych było zarażonych tym pasożytem.
Jedno szczenię i szść dorosłych osobników było zarazonych przez lJnci-
naria stenocephala. Sarcorystis zakażał częściej psy karmione mięsem nie
poddanym obróbce termicznej, zwłaszcza mięem owiec.

,G.

VAN BERKY A. G., TOWNSEND W. L.: Zależność mię-
dzy częstotliwością występowania zmian w macicy a §to-
sowaniem octanu medroksyproge§teronu do kontroli
wielkości populacji psów. (The relationship between the
prevalence of uterine lesions and the use of medro-
xyprogesterone actetate for canine population control).
Aust. Vet. J. 70,249-Z5O, 1993 (7)

Określono zależnńć pomiędry występowaniem zmian chorobowych w
maciry a stosowaniem w celu zahamowania rui octanu medroĄrprogeste-
ronu (MPA), Badaniami objęto 1,75 suk. U 42 zastosowano MPA w formie
iniekcji. Zmiany chorobcnłe w maciry lvystąplły u 74,97o suk, przy czym
dotyczyły one 45Vo suk otrzymująrych MPA i 5Vo suk z g:lJpy kontrolnej.
u4lskane wyŃki wskazują na istnienie wysokiej korelacji poniędzy stoso-
waniem MPA a występowaŃem zmian chorobowych w maciry. VĄntępo-
wała pvy tym wyraźna za|eżlośś pomiędzy wiekiem suk (ponad 2 lata)
a pojawieniem się zmian patologicznych w maciry. Liczba porodów nie
wpływała natomiast na częstotliwość tych zmian.

G.


