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otrzymaniu dodatniego wyniku préby biologicznej, potwier-
dzonego odczynem IF (myszki padaty kolejno w 16, 17, 20
i 30 dniu), odczyn IF dla mézgu psa powtdrzono 1 otrzymano
identyczne wyniki. Bardzo drobne $wiecenia nie mogly by¢
wykryte koniugatem natywnym ze wzgledu na maskujacy wptyw
jasnozielonego tta. Zastosowanie koniugatu z tej samej seril w
modyfikacji A i B dalo catkowite wygaszenie tta i ujawnito
§wiecenia specyficzne. Swoiscie swiecace ciatka wtrgtowe
byty wyraznie widoczne. Uzycie koniugatu Bioveta w trady-
cyjny sposéb, moze zatem w niektérych przypadkach sprawiac
trudnogci w podjeciu prawidlowego rozpoznania z powodu
maskujacego §wiecenia tta. Trudnosci te moga zaistnie¢ w
przypadku wystgpowania w badanym materiale znikomej ilosci
antygenu wirusa wscieklizny. Fatszywie ujemne wyniki sta-
nowia zagrozenie dla oséb poszkodowanych ze wzgledu na
opdZnione rozpoznanie, bowiem dodatni wynik proby biolo-
gicznej otrzymuje si¢ po ok. 5-16 dniach. W wyniku pokasania
czlowieka, wirus namnaza si¢ w miejscu wniknigcia 1 rozpo-
czyna wedrowke w kierunku mézgu. Wskutek opéznionego
rozpoznania choroby, osoba poszkodowana jest narazona na zbyt
pé7ne poddanie si¢ szczepieniom interwencyjnym. Reasumujac,
mozna stwierdzi¢, ze uzycie zmodyfikowanego opisanymi me-
todami koniugatu Bioveta, obecnie szeroko stosowanego w

diagnostyce wscieklizny na terenie calego kraju, powinno
przyczynié si¢ do wyeliminowania lub ograniczenia falszywie
ujemnych wynikéw w odczynie IF. Obnizenie nieswoistego
$wiecenia tkanki mézgowej w preparatach powinno przyczynic
si¢ do polepszenia komfortu pracy pracownikéw diagnozuja-
cych wscieklizne i wzrostu wiarygodnosci omawianej metody.
Wygaszenie niespecyficznego §wiecenia tta i udoskonalenie
laboratoryjnego rozpoznawania wécieklizny zwierzat mozna uzy-
skaé przez adsorpcje koniugatu Bioveta homogenatem tkanki
mézgowej zdrowych myszek lub dodatek bigkitu Evansa.
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Zastosowanie testu IMPA do wykrywania
przeciwcial dla herpeswirusa kotow
(FHV-1) w Polsce
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Summary

The use of IMPA for serological detection of feline
herpesvirus type 1 (FHV-1) antibodies in cats in Po-
land

Serological examinations with the use of IMPA of
335 cats not vaccinated against infectious feline rhi-
notracheitis (FRT) showed a prevalence of feline her-
pesvirus type 1 (FHV-1) in 61.5% of Polish cats. Most
of the seropositive cats had high (16-64) or very high
(128-512) FHV-1 antibody titre. The seropositive cats
were mainly detected in large towns or animal shelters
(82% seropositive animals). Most seropositive cats
were more than 12 months old. The lowest percentage
of FHV-1 seropositive animals was noted in cats less
than 3 months old. IMPA can be used for the routine
serological diagnosis of herpesvirus infections in cats.

Schorzenia zakazne gérnych drég oddechowychkotéw (URTD
— upper respiratory infection diseases) wywolywane sa najcze-
Sciej przez herperwirus typ-1 (FHV-1) i kaliciwirusy kotow
(FCV). Objawy URTD obserwuje si¢ gtéwnie u mlodych
kotéw, zwykle péZna jesienia lub wezesna wiosna (11). In-

fekcje herpeswirusowe rozpoznawane sa u kotéw najczgscie]
jako tzw. zakaZne zapalenie nosa i tchawicy (2, 3, 11). W
odréznieniu od zakazed FCV w przebiegu zakaZznego zapalenia
nosa i tchawicy notuje si¢ znacznie wyzszy odsetek $mier-
telnosci (30%) jak réwniez mozliwos¢ wystgpowania innych
objawéw chorobowych w tym zaburzen w rozrodzie (zamie-
ranie ptodéw i padnigcia oseskéw) czy zaburzed w funkcjo-
nowaniu centralnego uktadu nerwowego. Obserwowane u kotow
nawrotowe i przewlekle zapalenie zatok lub bton sluzowych w
obrebie glowy jest réwniez, czesto wynikiem zakaZzenia latent-
nego wirusem FHV-1 (1, 6, 11). Dodatkowo, dziatanie immuno-
supresyjne herpeswirusa, sprzyja rozwojowi infekcji oportuni-
stycznych (chlamydiami, bakteriami lub grzybami chorobotwor-
czymi) co powoduje, ze przebieg zakazenia bywa niejednokrotnie
bardzo ciezki. Stad tez FHV-1 wymieniony jest wérdd naj-
bardziej patogennych czynnikéw zakaznych kotow (8).

Obserwacje kliniczne wskazuja na czeste wystepowanie przy-
padkéw URTD w Polsce. J ednak jak dotad badania nad udziatem
wirusowych czynnikéw zakaZnych (FCV, FHV-1) w wywo-
tywaniu tego syndromu ograniczaja si¢ do jednej pracy oma-
wiajacej izolacje wirusa FCV (12). W zwiazku z tym uznano
za celowe przedstawienie wynikéw badan serologicznych w
kierunku FHV-1, przeprowadzonych z zastosowaniem testu
IMPA (immunoperoxidase monolayer assay).
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Materiat 1 metody

Hodowla komérkowa. Do badan uzyto linii ciggtej komdérek
nerki kota CrFK (Crandell Feline kidney). Komérki namnaza-
no w ptynie wzrostowym DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium — Sigma) zawierajacym 5-10% bydlgce) surowicy
ptodowej (F.C.S. Sera-Tech GmbH), 200 mM L-Glutaminy
(Sigma) oraz 50 pg/ml gentamycyny (Gibco BRL).

Wirus. Wykorzystywano atenuowany szczep G2620A her-
peswirusa kotéw (FHV-1). Witus, namnazany wg ogdlnie
przyjetych zasad (10) w komdérkach linii CrFK, osiagal miano
10 TCIDs0.

Antygen ,fazy stalej” testu IMPA. Dla przygotowania fazy
statej jako antygenu uzywano supernatantu uzyskanego z ho-
dowli CrFK zakazanej wirusem FHV-1. Supematant oczyszczano
wslgpnie z pozostatosci komoérkowych poprzez wirowanie (4 tys.
pm.) a nastepnie saczono przez saczek membranowy 220 nm.
(Millipore). Oczyszczony antygen przechowywano w temp.
-80°C.

Surowice. Zbadano 335 surowic kotéw, nie szczepionych
przeciwko zakaZnemu zapaleniu nosa 1 tchawicy, pochodzg-
cych 7z Warszawy, Lublina, Wroctawia, Poznania, Bielska Bialej
1 Putaw. Kolekcjonowane surowice przechowywano w temp.
-20°C. Jako kontrole dodatnie i ujemne, testu IMPA, w bada-
niach wykorzystywano surowice dodatnie uzyskane od kotéw
hiperimmunizowanych wirusem FHV-1 oraz znane surowice
ujemne (12).

Test IMPA. Test wykonano wg zasad opracowanych przez
Jensen (9) dla testéw NPLA i PLA, uwzgledniajac jednak
odmienne parametry uzyskania fazy statej, wynikajace z wila-
sciwosci cytopatycznych wirusa FHV-1 oraz rodzaju uzytej
hodowli komérkowej.

Przygotowanie fazy statej. Hodowlg komérkowa zaktadano
w ptaskodennych mikropihyltkach Nunclon TM, wprowadzajac
do kazdego basenika 5x107 komdrek o zywotnosct nie mniejsze]
niz 95%. Po 24-36 godzinach inkubacji w temp. 37°C, w atmo-
sferze 4% COg, komdrki zakazano dawka 100-300 TCIDsg po
czym inkubowano przez kolejne 36-48 godzin. Po pojawieniu
si¢ pierwszych zmian cytopatycznych hodowle utrwalano 40%
roztworem acetonu w PBS (bez soli Ca 1 Mg) przez 20 min. Po
wysuszeniu w temp. pokojowe], utrwalone mikroptytki prze-
chowywano w stanie zamrozenia w temp. -20°C.

Wykonanie testu. Surowice badano w rozcienczeniach 1/2 —
1/512. Do poszezegolnych basenikéw mikroptytki wprowadza-
no po 50 ul odpowiednio rozciericzonej surowicy i inkubowano
w temp. 30-37°C przez 30 min. po czym plukano 3-krotnie w
buforze do ptukania PBST (PBS bez soli Cai Mg, 2% Tween
20). Nastgpnie wprowadzano po 50 ul koniugatu peroksydazo-
wego (anti-cat IgG H+L — The Binding Site) w rozcieiczeniu
1/200 i ponownie inkubowano w takich samych warunkach.
Reakeje barwna, po uprzednim 3-krotnym wyptukaniu mikro-
plytki, wywotywano substratem (3 amino- 9 ethylcarbazole —
Sigma) przygotowanym wg metody podanej przez Jensen (9).

Wynik testu odczytywano w mikroskopie §wietlnym Jenaval
FA (Carl Zeiss Jena) przy powigkszeniu 100x.

Wyniki i oméwienie

W prezentowanej pracy do badan serologicznych zastoso-
wano test IMPA zamiast powszechnie dotychczas stosowanego
odczynu seroneutralizacji (SN). Test ten umozliwia badanie
mian surowic wobec wiruséw namnazajacych si¢ w hodowli
komorek in vitro bez wywotywania w nich zmian cytopatycznych
1 stosowany jest migdzy innymi, w serologicznej diagnostyce
réznicowej zakazen pestiwirusowych u §win (9). Zasada testu
jest reakcja przeciwcial zawartych w badanej surowicy z anty-
genami wirusowymi znajdujacymi swa ekspresje na btonach
komérkowych lub w cytoplazmie zakazonych komdrek. W
ostatnich latach, ze wzgledu na szereg zalet tego testu jest
on wykorzystywany w badaniach serologicznych coraz cze-
$ciej zamiast klasycznego odczynu SN. Stosowanie testu IMPA,
w odréznieniu od SN, nie wymaga ciagtego 1 kosztownego
utrzymywania hodowli komdérkowych oraz kazdorazowego ba-
dania miana antygenu wirusowego. Przede wszystkim jednak
nie wymagane jest zachowywanie bezwzglednych warunkéw
jatowosci w trakcie badania surowic oraz nie wystepuja pro-
blemy zwiazane z toksycznym oddzialtywaniem surowic na
zywe komorki. Dodatkowo test IMPA pozwala na szybsza i
prostsza interpretacje wyniku.

Zastosowanie IMPA do omawianych badan, poprzedzono
opracowaniem warunkéw jego wykonywania w stosunku do
antygenu FHV-1 (m.in. okre§lenie optymalnej dawki wirusa,
czasu jego inkubacji czyli parametrow warunkujacych eks-
presje wiekszosci immunogennych biatek wirusa rozpozna-
wanych przez przeciwciata FHV-1). W nastgpnej kolejnosci
oceniano wyniki uzyskane przy badaniu 8 surowic (w tym
ujemnych, stabo i wysoko dodatnich) w odczynie SN i tescie
IMPA. Uzyskane wyniki (wysokogci mian badanych surowic)
byly poréwnywalne co przemawialo za mozliwoscig zastoso-
wania testu IMPA do serologicznych badari przegladowych
w kierunku zakazenl herpeswirusowych u kotéw.

Ogétem zbadano 335 kotéw pochodzacych z miast i osrod-
kow podmiejskich (tab. 1). Z tej liczby 206 kotéw, (j. 61,5%
posiadato miana przeciwcial >2. Brak reakcji z antygencm
FHV-1 w tescie IMPA stwierdzono w 129 przypadkach, co
stanowi 38,5% badanych zwierzat. Najwickszy odsetek kotow
wykazujacych dodatnie miana przeciwcial stwierdzono w du-
zych aglomeracjach miejskich (Warszawa, Poznan, Wroctaw,
Lublin) przy czym na uwage zastuguje fakt, ze w tej grupie
zwierzat wiekszo$¢ posiadata wysokie (16-64) lub bardzo wy-
sokie (128-512) miana przeciwcial FHV-1. Dalsza analiza
uzyskanych wynikow wykazata, ze wigkszos$¢ seroreagentow

Tab, 1. Wystepowanie przeciwcial dla herpeswirusa FHV-1 u kotéw w Polsce

Miejsce Liczba Miano surowicy w teScie IMPA | Ogétem o mianie > 2
pochodzenia | badanych <2 2-8 16-64 128- > 512
kordw | otoly liczba e liczba o liczba %o liczba % liczba | % -
Lublin 119 49 4] 14 11.7 30 25 26 21.8 70 | 588
Putawy 61 | 34 55.7 12 19,6 l.l 18 4 6.5 27 443
Wroctaw 52 14 26.9 2 3.8 34 65,4 2 3.8 38 | 73,1
Warszawa 13 2 154 S 38.5 5 385 1 7.7 11 84.6__
Poznan 74 27 36.4 17 229 23 31 7 94 47 63,5 -
[nne 16 3 18.7 6 37.5 7 437 0 0 13 . 81.3
~ Ogétem B | 129 | 385 | 6 | 167 110 328 40 11.9 206 61.5
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stanowity koty w wicku powyzej 12 miesigcy. W grupie wie-
kowej 6-12 miesiecy jedynie 12,6% posiadato dodatnie miana
przeciwciat podezas gdy w grupie zwierzat starszych (powyze]
1 roku) odsetek seroreagentéw dodatnich wynosit 34,9%. Naj-
nizszy odsetek kotéw posiadajacych przeciwciata dla wirusa
FHV-1 zanotowano w grupie wickowej do 3 miesiecy. W
przeprowadzonych badaniach nie stwierdzono wystepowania
zaleznosei rasowej w stosunku do czestosci zakazen herpeswi-
rusowych u kotow.

Przy analizie przedstawionych wynikéw nalezy uwzglednic,
istotny z epizootycznego punktu widzenia fakt, ze wszystkie
badane koty nie byty uprzednio szczepione przeciwko zakaznemu
zapaleniu nosa i tchawicy. Stwierdzenie wiec, tak duzej liczby
serorcagentéw dodatnich wsréd nie szczepionych zwierzat
$wiadezy o znacznym rozprzestrzenieniu zakazen herpeswi-
rusowych kotdw w Polsce. Ponadto, wysokie miana przeciw-
cial u wickszosci dodatnio reagujacych kotdw przemawiaja
za istnieniem duzej grupy zwierzat mogacych stanowic po-
tencjalne Zrédto wirusa (4. 5). Wykazano bowiem, ze czestosé
izolacji wirusa FHV-1 byla najwigksza wsréd kotéw posia-
dajacych wysokie miana przeciwciat (2, 3, 4,5,6,7). Zdaniem
wigkszodci autoréw, wysoki poziom przeciwcial FHV-1 u
kotéw nie szczepionych, czesto réwniez nie wykazujacych
klinicznych objawéw URTD, swiadczy o przetrwalej infekeji
lub o ustaleniu sie nosicielstwa wirusa (4, 5).

Stwierdzony wysoki odsetek seroreagentéw dodatnich wsréd
kotéw pochodzacych z duzych osrodkéw miejskich wskazuje,
7e czesto$é wystepowania zakazen herpeswirusowych zwia-
zana jest z warunkami bytowania zwierzat. Z danych pismien-
nictwa wynika, ze najwigcej przypadkéw URTD notowanych
jest w duzych, zageszezonych populacjach kotéw (7, 11).
Potwicrdzeniem tego sa wyniki badani przeprowadzonych wsrod

kotéw pochodzacych ze schroniska dla zwierzat, w ktérym
nie prowadzono szczepied ochronnych. Odsetek seroreagen-
téw dodatnich w tej grupie wynosit 82% przy czym 61,4%
zwierzat posiadato bardzo wysokie (>64) miana przeciwcial
FHV-1. Powyzszy wynik §wiadczy réwniez o aktywnie prze-
biegajacej i stale utrzymujacej si¢ infekcji herpeswirusowe;
w omawianej populacji kotéw. Mozna przypuszczac, ze po-
dobna sytuacja panuje w wiekszosci polskich schronisk dla
zwierzat.

Przedstawione wyniki wskazujace na czeste wyslgpowanie
zakazefi herpeswirusowych u kotéw w Polsce przemawiaja
za celowoscia podjecia swoistej profilaktyki. Nalezy jednak
zaznaczyé, ze jak wynika z obserwacji poczynionych w kra-
jach, w ktérych immunoprofilaktyka zakazed FHV-1 prowa-
dzona jest od ponad 10 lat, szczepienia kotéw nie eliminuja
w 100% problemu infekeji herpeswirusowych. Stosowanie
szezepien ochronnych fagodzi jednak kliniczny przebieg choroby.
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Analiza restrykcyjna DNA szczepOw
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Zaklad Wirusologii Paristwowego Instytutu Weterynaryjnego, Al. Partyzantéw 57, 24-100 Pulawy

Summary

Restriction enzyme analysis of BHV1 strains isolated
from bovine semen

Field strains of BHV1 isolated from bovine semen
at different periods in Poland have been studied by
the restriction enzyme analysis of DNA. It has been
shown that the Aguille strain isolated in 1976 belongs
to the subtype BHV 1.2 which comprises IPV strains.
But strains 11172, I1I/3 and 6/42 isolated in 1981 belong
to the subtype BHV 1.1 which comprises IBR strains.

Zakazenie wirusem BHV 1 moze przybiera¢ rézne formy
kliniczne, sposréd ktérych zakazne zapalenie nosa i tchawicy
(IBR) oraz otr¢t bydta (IPV) sa najbardziej znanymi 1 naj-
wazniejszymi z ekonomicznego i epizootiologicznego punktu
widzenia (1, 2, 3, 8, 9). Préby réznicowania szczepOw wirusa
BHV 1 metodami serologicznymi, na podstawie markerow
bioJogicznych, namnazania si¢ w hodowlach komérkowych.
wiclkosdci tysinek okazaly si¢ nieskuteczne (6, 10, 11, 12, 15,
16). Jedyna metoda pozwalajaca pewnie roéznicowac szczepy
IBR od szczepow IPV jest analiza restrykcyjna ich DNA.

Celem pracy byto okreslenie, przy pomocy analizy restryk-
cyjnej DNA, czy szczepy wirusa BHV 1 wyizolowane z na-



