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The infection of dogs with distemper virus (CDV), a
being diagnosed by practitioners, even in vaccinated
identification of these viruses are usuaĘ time consu
presented studies concentrated on the adaptation of
CDY CAV-I and CPV replication in tissue cultures.

Comparable studies on titration of viruses tested
revealed that the titre of CDV and CPY evaluated by
rence wa§ equal to 0.6log for CDV and 0.7log CPV. T
of PLA. Titre of adenovirus type 1 measured by bot
which can be explainod by production of regular and c
Results of PLA revealed that the expression of viral a
inoculation, wherea§ the first cl,topathic effect was vis
tained by PLA was significantly higherwith p<0.05 th
CAV-I and CDY.

The presented results confirm the
studies on CDY, CAV-I and CPV.

Zakażenta psów wirusem nosówki, adenowitusem
typu 1 oraz parwowirusem, mimo stosowania od lat
szczepteń pro filaktyc zny ch, nadal stanowi ą zagr oże -

nie dla zdrowia tychzwierząt.
Obecność wirusów w badanym materiale biologicz-

nym mo ze być p otwie r dzona r óżnymi meto dami lab o -

ratoryjnymi. W przypadku parwowirusa psów (CPV)
jest to najczęściej jego izolacja w hodowlach komór-
kowych, test immunofl uorescencj i, mikroskopia elek-
tronowa i odczyn hemaglutynacjt z zawtesiną erytro-
cytów świni lub małpy (I,2,4). Pierwsze trzy metody
sączasochłonne i kosztowne. W przypadku oceny efek-
tu cytopatycznęgo lub swoistej fluorescencji interpre-
tacja wyników jest bardzo subiektywna. Odczyn he-
maglutynacji jest natomiast mało precyzyjny i wystę-
pują w nim reakcje nieswoiste. Do wykrycia wirusa
nosówki (CDV) używane są hodowle fibroblastów
zarodkakurzego, linie ciągłe komórek ssaków oraz test
immunofluorescencji (I,7 ,9),zaś do diagnostyki ade-
nowirusa typu 1 (CAV-1) izolacja w hodowlach ko-
mórek nerki psa oraz w ograniczonym zakresie test

immunofluorescencji (1). O ile efekt cytopatyczny
(CPE) towarzyszący replikacji wirusa CAV-l jest bar-
dzo charakterystyczny, CPE w przypadku wirusa CDV
może nie wystąpić lub być mylnie interpretowany
szczególnie w przypadku obecności zmian degenera-
cyjnych występujących w hodowlach komórkowych
(9). Wydawało się zatęmwskazane opracowanie testu
do wykrywanla l mianowania opisanych wirusów w
hodowlach komórkowych, umożliwiającego uzyska-
nie swo i stych i p owtar zalny ch wyników. Przedstawio -

ne ponizej badania dotyczyły adaptacji do tego celu
testu immunoenzymatycznego PLA (Peroxidase Lin-
ked Assay), który znalazł zastosowanie w diagnosty-
ce innych wirusów zwierzęcych (11, 13).

Ogólna zasada testu PLA nie odbiega od innych
met o d immuno en zy maty czny ch i p o 1 e g a na w tązantu
swoistych nie znakowanych przeciwciał z antygeneń.
Miejsce reakcji jest wykrywane pfzeciwciałami zna-
kowanymi peroksydazą o swoistości homolo gtcznej
do przeciwciał nie znakowanych. Aktywność enzymu
j est uwidac znlana odpowiednim chromogenem ( 1 0).



Matetiał imetody
Hodowle komórek. Do badań uzyto hodowlę linii cią-

głej płuc kota (Fc), nerki psa (MDCK - Madin Darby Ca-
nine Kidney) oraz hodowlę pierwotnąfibroblastów zarod-
ka kurzego. Komórki Fc namnazano w płynie MEM (Mi-
nimal Essential Medium, Sigma), z dodatkiem 20ń surowi-
cy płodowej (Sera Tech), Komórki MDCK i fibroblasty
zarodka kurzego namnażano w pĘnie MEM z dodatkiem
70ń surowicy cielęcej (Gibco), zaś płynem utrzymującym
był pĘn 199 (Sigma), bez dodatku surowicy. Hodowle ko-
mórkowe prowadzono według ogólnych zasad (8).

Koncentrację komórek i ich żylvotność określano w ko-
morze Burkera, po uprzednim wybarwieniu błękitem try-
panu.

" Wirusy. W badaniach zastosowano atenuowane szcze-
py wirusów: nosówki Led, adenowirusa typu 1 - Hep
HCC orazparwowirusa psów - PD pochodzące z kolekcji
Biowet Puławy Spółka z o.o. Wirusy namnażane wedfug
ogólnie przyjęĘch zasad (8) osiągaĘ miano TCIDro równe
log 5,5 dla wirusa nosówki, log 6,0 dla adenowirusa typu 1

oraz log 7.0 dla parwowirusa.
Namnażanie wirusa CPV. Przygotowano 10-krotne

rozciehczenie pĘnu wirusowego w pĘnie MEM, a następ-
nie nanoszono je do baseników płaskodennej mikropĘtki
Nunclon TM (jedno rozcięńczenie w sześciu powtórze-
niach). Do wszystkich baseników wprowadzono po 150 pl
komórek Fc (2 x 1 0a,0) o zywotności nie mniej sz ej niż 9 50ń.

Komórki inkubowano w temperafurze37"C, w atmosferze
40ń Co.ptzez72 godziny. Następnie pĘtki przeznaczone
do PlAutrwalano J5oń acetonem w wodzie redesĘlowa-
nej, w temperatlrze -20"C,przez l0 minut i suszono przez
1 godzinę w temperaturze 37"C.

Namnażanie wirusów CAV 1 i CDV. Hodowle komó-
rek zakładano w płaskodennych płytkach Nunclon TM
wprowadzając do każdego basenika 10a,0 komórek MDCK
oraz 105,0 komórek fibroblastów zarodka kurzego. Po ż4-
-48 godzinach inkubacji i osiągnięciu co najmniej 90ońpo-
krycia płytki zlewano pĘn wzrostowy i do baseników wpro-
w adzano po 5 0 pl 1 0-krotnych tozcieiczeń wirusa nosów-
ki lub adenowirusa łpu 1. Adsorpcję wirusa przeprowa-
dzano w temperaturze pokojowej przez60 minut, a następ-
nie do baseników z wirusem dodawano po 150 pl pĘnu
utrzymującego. PĘtki zakażone wirusem nosówki inkubo-
wano w temperatlrze3'7"Cprzez72 godziny, zaś inokulo-
wane adenowirusem łpu 1 przez 48 godzin. PĘtki prze-
znaczone do testu PLA utrwalano w sposób opisany przy
CPv.

Surowice. Do wykonania testu PLA uzyto surowic psów
immunizowanych wirusem nosówki, adenowirusem typu
I oraz parwowirusem, o mianie przeciwciał neutralizują-
cych równych 5l2 dla CDV 256 dla CAV-1 oraz Iż80 dla
CPV. We wstępnych doświadczeniach ustalono, ze opty-
malne rozcieńczenia surowic przęznaczonych do lżyciaw
teście PLA winnywynosić: 1:40 dla CDV 1:50 dla CAV 1

i 1:30 dla CPV.
Test PLA. Do baseników utrwalonych płytek nanoszo-

no bufor blokujący (20% surowica królicza, rozcieńczona
w buforze do rozcieńczania surowicy lub koniugafu) i in-
kubowano je w temperaturze37"Cprzez 30 minut. Po odsą-

czeniu buforu blokującego do kolejnych baseników wpro-
wadzano po 50 pl swoistej d\a poszczególnych wirusów
surowicy odpornościowej, w rozci ehczeniachpodanych po-
wyżej, w buforze o składzie 500 mM NaCl, 0,5% Tween
8 0 o pH 7,6. Ph1tki inkubowano w temperaturz e 3 7 

o C przez
30 minut, a następnie płukano je czterokrotnie buforem o

składzie: 150 mM NaCl, 0,5%o Tween 80 o pH '7,6 i nano-
szono koniugat (królicze anty-psie IgG znakowane perok-
sydazą Sigma), rozciehczony l:300. Po 30 minutowej in-
kubacji w temperaturze 37"C pĘtki ponownie pfukano i
dodawano substrat: 3 amino 9 etylokarbazol(Sigma),prry-
gotowany zgodnie z metodą Jensena (5). Reakcję barwną
hamowano przepłukuj ąc b as eniki pĘn em ftzj olo giczny m.

Wynik testu odczytywano w mikroskopie Jenaval FA (Carl
Zeiss Jena), przy powiększeniu 100x.

Dla każdego z wirusów oznaczenia wykonano w trzech
próbkach. Każdą próbkę badano trzykrotnie.

Określanie miana wirusów na podstawie występowa-
nia efektu cl,topaĘcznego. Końcowego odczytu w kie-
runku obecności typowego dla każdego wirusa efektu cy-
topaĘcznego dokonyrvano po inkubacji hodowli komór-
kowych przez96 godzin dla CPV i CDV oraz72 godziny
dla CAV-1. Miano TCID5' badanych wirusów określano
metodą Reeda-Muencha (1 2).

Dla każdego z wirusów oznaczenia wykonano w trzęch
próbkach badanych trzykrotnie,

Określanie czasu pojawiania się pierwotnych ognisk
replikacji wirusów. Hodowle komórkowe prowadzone w
sposób opisany uprzednio zakażano wprowadzając co 6 go-

dzin do kolejnych baseników dawkę 10-20 TCIDro bada-
nych wirusów. 6 godzin po ostatniej inokulacj i pĄrtki utrwa-
lano. Równocześnie prowadzono hodowle komórek daw-
ką 10-20 TCID5. badanych wirusów, do czasu wystąpienia
p i erwszych zmian cytop atycznych.

Obliczenia staĘsĘczne. Obliczenia statysĘczne wy-
kon}.wano testem t-Studenta uĄrwając programu kompu-
teTowego InStat wersja 2,0 (GraphPad Software, Inc.).

Wyniki i omówienie

Morfologia zmtan cytopaĘcznych w przwadkvza-
każęnia komórek wirusami CDY CAV-I oraz CPY
jest odmienna dla każdego znich i wynika z miejsca
replikacji i dystrybucji wirionów w komórce. Repli-
kacja parwowirusa zachodzi w jądrach zakażonych
komórek, stąd intensywne, brązowo - czerwo nę zabar -
wienie tych struktrrr (ryc. 1).

Proces replikacji adenowirusów odbywa się pierwot-
nie w jądrze komórki, skąd nowo powstałe cząstki
wirus owe mi gruj ą do cytoplazmy (6). O dzwierciedle-
niem tego procesu jest obecność komórek z wybar-
wionymi jądrami lub jądrami i cytoplazmą (ryc. 2).

Miejsca replikacji wirusa CDV mają charakter po-
limorficznych syncytiów (ryc. 3).

Wyniki miareczkowania badanych wirusów w ho-
dowlach komórek na podstawie efektu cytopatyczne-
go porÓwnano z wartościami uzyskanymi w teście
PLA. Dane przedstawione w tab. 1 wskazujążemta-
no wirusów określone napodstawie efektu crtopatycz-
nego było średnio ntższe o 0,6 1og w przypadku CDV



Ryc. 1. Wynik dodatni testu PLA dla parwowirusa psów

§3

*o

*,
.§

,ts

{

Ryc.2. Wynik dodatni testu PLA dla adenowirusa typu 1

Ryc.3. Wynik dodatni testu PLA dla wirusa nosówki

i 0,7 1og dlaparwowirusa, co jednozłacznię dokumen-

tab.2, zktórychwynika, że ekspresja antygenów wi-

w stosunku do otrzymanych w odczycie na podstawie
widoczne go CPE. Wyj aśn ieni a uł ymagaJąwyniki uzy-

skane dla CPV (nieznaczne róż-
nice w odczycie wyników na pod-
stawie CPE). W wysokich roz-
crcńczęniach badanego pĘnu wi-
ruSowego, szczęgÓInię w tzw. r oz-
cleńc zeniach gr anicznych, s twi er-
dzęnię obecności efektu cytopa-
ty c zne go, mimo zakażenta komó -

rek niewielką liczbą cząstek wi-
rusowych, nie jest możliwe. Na-
tomiast te st immun o enzymaty cz,
ny pozw ala na r ozr ożnianie poj e-

dy nczy ch, zakaż ony ch komó rek.
Wynikająca z tabeli powtarzal-
ność wyników uzyskanych na
podstawie CPE jest zatem obar-
czona błędem zantżęnia odczytu.

Warunkiem powtarzalno ści re-
zultatow badań z zastosowaniem
testu PLA jest zwrócenie uwagi
osoby wykonującej test na dokład-
ne wysuszenie baseników po
utrwaleniu komórek, co pozwoli
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Tab. 1. Średnie miano TCID.' wirusów w próbkach zakażonych hodowli komórko-
wych, oceniane na podstawie testu PLA i CPE (i + s)



Tab.2. Zastosowanie testu PLA do wykryvania pierwotnych ognisk replikacji wirusów Cpy cAv-1 oraz CDy w porówna_
niu do odczytu na podstawie CPE

Objaśnienia: + dodatni wynik odczytu, ujemny wynik odczytu

zapobiec ich odklejaniu się od podłoża .Ważne jestteż
stosowanie odpowiedniego rozcie ńczęniasufowic od-
pornościowych i koniugatu, ponieważ ich zbyt wyso-
ka koncentracja wywołuje przebarwienie tła ipowsta-
nie arlefaktów. Na uwagę zasługuje również fakt, iż
wprowadzenie etapu inkubacji utrwalonej hodowli ko-
mórkowej z buforem blokującym miejsca niespecy-
fi c zne go w iązania koniu gafu p o zw alana poprawę wa-
runków odczytu popIzez zwiększenie kontiastu mię-
dzy komórkami zakażonymi i kontrolnymi (3).

Określanie miana wirusów na podstawie efektu cy-
topatycznego wymaga, zwłaszcza w przypadku ko-
nieczno ści uzyskania precyzyj ne go, powtar zalne go
yvniku przedłużonego czasu inkubacji zakażoiej
hodowli komórek. Wielodniowe utrzymywanie stabil-
nej hodowli jednowarstwowej wymaga ponadto Ńy-
miany płynów utrzymujących. Mimo to występują
zmiany degeneracyjne komórek, które zwŁaszcŻa w
przypadku wirusa CDV mogą być mylone z efektem
cytopatycznym powstającym w wyniku jego replika-
cji. Także zby niska koncentracja wiruŚa w badanej
próbie może nie wywoływać w zakażonej hodowli
komórek charakterys Ę czny chzmian mikroskopowych.
Precyzyjne określenie swoistych zmian cytop atycznych
nie zawsze jest możliweiw związku z tymkoniecŻne
jest przeprowadzenie dodatkowych metod identyfika-
cyjnych.

Test PLA, dzięki znacznej powtarualności uzyski-
wanych wynikóą mozliwości skrócenia czasu wyko-
nania badania oraz jednoczesnej identyfikacji seiolo-
gicznej badanych wirusów, może znaleźc zaitosowa-
nie w badaniach diagnostycznych wirusa nosówki,
adenowirusa typu I orazparwowirusa psów.
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MI]RATA H.: Wpływ kastracji byczków metodą
Burdizzo na parametry limfocytów krwi obwodo-
wej. (Effects of Burdizzo castration on peripheral
blood lymphocyte parameters in calves). Vet. J. 153,
229-23I,1997 (2)

Kastracja metodą bezkrwawą wg Burdizzo jest wykonywana rutynowo u
buhajków. Obniża ona znacznie ryzyko infekcji, alejest silnym czynnikiem stre-
sogennym ponieważ powoduje silny ból. Efektem działania stresu jest stymula-
cja osi podwzgórze-przysadka-nadnercza, zwiększenie wydzielania koĘzolu co
powoduje zaburzenia w funkcji leŃocytów. Badania nad wpĄrvem kastracji
metodą Burdizzo na limfocyĘ krwi obwodowej przeprowadzono na 12 buhaj-
kach kastrowanych w wieku 3-4 miesięcy. IJ zwlerząt z gnrpy kontrolnej po-
ziom kortyzolu w plazmie wl,nosił l7,7 + 14,6 nmollL, a l zwietząt kastrowa-
nych osiągał on maksynalną wartość wynosz ącą9I,1+37 ,t3 nmol/L po 30 mi-
nutach po zabiego, Po godzinie po kastracji poziom koĄzolu w plazmie krwi
wynosił 62, 1 + 1 1,9 nmol/L. Powrgt do wańości przed kastracją następował po
2 godzinach po zabiegu Kastracja obniżała znamierrnie liczbę limfocytów sub-
populacji EAET (+) w dniu kastracji, Powrót do wartości wyjściowej miał miejsce
drugiego dnia po kastracji. Natomiast poziom komórek slg(+) nie ulegał zmia-
nom, Obserwowany spadek liczby limfocytów T we krwi obwodowej był efek-
tem ich redystrybucji z krwi do narządów wewnętrznych pod wpłyłvem zwięk-
szonego stężenia kortyzolu we krwi.
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