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Wirus rrosówki (CDV) indukuje u psów pojawienie
się zarówno humoralnej, jak i komórkowej odpowie-
dzi immurrologicznej. Podstawę do r ozpoznania sero-
logicznego nosówki oraz wyznacznik statusu immu-
nologicznego psów stanowi ocena poziomu swoistych
dla CDV przectwctał" Serologiczna diagnostyka cho-
roby prowadzona jest głównie w oparciu o odczyn se-
roneutralizacji (SN). Początkowo test ten wykonywa-
no na zarodkach jaj kurzych (ż,5,6), apóźniej w ho-
dowlach komórkowych (1, 4,7,9, i1). Mimo wielu
ograniczeń w jego stosowaniu, jak chociażby czaso-
chłonność, koniecznośc zapewnienia jałowości i pro-
wadzenia hodowli komórek, jest SN testem powszech-
nie stosowanym i uznanym, Rozpowszechnione w
irnrnunologii i mikrobiologii testy ELISA znalazĘ tak-
ze zastosowanie w serologicznej diagnostyce nosów-
ki (3). Bez wątpienia są to testy czułę i specyficzne,
wymagają jednak dobrego opracowanta, zwŁaszcza
właściwego przygotowania i wystandaryzowania an-
tygenu do opłaszczenta,

Techniką bardzo zbltżonądo ELISA są tkankowe
testy immunoperoksydazowe (immunoperoxidase
monolayer assay-IPMA). W teście tym opłaszcza się
utrwalonątkankę z namnożonymwirusem, a j ako chro-
mogenu lżyw a się związków nierozp uszczalny ch.
Odczytu dokonuje się na podstawie obrazumikrosko-
powego. Technika ta w różnych modyfikacjach z po-
wodzeniem stosowana była w badaniach immunolo-
gtczny ch i wirusologicznych (8, 1 0, 1 3 - 1 5).

Celem badań była ocena przydatności IPMA do
wykrywania w surowicy psów przeciwciał dla wirusa
nosówki.

Mateilał imetody
Hodowla komórek. Do badań uzyto komórek linii cią-

głej nerki małpy (Vero). Płyn wzrostowy stanowił MEM
(Minimum Essential Medium Eagle, Sigma) z dodatkiem 5%

inaktywowanej płodowej surowicy cielęcej - FCS (Sera

Tech). Jako pĘnu utrzymuj ącego uzywano Medium 1 9 9 (Sig-

ma). Do obu pĘnów dodano L-glutaminę i gentamyclmę.
Wirus. Wykorzystywano atenuowany wirus nosówki

psów (szczep Le omórek linii Vero. Pulę
wirusa do badań formie zliofilizowanej.

Surowice. Do badań uzyto surowic pobranych od psów
szczepionych przeciwko nosówce.

IPMA. Test wykonan o wgzasadzastosowanych do mia-
nowania wintsa no sówki testem immunoperoksydazowym
(10). Dwudziestoczterogodzinne hodowle komórek zało-
zone w płaskodennych rnikropłytkach (Nunclon) inokulo-
wano wirusem nosówki w dawce 10-20 TCID5. na studzien-
kę. Po 7}-godzinne1 inkubacji hodowle ltrwa7ano J50ń
acetonem, suszono i przechowywano w temp. -20oC do

chwili lżycia.
Badane surowice rozcieńczano dwukrotnie (odstęp mię-

dzy r ozcieńczeniaml, 0, 3 1o g) w zakresie od 1 / l 0 do I l 20 480,
a następnie poszczególne rozcteńczenia wprowadzano po
50 pl do pojedynczych studzienek mikropłytki. Dalsze po-
stęp ow ani e, prowadz ąc e do w izualtzacj i e fektu cy top aĘ c z -

nego, wykonano wg zasad opisanych wcześniej dla PLA
Q0). Zamiano surowicy przyj mowano odwrotność j ej naj -

wyższego rozcieńczenia, w którym obserwowano wybar-
wione ogniska replikacji wirusa nosówki. Na pĘtce umiesz-
czano także kontrolę komórek i kontrolę wirusa ze znaną,
dodatnią surowicą.

Odczyn seroneutralizacji (SN). Test wykonywano me-
todąbeta w mikropłytkacl:l z płaskim dnem. Badane suro-



wice inaktywowano w temp. 56oC przez 30 min. i rozcień-
czano 4-krotnie (odstęp między rozcieńczeniami 0,6 log),
rozpoczynając od rozcieńczenia l l I0 . Odczyn wykonano z
dawką 100 TCID'. wirusa nosówki. Mieszaninę wirus/su-
rowica inkubowano w temperaturze pokojowej 1,5 godz.
Po tym czasie, do studzienek mikropłytki z Z4-godzinną
hodowlą komórek, wprow adzano po 5 0 pl mie szaniny, prze-
znaczaj ąc p o 6 studzienek na kazde r ozcieńczenie. Ads orp -

cję wirusa przeprowadzano w temperaturze pokojowej
przez 60 min,, a następnie do baseników dodawano po 150
pl pĘnu utrzymującego. Na pĘtce umieszczano także kon-
trolę komórek i kontrolę wirusa zę znaną, dodatnią surowi-
cą. Odczytu wyników dokon}wano po 72-godzinnej inku-
bacji hodowli w temp. 37'C. Obecność wirusa w komór-
kach wykrywano testem immunoperoksydazowym (10).

Miano, stanowiące odwrotność najwy ższego rozcieiczę-
nia surowicy, które spowodowało zobojętnienie wirusa w
50% studzienek (SNro), obliczano metodąReeda-Muencha.

Porównanie IPMA z SN. Badaniu na obecność prze-
ciwciał dla wirusa nosówki poddano 26 próbek surowic.
Oznaczęnia poziomu przeciwciał przy użycitt każdego z
testów wykonano j ednorazowo,

Powtarzalność IPMA. Powtarzalność metody ocenia-
no na podstawie precyzj i oznaczeń mian .surowic (o róż-
nym poziomie przeciwciał) wykonanychprzez 2 osoby, w
innym Qzasls, na tym samym sprzęcie, przy użyciu tych
samych odczynników. Mikropłytki z hodowlą komórek i
witusem użyte do badań przygotowano w jednym czasie, z
tego samego materiału wyjściowego. Oznaczenie mian 8

surowic powtórzono pięciokrotnie, oddzielnie przygotowu-
jąc ich rozcięńczenta przed każdym badaniem, Poszcze,
gólne badania wykonano w odstępach kilku dni.

Liniowość IPMA. Celem sprawdzenia czy metoda speł-

nia kryterium liniowości przygotowano 5 modelowych
mieszanin surowic, o róznych stęźeniach przeciwciał swo-
istych dla wirusa nosówki. Mieszaniny modelowe przygo-
towano przez wykonanie serii 4-krotnie wzrastających roz-
cieńczeń znanej, dodatniej surowicy surowicą ujemną.
Uzyskany w ten sposób zestaw 5 surowic obejmował za-
kres zawartości przeciwciał od 100% (surowica dodatnia
nie ro zcieńczona) do 0,3 90^ (surowic a ro zcięńczona 2 5 6 x).

Dla każdej mieszaniny wykonano po trzy oznaczenia.
Stabilność utrwalonych hodowli. Przygotowano 10 nie-

za\eżny ch s zere gów 2 -krotni e w zr astaj ący ch r o zcieńczeń
znanej, dodatniej surowicy.
Kńdy szer eg zb adano rów-
nolegle na pĘtce przecho-
wywanej 6 miesięcy, w
temp. -20oC i płytce (ho-
dowli) przygotowan ej bez-
po średnio przed lĘ ciem.

Rozcieńczenia surowic i
wyniki oznaczei przedsta-
wiano w skali logarytmicz-
nej, Uzyskane wyniki
opracowano statystycznie
wg metodologii zalecanej
przy walidacji metod ana-
liĘcznych (I2).

Wyniki i omówienie

Wyniki porównawczegobadania surowic psów na
obecność przeciwciał swoistych dla wirusa nosówki
testem immunoperoksydazowym i odczynem seroneu-
tr altzacj i w s kazuj ą na s taty sty c z nie znamienne s kore -

lowanie wyników oznaczęńuzyskanych w obu testach
(r : 0,94; n: 26: p < 0,05). Kształt tej zależności
wyraża linia regresji opisana równaniem }: 0,98x +

0,69 (ryc. 1). Wszystkie zbadane surowice były do-
datnie zarówno w IPMA jak i w SN. Najniższę zano-
towane miano w IPMA wynosiło 1,6 1og, najwyższe
zaś to 4,3 log. W odczynie seroneutraltzacjt rozpię-
tość mian surowic zawieruła się w przedziale od SNro
: 1 log do SNro :3,64log.

Wyniki ozidczanta poziomu przeciwciał w kolej-
nych dniach badań nie różnią się istotnie pod wzglę-
dem precyzji (tab. I), Zgodność pomiędzy poszczę-
gó lnymi wynikami analiz, p ow tar zanymi p i ę c i okro t-
nie, określa odchylenie standardowe wynoszącę dla 4
surowic 0,16 log, dla 3 kolejnych 0,13 log, a w jed-
nym przypadku we wszystkich pięciu oznaczentach
uzyskano jednakowy odczyt. Srednie odchylenie stan-
dardowe ,13 log.

Wynik stbwiono
w tab.Z. wyjścio-
wej, która posŁużyła do przygotowania pozostałych
mieszanin modelowych, wynosiło 4,2 Io g. Odczytane
miana surowic modelowych zgodnie z oczęktwania-
m\ wraz ze wzrostem rozcieńczenla, malały, Linio-
wość spadku określona wprawdzie wysokim współ-
czyrrnikiem korelacj i (r : -0, 82) j est j ednak statystycz-
nie nieistotna. Dla surowicy El256 (rozciehczenie256-
krotne) średnie miano wyniosło 1,6 1og, azatemozna-
czony poziom swoistych przeciwciał był 400x niższy
w stosunku do surowicy A/1. Podobnarozbiężność wy-
ników, uzyskanych w doświadczeniu i spodziewanych,
dotyczy surowic Dl64 iCl16.

Wyniki badania stabilności utrwalonej hodowli ko-
mórek przedstawiono w tab. 3. Rezultaty uzyskane na
płytce przechowyłvanej 6 miesięcy (średnie miano2,74
+ 0,13 1og) i płytce przygotowanej ex tempore(2,68 Ł
0,15 log) nie różniąsię istofirie między sobą(p < 0,05).

Tab. 1. Wyniki badania powtarzalności
IPMA
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Ryc. 1. Porównanie IPMA i testu SN w oznaczaniu Objaśnienia: i - średnie miano, s - odchy-
poziomu przeciwciał w surowicy psów lenie standardowe.



Tab.ż. Wyniki badania liniowości IPMA Tab. 3. Wyniki badania stabilności utrwalonych hodowli komórek

Wykazana w
badaniach ści-
sła współzależ-

nośó między IPMA a testem SN, wskazuje że wykry-
w ane zapomocą IPMA przeciwciała klasy G są głów-
nymi przeciwciałami neutralizującymi wirus nosów-
ki. Podobne wnioski wyciągnął Brandt (3), porównu-
jąc test SN z testem ELISA, w którym
w prezentowanej ptacy, używano koni
IgG. Cytowany autor opisał również przypadki suro-
wic, w których znajdowały się czynniki niespecyficz-
nie wiążące się z opłaszczeniem mikropłytek. Podob-
ne zjawisko, prawdopodobnie zwlązanę z obecnością
w surowicy czynników nieswoistych, zaobserwowa-
no w toku własnych doświadczeń z IPMA, nie obję-
tych zakresem niniejszej pracy. Dla nielicznych, do-
datnich surowic nie udało się wykazać w IPMA reak-
cji przeciwciał z wirusem. Zaobserwowano natomiast
znacznle intensywniejsze w stosunku do innych suro-
wic dodatnich i ujemnychjednolite wybarwienie tkanki
na całej powierzchni studzienki. Przypu szczalnię
wstępna adsorpcja takiej surowicy z komórkami linii
Vero podniosłaby czułośc testu,

Należy również wspomnieć ,żew przypadku części
surowic o wysokim mianie przeciwciał dla CD obser-
wowano zjawisko prozony - brak pozytywnej reakcji
w niskich rozcięńczeniach przy wyraźnej reakcji do-
datni ej w ro zci eńc zeniach wy ższy ch.

Każdemu procesowi pomiarowemu towarzyszą błę-
dy losowe i system,atyczlle, a ich suma stanowi o do-
kładności metody. Zródłabłędów dla IPMA i testu SN
sąw zasadzietaktę same (choć tchudział w ogólnej
zmienności każdej z metod jest inny) i, pomijając błę-
dy systematyczflę) wymienió tu mozna: błąd rozcień-
częnla, błąd dawki wirusa, czy najbardziejważącąna
o dczytach sub iekrywną interpreta cj ę obr azll mikro sko -

powego. Wydaje się, ze doświadczenie i wrażliwość
operatora sąszczególnie istotne w przypadku odczy-
nu seroneutraltzacjt. Zastosowanie do detekcji nie zo-
bojętnionego w SN wirusa, techniki barwienia efektu
cytopaty cznego lub techniki immunoenzymatycznej w
pewnym stopniu zmniejsza ni epewno ś ć o dczytl, j ed-
nak go nie eliminuje. Appel i wsp. (1), badając powta-
rzalnośc testu SN uzyskał pr ecy zję wyrażonąodchy-
leniem standardowym wynosząc}m ok. 0,25 log, Ozna-
cza to, że przy poziomie prawdopodobieństwa 95oń,
każdy pojedynczy wynik pomiaru powinien znalężć
się w przedzialę x+ 2s, tj. X + 0,5 1og. Oszacowana w
ten sposób precyzja dla IPMA wyniosła X + 0,3 log.

Analiza uzyskanych wyników dotyczących ewen-
tualnej liniowości metody wskazuje na pewne rozbież-

oznaczęńw więcej niż 3 powtórzęniach.
Podsumowując należy stwierdzic, że IPMA jest

dobrą alternatywą dla testu SN. Niewątp|twąza|etąz
prakĘcznego punktu widzenia jest jego względna pro-
Śtota i krótki czas wykonania. W zakresie objętym
badaniami wykazano,że IPMA po zw ala dokonać oma-
czenia poziomu swoistych dla CDV przeciwciał z ak-
ceptowaną dokładnością i powtarzalnością. P rzepto -
wadzona charakterystyka metody jest zgodna z W-
maganiaml zamlętzonych zastosowań, do których
możnazaliczyc m.in.:

- monitorowanie statusu immunologicznego szczę-
ntąt przed i p o szczepieniu,

- monitorowanie poziomu swoistej odporności hu-
moralnej populacji.
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