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Zastosowanie mikrometody seroneutralizaciji (SN)

w rozpoznawaniu choroby Aujeszky’ego v $win

Z Zakladu Higieny Weterynaryjnej we Wroclawiu

W rozpoznawaniu choroby Aujeszky’ego
{ch. A.) stosuje sie prébe biologiczna, izolacje
wirusa oraz odezyny serologiczne, sposrdd kto-
rych zwlaszeza odezyn seroneutralizacji uwaza-
ny jest za szezeg6lnie przydatny do wykrywa-
nia choroby o przebiegu poronnym wzglednie
bezobjawowym (2, 4, 7). W ostatnich latach wy-
korzystuje sie go réwniez dla okreslenia stop-
nia rozprzestrzenienia choroby Aujeszky’ego na
terenie kraju (2, 3). Zgodnie z obowiagzujacymi
przepisami w Polsce odczyn SN wykonywany
jest metoda probéwkowsa (1).

Celem pracy bylo okreslenie przydatnosci
mikrometody SN do wykrywania przeciwcial
neutralizujacych wirus ch. A. u §win w wybra-
nych gospodarstwach Dolnego Slaska, w opar-
ciu o badania Severa (5) i Witte (8, 9), ktorzy
stosowali te metode w rozpoznawaniu innych
chorob wirusowych.

Material i metody

Material do badan stanowilo 2027 surowic macior z
siedmiu gospodarstw Dolnego Slaska (tab. 2). 142
surowice pochodzily z gospodarstw J i Z, w ktérych
kliniczne rozpoznanie potwierdzono izolacja wirusa.
1598 surowic pochodzilo z gospodarstwa G, w ktorym
nie obserwowano charakterystycznych objawéw cho-
roby, natomiast serologicznie stwierdzono przeciw-
ciala SN dla wirusa ch. A. 278 surowic pochodzilo z
gospodarstw M, KW, B i NWL, w ktérych ch. A. pie
wystepowala. Do wykonania odczynu uiywano li-
nii komérkowej RK-13 (rabbit kidney) oraz
szczepu TK-900 wirusa ch. A. Szczep ten po
dziesieciokrotnym przepasazowaniu przez komorki
linii RK-13 posiadat TCIDs, 10—8:25/ml. Kontrole stano-
wila standardowa dodatnia surowica przeciw wiruso-
wi ch. A. oraz surowica ujemna otrzymana z Instytu-
tu Weterynarii w Brnie. Surowice badane inaktywo-
wano w lafni wodnej w temperaturze 56°C przez 30
minut. Odczyn SN mikrometoda wykonywano na piyt-
kach polisterynowych (firmy Cook Laboratory Pro-
ducts, USA), zawierajacych 98 cylindyecznych baseni-
kow o plaskich dnach ulozonych w 8 rzedach. Do wy-
konywania rozeienczen surowic uzyto mikrorozeien-
czalnikéw o pojemnosei 0,050 ml oraz kroplomierzy z
zestawu do mikrometody Takatseso (typ OX-605).

Odezyn wykonywano w nastepujacy sposoh: do kai-
dego z basenikéw wlewano kroplomierzem 0,050 ml
rozeieficzalnika (podloze Eagle’a 1959 (MEM), 200 j. m.
penicyliny kryst., 0,2 mg streptomycyny na mil). Mikro-
rozcienczalnikiem pobierano 0,050 ml badanej surowi-
cy i wykonywano szereg kolejnych dwukrotnych roz-
cienczen od 1:2 do 1:256. Nastepnie do kazdego rozcien-
czenia surowicy dodawano kroplomierzem 0,050 ml
zawiesiny wirusa zawierajacej 100 TCIDj, i inkubowa-
no mieszaniny w temperaturze pokojowej przez 1 go-
dzine. Po uplywie tego czasu wlewano kroplomierzem
do basenikéw 0,050 ml zawiesiny komdrkowej o kon-
centracji 6X105 komoérek/ml w plynie wzrostowym,
Plyn warostowy skladat sig z podloza Eagle’a 1959, 30%
surowicy pledu bydlecego, NaHCO; (3 ml 7% NaHCO,f
/100 ml) oraz antybiotykéw w iloSei uprzednio podanej.
Plytki zawierajace skladniki odezynu inkubowano w
temnperaturze 37°C w atmasferze 5% CO; przez 3 do 5
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dni. Réwnoczesnie prowadzono préby kontrolne odczy-
nu z surowica dodatnig i surowica ujemns, kontrole
hodowli komoérkowej nie zakazonej i zakazonej dawka
100 TCIDjs, wirusa, oraz kontrole kazdej surowicy na
obe_cnos’é czynnika toksycznego dla hodowli komérko-
wej.

Wyniki odczynu oceniano na podstawie wystepowa-
nia charakterystycznego efektu cytopatycznego (CPE)
w hodowlach kcmoérkowych. Zmiany CPE w zaleinos-
ci od ich nasilenia oznaczano od + do +++.

Poziom przeciwcial neutralizujgcych wirus ch. A. w
badanych surcowicach obliczano w postaci logarytmu
50% miana odczynu postugujgc sie wzorem na inter-
polacje wg Spauna (6).

Badanie poréwnawcze seroneutralizacji wykonywa-
nej metodag ,mikro” i ,,makro” przeprowadzono z 30
surowicami macior, kKtore przebyly naturalne zaka-
zenie wirusem ch. A. Uzyskane wyniki poddano oce-
nie statystycznej postugujac sie testem t Studenta
(6).

Wyniki i oméwienie

W tab. 1 przedstawiono miana przeciwcial
neutralizujacych wirus ch. A. w surowicach ma-
cior ozdrowiencow, uzyskane w odczynie SN
wykonywanym metoda probéwkows oraz mik-
rometoda. Wyniki otrzymane metoda ,mikro”
byly nieznacznie wyzsze w stosunku do wyni-

kéw uzyskanych metods probéwkowa, jednak

Tab. 1. Miana przeciwcial meutralizujacych wirus ch.
A. w surowicach macior badanych metoda makro
i mikro

Nr | Makrometoda SN | Mikrometoda SN
SULOWICY | 1hg NDey/0,1 ml log NDsy/0,050 ml

1 2,13 2,25

2 1,75 1,775

3 1,73 1,95

4 1,44 1,65

5 1,83 2,05

6 1,58 1,97

Li 2,05 2,15

8 1,87 1,90

9 1,49 1,65

10 1,97 1,68

1 1,59 1,75

12 1,86 1,95

13 1,90 2,00

14 1,90 2,05

15 2,10 2,15

16 1,75 1,85

17 1,96 2,05

18 1,80 1,80

19 2,05 2,05

20 2,15 2,20

21 1,35 1,50

22 1,58 1,65

23 1,63 1,72

24 1,95 2,05

25 1,26 1,30

26 1,85 2,00

27 1,95 1,95

28 2,02 2,05

29 1,95 1,95

30 1,64 1,75
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réznice nie przekraczaly jednego rozcienczenia
i byly one statystycznie nieistotne w przedziale
ufnosci 0,01.

Rezultaty wykonanego mikrometoda SN
przegladu serologicznego w 7 wybranych obiek-
tach Dolnego Slaska zawiera tab. 2. W 4 gospo-

Tab. 2. Wystepowanie przeciwcial SN dla wirusa ch.
A. u macior w wybranych gospodarstwach Dolnego
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darstwach wolnych od ch. A. nie stwierdzono
przeciwecial SN. W gospodarstwach J i Z, w
ktéryeh przed ok. miesigcem wystapila ostra
forma ch. A., oprécz stwierdzenia wysokich
mian dodatnich wyizolowano wirus ch. A. W
gospodarstwie G na ogdlng liczbe 1598 przeba-
danych macior stwierdzono miana dodatnie u
210 sztuk, tj. u okolo 13 %. W obiekcie tym nie
obserwowano objawéw klinicznych wskazuja-
cych na ch. A.. natomiast wzrosta ilos¢é sero-
reagentéw w kolejnych badaniach prowadzo-
nych w okresie 6 miesiecy. Moze to S§wiadczy¢
o tym, ze badane stado uleglo bezobjawowemu
zakazeniu. Przemawia za tym rowniez fakt, ze
z 30 loszek pochodzacych z obiektu wolnego od
ch. A. i serologicznie ujemnych po 30 dniach
od chwili wstawienia do gospodarstwa G — u 8
stwierdzono przeciwciala SN dla wirusa.ch. A.

Odeczyn seroneutralizacji wykonywany mikro-
metoda okazal sie przydatny do rozpoznawania
ch. A. dajac podobne efekty jak metoda pro-
béwkowa. Prostota wykonania, znacznie mniej-
sze zuzycie reagentéw i szkla laboratoryjnego
potrzebnego do wykonania préby — sugeruja
mozliwo§¢ wprowadzenia tej metody do rutyno-
wego serologicznego rozpoznawania ch. A.

Pismiennictwo

1. Instrukcja nr 34 Min, Rol. — Dep. Wet. z dnia 10 stycznia
1974 r. w sprawie zasad laboratoryjnego rozpoznawania cho-
roby Aujeszky.

. Janowski H., Janowska I.: Medycyna Wet, 32, 462, 1876.

. Janowski H., Wijaszka T.: Medycyna Wet. 23, 721, 1967.

. Kretzchmar Ck.: Die Aujeszkysche Krankheit. VEB Gustaw

Fischer Verlag, 1970.

Sever J. L.: J. Immunol. 88, 320, 1962.

. Slopek St.: Immunologia praktyczna, PZWL, 1970.

Wawrzkiewicz J.: Medycyna Wet. 21, 18, 1965.

Witte K. H.: Arch. ges. Virusforsch. 33, 171, 1971.

. Witte K. H., Easterday B. C.: Amer. J. vet. Res. 29, 1409,
1968.

Adres autora: lek, wet. Tadeusz Kozio!, ul. Kochanowskiego
94 a, 51-601 Wrociaw.

<]

O]

VoD u

Kozén T. — YIpmmeHenme MWEDOMETON2 CEepOHeHTpa-
mmzanriz (CH) B pacmo3uaBauws Gone3sun AYeckKu ¥
CBHIHEH,

I8 cepomoruyeckmx MCCASTOBAHMIT OTHOCUTENBHO
Gomeszr Avecku y cBuHel OnlIa TIDUMEHEeHa PeaxIus
CepPOTeNTPANMM3aINY, BLIIOTHAEMaT MUK DOMETOIOM.
Brino monvieHo COOTRETCTEME PE3VILTATOB € Pearmm:
el CApOHeMTPANM3aIY, BBITIONHAEeMOY B NOpoOUDKRAX.
Uecenenozauue 6Go1to mpoBenerno ¢ 2027 CBIBOPOTRAMHM
CEMHOMATOK, IIDOUCKXONANIIUX U3 XO3ANCTB, MHOUIMPO-
RAHHBIX BUpycoM 6. A. a Tarike cBOGOIHBIX OT STOM
Bomezxay., Ha OCHOEe NONYYEHHBIX PE3YyJIbTATOB KO-

CTATUPORANACH IIPUTOMICCTL MuUrpoMeroma CH ans
_ PVTMHOROIT CEpPONOTMHECKO!! IMaTHOCTMKM  0Oone3nu

Ayecrku ¥ CBUHEM.

Kozinl T. — Seroneutralization micromethod in the

diagnosis of Aujeszky’s disease.

The examinations were carried out on 2027 sow sera
received from free farms and infected with Aujeszky’s
disease virus. Two methods of seroneutralization, i. e.
performed in tubes and micromethod were compared.
It was found that the micromethod was useful to routi-
ne serological diagnosis of pseudorabies.
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Laboratoryjne rozpoznanie anaplazmozy u bydla
opiera sie o wykazanie obecnoSci pasozytéw w pre-
paratach z krwi oraz w preparatach odciskowych z
narzgdéw wewnetrznych. Dotychczas preparaty wy-
barwiano wg metody Giemzy. Badania preparatéw
sporzadzonych od 11 cielgt zarazonych doswiadczal-
nie Anaplasma marginale wykazaly, ze wprowadze-
nie odczynu immunofluorescencji bezpos$redniej zwiek-
sza odsetek wynikéw dodatnich. W oparciu o ten od-
czyn mozliwe jest odréinienie Amaplasma spp. od
Babesia bovis i B. bigemina przy wystepowaniu re-
akeji krzyzowych miedzy A. marginale i A. centrale.
Rozmazy krwi uzyskane z podskérnych naczyn kon-
czyn nadajg sie lepiej do badah diagnostycznych w
poréwnaniu do preparatéw odciskowych z nerek, ser-
ca i ptuc, ‘
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NOZ CABENAS M. E, MOLTEDO H. L.: Dzialanie
owicydne oksfendazolu na nicienie u owiec. (Ovici-
cidal action of oxfendazole on sheep nematodes).
Vet. Rec. 107, 248—249, 1980 (11).

Zwalczanie pasozytéw zolaladkowo-jelitowych u by-
dta i owiec opiera sie gléwnie o stosowaniu lekéow
dziatajacych na pasozyty. W przypadku gdy lek wy-
wiera dzialanie owicydne w przewodzie pokarmowym
ulega obnizZeniu zanieczyszenie Srodowiska jajami pa-
sozytéw. Dzialanie owicydne oksfendazolu prze$ledzo-
no na 20 owcach w 4 grupach do§wiadczalnych zara-
zonych na drodze naturalnej nicieniami Zoladkowo-
-jelitowymi. Preparat stosowano w dawce 2,5; 35 i
45 mg/kg wagi ciala, W prébkach kalu pobieranych
w okresie 120 godzin po podaniu preparatu okreSla-
no ilo§é jaj (met. Mc Mastera) oraz dzialanie owicyd-
ne (metoda Corticelli Lai i Niec). Juz po 5 godzinach
po podaniu leku wykazano jego dziatanie owicydne
na jaja nicieni zotadkowo-jelitowych. W okresie 8 go-
dzin po podaniu preparatu 99,7% jaj pasozytéw uleglo
sterylizacji, za§ po 3 dobach nie stwierdzono w kale
owiec obecnoéci jaj nicieni Zolgdkowo-jelitowych.
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