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ZLastosowanie odczynu immunoflucrescencii w rutynowej

diagnostyce choroby Aujeszky

Zaklad Higieny Weterynaryjnej, ul. Lechicka 21, 02-156 Warszawa

Dotycheczasowa diagnostyka choroby Aujesz-
ky (ch. A.), zgodnie z instrukcjg Ministerstwa
Rolnictwa (3), opiera sie gléwnie na wynikach
proby biologicznej na krodlikach w wieku do
4 miesigcy lub mlodych kotach. W niektérych
przypadkach, glownie przy podejrzeniu ch. A.
u $win, wspomniana instrukeja przewiduje
jednoczesng izolacje wirusa na hodowli komo-
rek nerki $wini i komorek zarodka kurzego.
Wirus ch. A. jest bowiem, jak dotychczas, je-
dynym wirusem wystepujacym u swin, ktory
wywoluje zmiany cytopatyczne w obu wy-
mienionych hodowlach kemérkowych. Z prze-
gladu pismiennictwa wynika, ze probe biolo-
giczng mozna przeprowadzi¢ réwniez na b].a.—.
tych myszkach (2, 6), a w przypadku izolacji
wirusa w hodowli komérkowej, jego identy-
fikacje — technikg przeciweial znakov\ran_\:nrh
1, 5, 6, 7). Powszechna dostepnos$é przeciwcial
znakowanych do wykrywania wirusa ch. A.
pod nazwg ,,Gamakon AV” pozwala, jak sie
wydaje, na szersze zastosowanie tej metody
w rutynowych badaniach laboratoryjnych.

Celem pracy bylo okreilenie przydatnosci od-
czynu immunofluorescencjl bezposredniej w
diagnostyce ch. A. u zakazonych materialem
zawierajacym wirus bialych myszek lub w ho-
dowli komérkowej.

Material i metody

Materiat stanowily narzady wewneirzne (mozgi,
Sledziony, pluca) od 26 zwierzat (20 liséw, 4 $win,
kuny i psa) nadestane do badan w kierunku ch. A.
z 18 gospodarstw w latach 1979—1982. Probe biolo-
giczna przeprowadzano na krélikach w wieku do
4 miesiecy i na bialych myszkach o masie ok, 12 g
(6 myszek na jednag probe).

Zakazenie, Z materialu nadeslanego do ‘adania
przygotowywano 20% rozcier w buforze fosforano-
wym o pH 7,5 z dodatkiem 10600 ji. penicyliny i 1000
meg. streptomycyny na 1 ml. Rozcier pozostawiano
na 30 min. w temperaturze pokojowej, po czym Wwi-
rowano go przy 2000 obr./min. Plynem znad osadu
zakazano jednoczesnie: krolika (1 ml domicéniown),
68 myszek (po 0,03 ml. domdzgowo) oraz hodowle
pierwotng komérek zarodka kury (0,2 ml. na pro-
béwke). W leontroli w miejsce supernatantu stosowa-
no bufor fosforanowy z antybiotykami.

Preparaty immunofluorescencyjne. Do badania
immunofluorescencyjne przygotowano: a) preparatly
odviskowe z mbzgow, Tdzeni krégowych, pluc i §le-
dzion od zwierzat nadestanych de badania, b) prepa-
raty odeciskowe z powierzehni kory mozgowe] 1 =
przekroju pélkul mézgowyeh rmyszek padiych oraz
uépionych w 24, 48, 12 godziny po zakazeniu ¢) pre-
paraty na szkielkach z probowek Leightona z ko-
moérkami w 18 1 24 godziny po zakazeniu, d_wulcrm.-
nie plukanymi w buforze fosforanowym, Wsz
preparaty po dokiadnym wysuszenju utrwalal
min, w acetonie w temp. 4°C. Nakladano kouj
,Gamakon AV” (Bioveta, CSR3) w odpowledn
rozeiefiezeniu i
37°C. Po 30 min, prepar I ano (dwukrolnie po
10 min. w buforze fosforanowym o piH 73 FPo do-
kiadnym wysuszeniu preparaty zatapizno w buforo-

inkubowano w kornorze wilgotnei w

Tab. 1. Wykrywalnosé wirusa ch.A. w materiale biclogicznym w zaleznoéei od zastcsowanej metody

(liczba — %)
. n IF z mat. | Krélik Myszy - Hodowla komérkowa
S (szi) terenowego | pr. biol. pr. biol. l IF (szt.) CPE ‘ IF
[ |
Lis 20 0 | 10 (50%) \ 110 50505%) | 10 (‘5'0%) 16 9) | 7 (4,4%) ! 7 (4,4)%)
Swinia 4 0 | 1 (25%) | o (25%) 1 (25%) 4 | 1 (25%) | 1 (25%)
Kuna 1 0 0 I 0 1 L0 / 0 )
Pies 1 0 1 (100%) ‘ 1 (100%) 1 (100%) 1 | 1 (100%) 1 (100%)
| g ;
Razem 26 0 12 (et | 12 (46%) | 12 46%) | ol 9 (43%) ‘ g (43%)
Objasnienia: IF — immunofiuorescencja bezposrednia, CPE — efekt cytopatyczny, (0) — wynik ujemny, a) — czterech

Uséw (trzech dodatnich 1 Jednego ujemnego w probie biologicznej) nie badano w hodowli komorkowe]j.
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wanej glicerynie, Oceniano je w mikroskopie flu-
orescencyjnym ,Fluoval 2” z palnikiem HBO 202, fil-
trami wzbudzajacymi 2 X KP — 490 (filtry interferen-
cyjne), B-228g. B-229¢ oraz fillrami barierowymi
G-245 i G-249. Stosowano oswietlenie gorne i apo-
chromatyczne obiekiywy.

Wyniki i omowienie

Przeprowadzone badania materiatu pocho-
dzgcego od 26 zwierzat podejrzanych o ch. A.
wykazaly w 12 przypadkach obecnosé¢ wirusa
ch. A. u zwierzgt pochodzgcych z 6 gospodarstw
(1 swinia, 1 pies, 10 lisow) (tab. 1).

Préba biclegiczna. Zakazenie myszek mate-
rialem zawierajgcym wirus ch. A. zawsze pro-
wadzilo do zejscia Smiertelnego miedzy 4 a 9
dniem po zakazeniu. Wiekszos¢ myszek pada-
la 4 dnia, a nastepne w ciggu kolejnych 5 dni.
Czasami émieré pierwszych myszek poprzedza-
ly objawy nerwowe. Zwykle jednak nie wy-
kazujgce zadnych objawow chorobowych mysz-
ki znajdowano martwe 4 dnia rano, a u po-
zostalych stwierdzano objawy nerwowe. Obja-
wy te byly rozmaite i malo charakterystyczne.
Niektore myszki wykazywaly silne pobudzenie,
biegaly po klatce bez celu, silnie reagowaly
na hatas. Inne krecity sie w koéilko, parly na
przeszkody. Jeszcze inne pozostawaly bez ru-
chu, w pozycji siedzgcej na reagujgc na zadne
bodzce, w tym proby zmuszania ich do ruchu.
Martwe myszki znajdowano czesto wklinowa-
ne pyszczkiem w oczka siatki lub lezgce jed-
na na drugiej w naczyniu z wodg. Charakte-
rystycznym i wspéinym dla myszek padiych
w wyniku zakazenia wirusem ch. A. objawem
bylo ulozenie poémiertne zwiok z silnym, przy-
pominajgcym garb zgieciem kregostupa (ryc. 1).
Przy nastepnych pasazach wirusa ch. A. na
myszkach czas miedzy zakazeniem a padnie-
ciem wynosil frzy dni.

Rye. 1. Charakterystyczny uktad ciata myszki padtej
w wyniku domézgowego zakaZenia wirusem choroby
Aujeszky

U zakazonych krolikéw w miejscu wstrzyk-
niecia wirusa wystepowal swigd i w ostatecz-
nym efekcie $mieré zwierzecia. W hodowli
pierwotnej komérek zarodka kury wystepowa-

Ryc. 2. Preparat odciskowy z moézgu myszy zakaZo-

nej materiatem pochodzacym od chorej $§wini. Wi~

doczna swoista fluorescencja w licznych komérkach
{(pow. ok. 250X)

Ryc. 3. Preparat odciskowy z mézgu myszy. Komérka
z charakterystycznym utkaniem drobnych $wiecen
(pow. ok. 625X)

lo zaokrgglenie komorek, ziarnistosci w cyto-
plazmie i liza komoérek. Zmiany te odpowia-
daly opisom przedstawionym w innych pra-
cach (3, 4, D, 6).

Immunofiuorescencja. W preparatach przy-
getowanych z materiatlu terenowego w zadnym
przyoadku nie stwierdzono obecnosci wirusa
ch. A. (tah. 1). W preparatach z mozgdéw pa-
diych myszek przy powickszaniu ok. 250X
widoczne byly liczne swiecgce komorki (ryc. 2).
Przy powiekszeniu ok, 625X widoczna byla
dokiadna struktura gwiecen w postaci drob-
nych punktow, lezacych ciasno jeden obok dru-
giego 1 wypeiniajacych calg cytoplazme ko-
morki (ryc. 3). Metodg immunofluorescencji
mozna bylo wykryé wirus ch. A. w komorkach
mozgowych zakazonych myszek juz z chwila
wystapienia cbjawéw nerwowych. W prepara-
tach z hodowli komérkowej wykonanych na-
stepnego dnia po zakazeniu, widoczne byly licz-
ne komorki zawierajgce $wiecace zaokraglone
grudki. Swiecenia wystepowaly w cytoplazmie
w okolicy jadra komorkowego widocznego w
postaci ciemnej plamy (ryc. 4).
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Rye. 4. Liczne $wiecgce grudki w cytoplazmie ko-
morki zarodka kury (pow. ok. 625X)

Zgodnos¢ wynikow proby biologicznej prze-
prowadzonej na myszkach z wynikami takiej
proby przeprowadzonej na kroliku (tab. 1)
wskazuje na mozliwosé zastgpienia krolikow
myszkami. Uzyskanie krolika odpowiadajgce-
go wymaganiom préby biologicznej w diagno-
zie ch. A. jest obecnie dos¢ klopotliwe, nato-
miast myszki uzywane do wielu innych prob
biologicznych sg zazwyczaj dostepne w labo-
ratorium. Sg one ponadto znacznie tansze.

Wystapienie objawow nerwowych u myszek
po odpowiednim okresie czasu od zakazenia,
a nastepnie Smieré¢ (6) i charakterystyczne po-
$Smiertne ulozenie zwlok (2) sg podstawa oce-
ny wyniku proby biologicznej. Proba immuno-
flourescencyjna ostatecznie potwierdza rozpo-
znanie chorcby. Laboratoria dysponujgce moz-
liwoscig prowadzenia hodowli komérkowej mo-
ga znacznie skréci¢ czas potrzebny do posta-
wienia diagnozy. W zakazonej hodowli komor-
kowej juz nastepnego dnia, przy pomocy tech-
niki przeciwcial znakowanych, mozna stwier-
dzi¢ lub wykluczyé obecnos¢ wirusa ch. A. w
badanym materiale. Badanie immunofluore-
scencyjne materiatu pochodzgcego bezposérednio
od zwierzgt gospodarskich w praktyce nie ma
istotnego znaczenia (1). Wyniki takiego bada-
nia (tab. 1) byly w kazdym przypadku ujem-
ne, niezaleznie od tego czy w materiale byt
wirus, czy go nie bylo.

Wnioski

1. W probie biologicznej stosowanej w diag-
nostyce laboratoryjnej ch. A. mozna uzywaé
bialych myszek zamiast krélikéw; Smieré my-
szek w 4 do 9 dni od zakazenia oraz charak-
terystyczne poémiertne utozenie zwlok s$wiad-
czy o obecnos$ci wirusa.

2. Badanie immunofluorescencyjne moézgow
myszek padiych lub uspionych w okresie wy-
stepowania objawéw nerwowych stanowi po-
twierdzenie diagnozy.

3. Najszybszg metodg wykrycia wirusa ch.
A. w badanym materiale jest zakazenia ho-
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dowli komorkowej zarcdka kury i badanie
immunofluorescencyjne tej hodowli przeprowa-
dzone nastepnego dnia.
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ITeperT T. — IIpuMeneHue peaxuun uMMyHoIyspec-
IHEHNMN B PYTHHOBOH /[AMATHGCTHEE GoMe3HH AyecEn

IIpober 0T 26 3XMBOTHBIX PAa3SHBIX BUJOB, IOLO3DE-
BaeMbIX B HATypPanbHOM MH@MEKUMM BUPYCOM 60Je3HK
Ayecky, mopBepriiv JabopaTOPHBIM MCCIEeNOBAHMAM C
NPpUMEHEeHMEeM OKONOTMYECKO npofnl HA  MOJOIBIX
KPOMMKaX corjacuo o0aA3bIBalolleli MHCTPYEOUM U
CPaBHMTENBIIO Ha 0eNbIX MBIUKAX, WHQUNNPOBAH-
HBIX BHYTPUMO3roro. Benu cBepxX TOro mM30JAIMI0 BU-
pyca B MEPBUMYHOM KYJIbType KJETOK 3apoAblila Ky-
PULBL ¢ IPUMEHEHMeM PeaKIuy MUMMYHOMIYOpeCcIIeH-
uny 4wepes 18 m 24 waca nocie nuderuun. VMMy-
HOMIIYyOpPECIEHTHEIE IPENapaThl MITOTOBIANM TAKIKEe
W3 MO3TOB, CHMINIBIX MO3TCE, JIErKWX M CeJIe3€HOK,
MPUCBLIAEMBIX JJIsT MCCJSJOBAtMS, a TaKzKe M3 MO03-
rOB MABIOMX MM YCBILJIEHHBIX MBIulell Ha 24, 48 u
72 waca mnocxe uHpernun. Bupyc 6Gomesnyu Ayecknu
obHapyxRuIM y 12 zmuBorHBIX (2 cBung, 1 cobaxa, 10
MUCULT), NOPOUCKOAAIMX M3 6 xXosaicTe. Ilonyuumm
TIOJTHOE CXOACTBO Pe3yJjabTaToOB OUOJOTHMUIECKONt IIpO-
Obl, MPOROAMMON Ha MBLINKAX M KpPoaukax. Mceaemo-
BaHMA pearnMell MMMYyHOMIYOpPEeCHeHIMM MarTepuaia
0T HATYPaJbHOTO MHMULMPOBAHHLIX BUPYCOM 6eire3zuu
Ayecky KUBOTHBLIX HE MMEIT NPAKTUYECKOro 3naye-
nusg. IIpu nDpuMeHeHMM STOM peaxIMyu B IIperapaTax
U3 MO3TOB MHMUUIMPOBANHLIX MBIIIEH OTMEYaNW BU-~
pyC € MOMEATOM TOSRJIEIMS HEPEHLIX CHUMITOMOB, a
B KYABTYpe KJETOK 3aponeima KYPMULI -— yIKe 1ia
CIeOVIOMMHY NerT TIecxas WH{PEKIUNU,

Peryt T. — The application of immunofiuorescence
test for routine diagnssis of Auvjeszky disease
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infection. Au;eszky disease virus was found in 12
animals (1 pig, 1 dog, 10 foxes) from 6 farms. It
was found a full agreement of the results of biolo-
gical test performed on rabbits and mice, Examina-
tion in the immunofluorescence test the sample from
animals naturally infected has not a practical value.
Using immunofluorescence test and brain samples of
infected mice it is possible to detect Aujeszky disease
virus when the signs of neurclogical disorders apvea-
red. However, in tissue culture of chick embryo the
virus is detected next dry since the infecticn.




