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Diagnostyka serologiczna choréb wirusowych
zwierzat i ludzi jest podstawowym elementem
rozpoznawania wielu jednostek chorobowych.
Od czasu gdy po raz pierwszy Takatsy (10)
wprowadzil test mikro do zahamowania hema-
glutynacji (HI), wielu badaczy wniosto do nie-
go nowe elementy (1, 2, 5, 6). Jedng z podsta-
wowych trudnosci sprawiajgcych najwieksze
ktopoty w metodyce HI sg niespecyficzne in-
hibitory. Wielu autoréw usilowalo usungé je
z badanych surowic badZz przez uzycie réznych
zwigzkdéw chemicznych jak — kaolin, bentonit,
nadjodan potasu, trypsyna, RDE — Receptor
Destroying Enzyme (2, 3, 7), badz przez absorp-
cje na erytrocytach wielu gatunkéw zwierzat
(5, 7, 8, 9).

Celem badan byla ocena mikrotestu zahamo-
wania hemaglutynacji do diagnostyki serolo-
gicznej parainfluenzy bydla z uzyciem plytek
firmy PLASTOMED i erytrocytéw krwi gesi.

Materiat i metody

Wirus. Do badan uiyto szczepu M/PI; wirusa pa-
rainfluenzy bydla namnozonego na hodowli komérek
MDBK. Miano TCIDs (Tissue Culture Infective Dose)
na MDBK wynosilo 10%8/02 ml, zas miano hemaglu-
tynacyjne (Ha) 1:80,

Rozcieniczalnik. Zaréwno do przygotowania
zawiesiny 30% i 0,75% krwinek gesi, jak i do rozcien-
czen wirusa i surowic badanych zwierzat, uzywano
jatowego 0,9% NaCl na H,O redest.

Krwinki czerwone gesi. Krew od gesi po-
bierano przez naklucie zyly skrzydiowej do naczynia
z cytrynianem sodu: — cytrynian sodu — 3,8; chlorek
sodu — 0,9 i H,O ad 100 ml. Pobrang prébke krwi do
cytrynianu w stosunku 4:1 odstawiano na 60 min. w
temperaturze pokojowej (20—22°C), po czym wirowa-
no 5 min. przy 2000 obr./min, Odwirowany osad krwi-
nek piukano 3-krotnie 0,9% NaCl i standaryzowano
przez wirowanie 10 min. przy 1000 obr/min, Tak przy-
gotowane krwinki gesi stanowily pule wyisciowy do
przygotowania zawiesiny 30% do absorpcji inhibitorow
nieswoistych 1 zawiesiny 0,753% do wykonania testu
hemaglutynacji i zahamowania hemaglutynacii.

Surowice. W badaniach uzyto ogélem 23 surowic
bydlecych z gospodarstwa T oraz bydigcej surowicy
referencyjnej (R) dla wirusa PI;, Wszystkie surowice
badane inaktywowano w temp. 56°C przez 60 min.,,
po czym do 0,7 ml surowicy dodawano 0,056 ml 24-go-
dzinnych 30% krwinek gesi celem absorpeji inhibito-
row nieswoistych. Absorpcje prowadzono w temp, 37°C
przez 30 min., po czym krwinki odwirowywano, za$
surowice odlewano do jalowej probki. Tak przygoto-
wana surowica byta gotowa do badania serologiczne-
go.

Odczyn hemaglutynacji (Ha). Test wyko-
nywano wg Larskiego w modyfikacji Rulki (4).

Odczyn zahamowania hemaglutynaciji
(HI). Mikrotest wykonywano wg Severa (8) w mody-
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fikacji wlasnej, Odezyn wykonywano wg zasady:
pierwszy rzad basenow (1) od A do H sluzyl do watep-
nego rozeieficzenia surowicy 1:5, rzedy 2—11 shuzyly
do wykonania kolejnych rozelenczen badanej surowi-
¢y w postepie 02 log w zawiesinie 4 jednostek he-
maglutynacyjnyeh wirusa PI;, zas rzad 12 stanowil
kontrole badanej surowicy w rozcienczeniu 1:20. Od-
czyn HI na plycie duzej z pleksiglasu wykonywano
wobec 2 jednostek Ha wirusa PI,.

Technika wykonania mikrotestu HI.
Najpierw rozlewano 4 0,025 ml 0,9 NaCl do basenéw
rzgdu 12 1 0,1 ml (4 krople & 0,025 ml) do basenow
rzgdu 1. Nastepnie rozlewano a 0,05 ml wirusa stano-
wiacego 4 jednostki Ha do basenow 2—11, Z kolei do
rzedu 1 dodawano bagietka 0,025 ml badanej surowi-
¢y, mieszano ja i przenoszono 0,025 ml do basenu nr
12, Teraz zmieniano bagietke o pojemnocsci 0,05 ml,
pobierano z pierwszego basenu 0,05 ml surowicy z
rozeienczenia 1:5 i przenoszono ja do basenu nr 2, by
po wymieszaniu przeniesé 0,05 ml do basenu nr 3 itd.
Z basenu nr 11 wyrzucano 0,05 ml surowicy, za$ do
basenu nr 12 uzupeiniano 0,025 ml 0,9% NaCl. W ten
sposdb przygotowano I faze seroneutralizacii mikro-
testu HIL Po 30 minutach inaktywacji wirusa PI; przez
swoiste przeciweciata, dodawano do wszystkich base-
now (z wyjatkiem rzedu 1) a 0.05 ml 0.75% krw nek
gesi (faza II). Nastepnie wytrzasano plytki recznie
przez 3 min, po czym po 30 minutach odezytywano
wynik reakcji.

Wyniki i oméwienie

Uzyskane rezultaty wykazaly pozytywny
wplyw absorpeji niespecyficznych receptoréw
badanych surowic przez krwinki gesi. Wyniki
ilustruje tab, 1. Dodanie 0,025 ml czy 0,075
ml 30% zawiesiny krwinek do 0,7 ml badanej
surowicy, nie zmienia jej wlasciwosci serolo-
gicznych. Czyni to mikrotest HI odezynem wy-
soce czulym, ujawniajgc faktyczny poziom prze-
ciweial HI dla wirusa PI,. Powtorzenie odczy-
nu na 3 plytkach firmy PLASTOMED nie wy-
kazalo istotnych rvéinic w wysokosci miana

Tab. 1. Poziom miana przeciweial HI dla wirusa PI,
W surowicach absorbowanych i nie absorbowanych w
zaleznosci od uzytej ilodci krwinek gesi

Efyirocyty Miono preeciwerat HI cia Plg

SWFOMICE GDSUMIOWGTLE

lczba gbjglosé 408 R 475 215 200 492 043 292
31x407 0025 m} 4O 320% 80 4O* 320 80 820 —
63x40" 005 m) 40 320 80 BO 320 80 220 ~—
92x107 0075mal 20 320 40% 4O 460% 80 460t

Surcwice n.ie absorbowone
40 320 4p: 80" 8207 4o 220 Lot

63107 0,05 mb

Objasnienia: x — w rozciericzeniu 1:10—1:40 notowano nie-
swoiste zlepianie krwinek gesi, * — watpliwy wynik testu
H w kolejnym rozcienczeniu surowicy, R — surowica byd-
leca referencyjna.
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przeciwcial dla tych samych surowic. Dodanie
0,075 ml 30% krwinek gesi powoduje w niek-
torych przypadkach obnizenie miana HI, co wia-
Ze sie zapewne z rozcienczeniem surowicy przez
zawiesine krwinek. Surowice nie absorbowane
wykazywaly podobne miana HI jak surowice
absorbowane, jednakze przy niskich mianach
przeciwcial wyniki byly trudne do oceny. W
przypadku surowicy 215 i 200 oraz surowicy
ujemnej (392), notowano w pierwszych rozcien-
czeniach (1:10—1:20) wyrazng aglutynacje krwi-
nek gesi. Z wiasnych obserwacji nie objetych
doswiadczeniem wynika, ze niespecyficzng aglu-
tynacje krwinek gesi mozna obserwowac do roz-
ciefnczenia 1:80, a nawet 1:160. Istotne jest row-
niez to, ze przy wystgpieniu silnej aglutynacji
krwinek gesi wiprzypackll SUrowic ujemnych nie
absorbowanycn (surowica 392), nastepuje szyb-
kie ich opadanie, dajagc w efekcie typowy gu-
ziczek dla dodatniego wyniku HI. Przy odczy-
taniu takiej reakcji w czasie pdzniejszym niz
30 minut daje falszywie dodatni wynik reakcji
serologiczne]j, zacierajac tym samym charakte-

rystyczny obraz mikrotestu dla surowicy ujem- .

nej,

Przeprowadzone badania w kierunku zgodno-
$ci wynikow mikrotestu HI na trzech plytkach
firmy PLASTOMED wskazuja na powtarzalnose
wynik6w. Wystepujgce roznice miana do jed-
nego rozcienczenia sg mato istotne i mieszczg
sie w granicach bledu metody. Przy poréwny-
waniu wynikéw mikrotestu na plytkach PLAS-
TOMED z wynikami na duzych ptytkach z ple-
ksiglasu, odnotowano jeden wynik wyzszego
miana HI (1:1280) ma duzej plycie — surowica
nr 013. Pozostate wyniki byly zgodne lub réz-
nity sie mianem w granicach jednego rozcien-
czenia, Uzyskane rezultaty przedstawia tab. 2
oraz ryc. 1, 211 3.

Przedstawione wyniki, jak rowniez dwuletnie
obserwacje wlasne wiskazuja na stosunkowo du-
zg ilos¢ surowic bydlecych zawierajagcych nie-
specyficzne inhibitory. W badaniach nie obje-
tych eksperymentem ilo§¢ niespecyficznie rea-
gujacych surowic wynosila niekiedy 73—=85%.
Zastosowanie inaktywacji w temp. 56°C przez
60 min. i absorpcji krwinkami gesi w temp.
37°C przez 30 minut pozwolilo na zupelne wy-
eliminowanie inhibitoréw nieswoistych z bada-

Tab. 2. Powtarzalno$¢ wynikéw mikrotestu HI dla
przeciwcial wirusa PI; na plytkach firmy PLASTO-
MED w odniesieniu do testu na duzej ptycie z pleksi-

glasem
Tiih. . ~cConsilh Bl Gk Plg (2F SUrowicy)
i22 R 4 B3 BO0 432 M3 352
40" 20f 80 4% 720 80 B30
26E guD 80% 40T 480 40 320 —

3 ] 20E €40 not 40x 460 4O 320 —
Puka g 220% 4E0L 450F E30 @0 4280 nb
PRy
niYLey ~ .

Opjaénienia: x — dodatni wynik testu w rozcierczeniu su-

rowicy 1_:40, + — watpliwy wynik testu HI w kolejnym roz-
cienczeniu surowicy, R — surowica bydleca referencyjna.

Ryc. 1. Wyniki testu hemaglulynacji i zahamowania
hemagiutynacii na plycie z pleksiglasu

Ryc. 2. Mikrotest HI na plytce firmy PLASTOMED

Ryc. 3. Watpliwy wynik mikrotestu na plytce firmy
PLASTOMED w powickszeniu pod lupg (3X)
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nych surowic, Istotne jest to, Ze surowice ab-
sorbowane 30% krwinkami gesi nie wykazywa-
ty spadku miana przeciwcial w mikrotescie HI.
Fakt ten dowodzi réwniez braku jakiejkolwiek
szkodliwos$ci krwinek gesi na swoistosé odczy-
nu. Dodatkowy zaletg uzytych krwinek gesi jest
szybkos¢ wystepowania reakeji serologicznej.
Miarodajny wynik testu uzyskano juz po 15 mi-
nutach, Biorge jednak pod uwage wystepowanie
ewentualnych réznic miana przeciwcial, osta-
teczny wynik testu nalezy ocenié po 25 lub co
najwyzej po 30 minutach.

Podobne wyniki braku spadku miana prze-
ciwciat HI dla wirusa PI; zanotowali réwniez
Keter i wsp. (2) po zastosowaniu kaolinu i RDE.
Dowson (1) z kolei stwierdzil, ze surowice pod-
dane dzialaniu zaréwno kaolinu, RDE, trypsy-
ny, nadjodanu potasu i bentonitu, wykazywaty
nizsze miana przeciwcial HI niz surowice nie
traktowane tymi zwigzkami. Rossi i Kiesel (3)
wykazali, ze surowice bydlece poddane dziala-
niu trypsyny i nadjedanu potasu, nierzadko wy-
kazuja nizsze miana przeciwciat HI, co wiecej
— brak jest korelacji pomiedzy mianem prze-
ciwcial w surowicach przed i po ich dzialaniu.
Autorzy podkreslajg, ze surowice cielgt wyka-
zujg ponadto roézng wrazliwoéé na dzialanie
trypsyny i nadjodanu potasu.

Badania wiasne, w ktérych uzyto 30% krwi-
nek gesi do absorpcji niespecyficznych inhibi-
tor6w w surowicach bydla pozwolily na opra-
cowanie czulego i swoistego mikrotestu zaha-
mowania hemaglutynacji. Nalezy zaznaczyé¢, ze
dzieki zastosowaniu mikrotestu HI, wzrosly oko-
lo 20—25-krotnie mozliwosci przebadania wiek-
sze] ilosci surowic niz przy wykonywaniu od-
czynu HI na duzej plycie z pleksiglasu lub przy
zastosowaniu tradycyjnej metody probéwkowej.
Mozliwosci te odbiegaja od pelnej automatyza-
¢ji odezynu zahamowania hemaglutynacji wy-
kazanych przez Weberta i Cohena (11), jednakze
wykorzystanie do mikrotestu HI krwinek gesi
stwarza nowe mozliwosei szybkiej i swoistej me-

tody w diagnostyce serologicznej parainfluenzy
bydta,
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Pyaka fI. — CepoJoruiecKasg NRMATHOCTMKa NIapayd-
Gbmo9HNLl CKOTA ¢ IPUMMEHEHMEM MHEpPOTECTa 3aTOp-
MCXKEHHA TreMArrJIOTMHAIMM ¢ EPOBAHBIMM TeJbIaMH
rycei

OrTMeyeHO TONORUTENLHOE BAMAHUe abcopbumm He-
cnenmM@OUYECKMX PELEeNTOPOs B CLIBOPOTKAX CKOTa IIDH
npuMeHeHu 30% CycIeH3uMM KPOBAHBIX TeJEl[ TYCH.
ABcopbrua nposogmunack B Temm. 37°C B Teuenue 30
MMH, ¢ McIoab3oBaHueM 3,1X107—9,2X 107 spuTpoLUTOB/
/0,7 M1 ceiBopoTRHM. JoGaBKa Tejel K yecaenyeMoii chl-
BOPOTKe B oOTHomeHuu 1:10, He BaMseT oTpULATEIBHO
Ha TUTP OPOTMBOTE] AN BUPTCA PI; 8 Murporectre HI.
Pezynbrartel TecTa, NPOBEeNEHHODO HA 3 MJIMTKAX, yKa-
3bpIBAIOT HAa IIOBTOPAEMOCTh INOJNYYEHHBIX Pe3yJbLTATOB.
HeabcopSupoBaHHbIE CHIBOPOTKM, JAIOIIME OTPUIATENb-
HBIJI PE3yJabLTAT TecTe, Iocae abcopbummu IoKa3bIBaJMU
TP 1:10—1:40%. ITpoBefeHHble MCCIELNOBAHUA YKA3bI-
BAIOT HA IOJHY0 NPUTONHOCTH KPOBAHBLIX TeJjel IycH
u mmtoK hupMbpl PLASTOMED X KYTMHOBOM CEPOIO-
I'MMECKO) AMATHOCTUKE MapauH@IIOSHLILI CKOTA,

Rutka J. — Serological diagnosis of bovine parainflu-
enza by HI micromethod using goose erythrocytes

A profitable influence of non-specific absorption of
inhibitors from bovine sera by means of a 30 per cent
suspension of goose erythrocytes was found. The pro-
cess of absorption was carried out at 37°C for 30
minutes using 3.1X107—9.2X107 erythrocytes per 0.7
m] of serum, The addition of erythrocytes to the se-
rum in relation 1:10 did not influence the level ot
antibodies against PI-3. The results of the microtest
were reproducible. Non-absorbed sera reacting nega-
tively following absorption had titres from 1:10 to
1:40. The examinations point to the usefulness of goose
erythrocytes and plates, produced by Plastomed, for
serological tests performed with bovine parainfluenza
virus.

ALEXANDER A. D., RULE P.: Ocena penicylin, cefa-
losporyn, tetracyklin i eryiromycyny w leczeniu dos-
wiadeczalnej leptospirozy chomikow. (Evaluation of
penicillins, cephalosporins, tetracyclines and erythro-
myecin in treatment of experimental leptospirosis in
adult hamsters), Isr, J. Vet. Med, 43, 296-306, 1988 (4)

Przebadano skutecznosé penicylin, cefalosporyn, te-
tracyklin i erytromycyny w leczeniu zakaZenia L. in-
terrogans serovar, bataviae u chomikéw syryjskich,
ktére padly bez leczenia po 6—7 dniach po zakazeniu.
Leki stosowano poczatkowo w dawce 10, 40 i 160
mg/kg masy ciala jednorazowo 2 dni po zakazeniu.
Te antybiotyki, ktére przyniosly efekt stosowano na-
stepnie 4 i 5 dnia po zakazeniu w dawce 2,5 lub 5,0
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mg/kg przez 5 kolejnych dni. Zwierzeta, ktére prze-
2yly 21 dni po zakazeniu badano na nosicielstwo lep-
tospir w nerkach. Bardzo skuteczna okazala sie ampi-
cylina, bekampicylina, cyclacilina, piperacillina, do-
ksycyklina, chlorotetracyklina, cefotaksyn i imoxalak-
tam. Slabe efekty lub brak efektéw notowano po sto-
sowaniu cefaleksyny, cefadroxilu, cefamandolu, cefa-
perazonu i erytromycyny. Wszystkie antybiotyki, ktére
byly skuteczne zastosowane na 1—2,5 dni przed pad-
nieciem powodowaly przeiycie zwierzat. Obecnosé lep-
tospir w nerkach stwierdzono u chomikéw leczonych
doxycykling, chlorotetracykling, cyclacyling i pipera-
cyling.
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