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ZYGMUNT PEJSAK

Zastosowanie testu immunoperoksydazowego do wykrywania obecnoéci
wirusa pomoru klasycznego $win *)

Zaklad Chor6ob Swin Instytutu Weterynarii, Al Partyzantow 57, 24-160 Pulawy

Summary

The application of peroxidase linked assay for the
detection of hog cholera virus (HCV)

With immunofluorescence techniques large foci are vi-
sible in frozen sections of the tensils and spleen of pigs
infected with virulent strains of HCV. Low or moderate-
-virulent strains induce small, weakly fluorescent foci
under the same conditions, This sometimes causes diagno-
stic problems. Therefore, under such conditions, isoclation
of virus in cell cultures should be applied for HC diagno-
sis, The cullure might be examined for the presence of
HCV by direet IFT using immunoenzymalic methods (PLA).
The usefuiness of the PLA for the diagnosis of HC was
compared with IFT. Forty samples of tonsils, spleens and
kidneys were collected from 10 pigs experimentally infec-

ted and from 5 field cases of HC. Isolation was performed
on rapidly growing PK-15 cells seeded in flat botiomed
microtitre plaies., The cultures after 48 h were fixed and
stained with hiperimmune porcine HC antiserum and aftler
that with anfi-porcine IgG-HRPO conjugate. The resulls
were read microscopically using 50 % magnification, The
results were considered positive if stained reddish-brown
infected cells were detected. The applied immunoenzyma-
lic method enables the detection of HCV in all samples,
from exwperimentally infected pigs and field cases of HC.
Using TFT, in some cases, it was difficult to determine
exactly the results of examination.

Pomor klasyczny $win (pks$) nie przestaje byé w
Europie jedna =z najgrozniejszych choréb zakaznych
i zarazliwych wspomniancgo gatunku zwierzat. Jak
wekazuja na to dane przedstawione w trakcie ostatnic-
g5 (maj, 1932) spotkenia epizootizlogow z krajéw EWG
w Brukseli (9), choroke te stwierdzano w 1931 roku w
wigkszoici krajéw zachodniceuropejskich. Dla przykia-
du we Francji zarejestrowano 48, w Niemezech 8, a w
Hbolandii 3 przypadki pks. W 1992 roku ogniska tej za-
razy zdiagnozowano m.in. w Czecho-Slowacji — do
maja, 33 przypadki (9), a takze w naszym kraju (8).

Problemem epizootycznym, komplikujgcym zwalcza-
nic pks, jest coraz czestsze wystepowanie Srednio i mato
zjadliwych szczepdéw wirusa pomoru, czego konsekwen-
cja jest pojawicnie sie mato typowych przypadkéw tej
choroby (1, 11). Wspomniane szczepy pk$ charaktery-
zuja sie wladciwosciami biologicznymi utrudniajgcymi
rutynowsg diagnostyke laboratoryjng omawianej choro-
by, opierajgca sie przede wszystkim na wykrywaniu
obecnosci antygenu wirusowego przy pomocy techniki
immunofluorescencyjncej — IF (5). Wykazano bowiem,
ze przy badaniu materialu biologicznego pochodzgcego
od swin zainfekowanych mato lub $rednio zjadliwymi
szczepami wirusa pks, w badaniu IF obserwujc sie je-
dynie male, charaktieryzujace sie slabo wyrazong inten-
sywnoscig $wiecen, ogniska fluorescencyjne (1).

Biorge pod uwage konieczno$¢ usprawnienia diagno-
styki pks podjeto préobe zastosowania w tym celu testu
immunoperoksydazowego (3). Metoda ta umozliwia na-

*) Praca zostala wykonana w ramach realizacji projektu PL-ARS-
-163, we wepclpracy z Nailonal Animal Disease Center, Ames Iowa,
USA, finansowanego przez II Polsko-Amerykanski Wspélny Fun-
dusz im. M. Skiodowskiej-Curie.

mnozenie wirusa in vitro, co z kolei ulatwia jego wy-
krycie przy pomocy metod immunoenzymatycznych.

W prezentowanej pracy przedstawiono zasady wyko-
nania testu oraz wyniki jego zastosowania w diagno-
styce pks.

Material i metody

Zwierzeta. Do badan uzyto 10 warchlakéw o masie
ciala (m.c) okolo 35 kg, nie szezepionych przeciw pomoro-
wi, Swinie te zakazono zjadliwym szezepem Washington
wirusa pks, dawkg 100 000 dawek zakaznych (IDy) na zwie-
rzg. Wszystkie zakazone warchlaki zachorowaly i padly w
clagu 6—14 dni po infekeji z fypowymi dla poemoru obja-
wami klinicznymi i zmianami sekeyjnymi.

Materiat do badan. Od kazdej padlej $wini do
badan laboratoryjnych pobrano wyeinki migdalkow, nerek
I sledziony., W badaniach wykorzystano rowniez wyeinki
migalkow i nerek pobrane od 5 §win padlych, z objawami
pki, w warunkach terenowych. Jake kontroli uzyto w ba-
daniach probek tych samych narzadow pobranyeh od 5 $win
klinicznie zdrowych., W sumie do badan wykorzystano
40 prob materialu biologicznego pobranego od 15 §win za-
kazonych roznymi szezepami wirusa pomoru oraz 10 prob
uzyskanych od $win zdrowych. Do momentu podjecia ba-
dan laboratoryjnych material biologiczny przechowywano
w —170°C,

Postepowanie. Wszystkie pobrane préby przebadano
w kierunku obecnosci wirusa pks$ przy pomocy testu immu-
noperoksydazowego (peroxidase linked assay — PLA), Uzy-
skane rezultaty porownano z wynikami IF: badania IF w
kierunku obecnosei antygenu wirusa pks, w badanym ma-
teriale, wykonywano zgodnie ze stosowng instrulecja (5.

Wykonanie testu immunoperoksydazowego.

I. Bufory i reagenty

1. Bufor do ptukania: NaCl — 8,85 g; Tween 80 —
5,0 ml; H,O — dest. — do 1000 ml, (pH buforu — 7,6,
ustalano uzywajac nasyconego roztworu Na,HPO,).

2. Bufor do rozcieficzania koniugatu/surowicy: NaCl
— 29,5 gq; Tween 80 — 10,0 ml; 1,0 dest. — do 1000 ml.
(pH buforu — 7,6 ustalano jak uprzednio).

3. Bufor do wutrwalania: 30% roztworu acetonu w
plynie fizjologicznym o pH 7,2.

4. Bufor octanowy: A. CH,COOH - 286 ml; H,0
dest. do — 1000 ml. B. CH,COOH X H,0 — 13,6 g; H,0

dest. — do 2000 ml. Bufor B mieszano z buforem A az
do uzyskania pH 5,0.
5. Substrat. 3-amino- 9 ethylcarhazole — 2 mg roz-

puszezano bezposrednio przed uzyciem w 0,3 ml di-
methylformamide; nastepnie mieszans z 5 ml 0,05% bu-
foru octanowego o pH 5,0. Przed uzyciem dodawano
50 ul 3% H,0,.

6. Wysokowartosciowa surowica Swin immunizowa-
nych szezepionka Lapest 1 zakazanych zjadliwym
szczepem Washington wirusa pk$; (rozeieficzana 1:100
Iub 1:200 w zaleznoéci od miana, w buforze do roz-
cieniczania).

7. Keniugat — znakowana peroksydaza
surowica krolicza skierowana
(producent Dakopats, Dania).

chrzanows
przeciwko IgG $Swini
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II. Wykonanie odczynu.

1. Przygotowanie materialu do badan. Bezposrednio
przed badaniem przygotowano oddzielnie zawiesiny
z migdaltkow, §ledziony oraz ncrek padlych zwierzat.
Zawiesiny wykonano zgodnie z powszechnie obowigzu-
jacymi zasadami (6). Poszczegélne supernatanty z od-
wirowanych zawiesin rozcieficzano w probowkach: 1:5,
1:10, 1:100, 1:1000, w ptynie Eagla, bez dodatku su-
rowicy.

2. Przygotowanie hodowli komoérkowej. W badaniach
wykorzystano zawiesine komorek lini PK-15 o koncen-
tracji okolo 150.000 komoérek/l ml; komodrki zawieszono
w plynic E/E zawierajgcym 10%v surowicy cielecej, bez
przeciwciat  dla  wirusa wirusowej biegunki bydia
i wprowadzono w ilo$ci po 150 pl do wszystkich base-
nikéw mikroplytki o ptaskim dnie (Nunclon).

3. Zakazenie hodowli komérkowej badanym materia-
lem. Do trzech pierwszych basenikéw picrwszego rze-
du mikroptytki wprowadzano po 50 pl rozcienczoncgo
1:5 badancgo materiatu; nastepne rozcienczenie —
1:10 wprowadzono do trzech pierwszych basenikéw
drugiego rzedu itd. W sumie do zbadania jednej préby
wykorzystywano 12 basenikow. Kontrole testu stano-
wily baseniki z hodowlag zakazong znanym wirusem
pk$, w rozciehczeniach od 10~ do 1078, kazde rozcien-
czenie w trzech powtérzeniach oraz baseniki z samymi
komérkami. Po przykryciu mikroptytke inkubowano w
warunkach CO, przez 48—72 godz. w 37°C.

Ryc. 1. Mianowanie wirusa pks, szezep Alfort (wsigpny pa-

saz). W basenikach mikroptytki widoczne sg brazowo-czer-

wone zlogi komplekséw, antygenu wirusowego z przeciw-

ciatami, zlokalizowanych w cytoplazmie komoérek hodowli
PK-15

4. Utrwalanie. Po inkubacji zlewano z mikroplytki
plyn hedowlany i przeptukiwano jednokrotnie buforem
do utrwalania, nastepnic tym samym buforem zalewa-
no bhaseniki mikroptytki na 10 minut. Po zlaniu buforu
plytke osgczano i suszono przez co najmniej 2 godziny
pod lampg (20—25 cm od zarowki 60 W).

5. Barwienie. Do wszystkich basenikdw wlewano po
50 ul surowicy $wini zawierajgcej przeciweiala dla pks,
po tym inkubowano mikroplytke na wytrzasarce, pod
lampa j.w. przez 20 minut; z kolei mikroplytke piuka-
no 3 X5 minut w buforze do plukania, osgczano na
bibule i wprowadzano do wszystkich basenikéw po
50 ul koniugatu rozcieficzoncgo w zaleznosci od zalecen
producenta. Zawarto$¢ mikroptytki inkubowano z ko-
nivgatem w warunkach podanych uprzednio. Po inku-
bacji mikroptytke ptukano 3 X5 min. w buforze do
plukania. Po osgczeniu mikropiytki do wszystkich ba-
senikéw wlewano po 50 pl substratu (przygotowanego
bezpos$rednio przed uzyciem) i inkubowano do momen-
tu pojawienia sie barwnych zlogdbw w basenikach
z kontrolag dodatnig (czas inkubacji okolo 10—20 minut);
reakcje zatrzymywano przez jednokrotne przeplukanie
mikroptytki plynem fizjologicznym i ponowne wlanie
100 ul tego ptynu do basenikéw.

6. Odczytywanie wynikéw. Rezultaty testu odezyty-
wano przy uzyciu mikroskopu odwréconego Telaval 3
(Carl Zeiss Jena) przy powiekszeniu 50—100 razy.

Interpretacja wynikow. Badanag prébe uznawano za
pk$ dodatnig w przypadku stwierdzenia przynajmmie]j
w jednym z 12 basenikéw, w ktorych badano material,
brazowo-czerwonych zlogéow, czyli komrpleksow anty-

Ryc. 2. Kontrola mianowania. Nie zakazona wirusem pk$
hodowla komérek PK-15, pbrak zlogow
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genu wirusowego ze swoistymi przeciwciatami. Zlogi
te byly zlokalizowane w cytoplazmie komorek hodowli
PK-15 (ryc. 1). Badana préke uznawano za ujemna,
jezeli w basenikach z badanym materiatlem nie stwior-
dzano opisanych uprzednio zlogéw, a inkubowana z ba-
danym materialem biologicznym hodowla komérek
PK-15 charakteryzowala sie wygladem typowym dla
hodowli nie zakazonej {ryc. 2).

Wyniki i oméwienie

Przy pomocy testu PLA wykazano okecnodt wirusa
pks we wszystkich 30 probach pobranych od $win za-
kazonych do$wiadezalnie craz we wazystkich prébach
pachedzacych z terenu. W materiale kiologicznym po-
branym od zwierzat kontrolnyech — nie zakazonych —
nie wykazano obecnoéei wirusa pomoru. Wyniki badan
materialu  ierenowego potwierdzaly rezultaty badan
klinieznych i enatomopatelogieznych wskazujgeyceh, ze
przyczyng zachorowan hadenych zwierzat byl pks.

Badaniem IF cbecnc$é antygenu wirusa pké wyka-
zano we wszystkich prébkach migdalkéw i &adzion po-
branyeh od $win zainfelkowsnych deswiadezalnie; ba-
daniem skrawkow nerek obeenoi¢ aniyzenu wirusa
pké wykazann w 8 przypadkach, w dwach pozostalyeh

wynik IF byl watpliwy., W badaniu materiatu fereno-
K 3 458 ¥

wego odezynem IF wykazeno obeencié antyzenu wi-
rusa pks we wszysi ch z mig-

ich skrawkach uzyskanyc
dalkéw; badaniem skrawkow z nerek w irzech pray-
padkach uzyskano wynik dodatni. a w dwoch watpliwy,
Nalezy podkrzslié, e odezyiywanie wynikdw  iestu
PLA tatw e niz cdezytywaniz preparatow [F.

Ressumuige stwierdzono, ze wykrywanie

wirusa pk§ przy pomoeey testu PLA jest zdecydowanie
pewnejsze od edezynu IF; ma to szozecHlne znsczenis
przy rizpoznawaniu infzkeji §win wywolanych érednis
1 malo zjadliwymi szezepami wirusa omawianej cho-
roby.

okecnosei

JANUSZ A. MADEJ
Wroctaw

Komérki nowotworowe

Przydatnoéé¢ przedstawionej metody wykrywania za-
kazen wyweclanych wirusami pozbawionymi wlasciwosei
cytopatycznych wykazana zostala po raz pierwszy przez
Holm — Jensen (3). W pozniejizym okresie te metode
w diagnostyce pk$ zastosowali Fyera i wsp. (4) oraz
Terpstra i Wensvoort (10). Wymienieni autorzy wyka-
zali przydainosé odezynu PLA w wykrywaniu wirusa
pomoru, a takze w serologicznej diagnostyce rédznico-
wej zakazen Swin pestiwirusami {3, 11). Warto zwrocié
uwage, ze przedstawiony test moze by¢ z powodzeniem
zastosowany przy okredlaniu miana wirusow pks
(ryc. 1), w tym przy ccenie zywych szczepionek, za-
wierajacych w swoim skladzie tego rodzaju antygeny
wirusowe. Powyzsza mozliwoéé wykorzystano m.in. przy
kontroli miana wirusa w szezepionce przeciw pomoro-
wi Swin Cellpest. Godnym zwrdcsnia uwagi jest fakt,
ze przedstawiony test zalecany jest, joko metoda z wy-
boru w diagnostyce pomoru klasyeznego fwin, w opu-
blikcwanym ostatnio przez O.LE. podreczniku dotycza-
cym zasad diagnostyki 1 immunoprefilaktyki choroh
zakaznych zwierzat (7).
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i komérki linii plciowej — analogiczne noéniki

»hiedmiertelnoéci”

cech jest ciggle aktual-
nie kombrek linil pleiows]
czy komorki rozredeze mnoza sie
zoym pokoleniu buduja ciale ludzi
®, ezy tez ciato osaob-
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2 5lE { somatycz-
20). T tak u pewnych gatunkow,
zwlaszeza U zwi zszych, komérki prapleiowe sa
oddzielene od somatycznyech na wezesnych
etapach ium rozwoju zarcdkowesgo i sa jedynym
zradlem gamst dla tych zwierzat (2, 11). Natomiast
u zwierzat siejacych nisko w systematyce ewolucyjnej,
linia pleiowa nie jest ciagla, a gamety powstaja z ko-
morek o charakterze embricnalnym w taki sam Spo-
sob, jak komérki somatyezne (2).

Komérki somatyezne zuzywaja sie 1 sg zastepowane

nowymi, pov na drodze miiozy, przy czym
komérki potomne maja identyezne chremosomy, jak ich
komérki macierzyste. Jednoczednie dodwiadezalnie Wy-
kazano, ze d genow w chromoscmach komérek
somatycznych nie rézni sie od tegoz w komdérkach linii
pleiowej (10, 13, 18), Wyjatzk stanowis gatunki u kté-
rych deochodzi do gubienia (dyminucji) fragmentéw
chromatyny, ale i w tym wypadku odrzucone zostajs
tylko powtarzalne odeinki DNA (6). Komdrki soma-
tyczne zawsze starzejy sie 1 w kotieu ulegng obumar-
ciu wraz zz émiercig organizmu (6, 16). Natomiast ko-
moérki piciowe, tj. komoérka jajowa i plemnik — sta-
newiag pemost miedzy pokoleniami zapewniajac cigglose
zycia. Zaplodniona keomérka jajowa ma w sobie caloge
informacji genetycznej potrzebnej do wytworzenia no-
wego organizmu 1 trylionow jego komorek somatyez-
nych. Komorki linii pleiowej maja zatem szanss hyé




