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ZYGMUNT PEJSAK

Zosłosowonie łeslu immunoperoksydqzowego do wykrywonio obecności
wiruso pomoru klosycznego świń -)
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S ummary
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 tonsils ,and spleen of pigs
infected with virulent strains of Hcv. Low or moderató-
-virulent strains induce small, weakly fluorescent foci

Po,rrór klasyczny świń (pkś) nie plzesta je byc w
Europie jcdną z najgrożniejszych chcrób zakażnych
i zaraźIiwych wspomnlancgo gatunku zw,ierząt Jak
rvskazują na to dane przcdstawione w trakcie ostatnic-
gl (maj, 19J2) spltkania opizlotillogow z krajorv tr\iVG
r-l, Bruk;eli (9), chorcbę tę str,vierdzanr w 1991 roku ,"v

rł-iększości krajów zachodnioeuropejskich. Dla przykła-
du we Francji zarejestrowano 48, w Nicmczech B, a lł,
I{c]a,ndii 3 przypadki pkś. W 1992 roku ogni,:ka tcj za-
razy zdlagnozowano m. in w Czecho-Słowacji - do
maja, 33 przypadki (9), a także w naszym kraju (B).

Prob]emem epizootycznym, komplikującym zwalcza-
nic pkś, jest coraz częstsze występowanie śrcdnio i mało
zjad.liwych szczepów wirusa pomoru, czego konsekrlren-
cją jer;t pojarvicnie się mało typowych przypadków tej
choroby (1, 11). Wspomniane szczepy pkś charaktery-
zują się właściwościami biologicznymi utrudniającymi
rutynową diagnostykę laboratoryjną omawianej choro-
by, opierającą się przede wszystkim na wykrywaniu
obecności antygenu wirusowego przy pomocy techniki
immunofluorescencyjncj 

- IF (5). Wykazano bowiem,
że pr71 badaniu materiału biologicznego pochodząccgo
oC świń zainfekowanych mało lub średnio zjadliwymi
szczepami wirusa pkś, w badaniu IF obserwujc ,się je-
dynie małe, charakteryzujące się słabo wyrażoną intcn-
syrvnością śr,ł,ieceń, ogniska fluorescencyjne (1).

Biorąc pod uwagę konieczność usprawnienia diagnc-
styki pkś podjęto próbę zastosowania w tym celu te,stu
immunoperoksydazowego (3). Meto,da ta umożliwia na-
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mnozcnle wirusa żn uitro, co z kolei ułatwia jego wy-
krycie przy pomocy metod immunocnzymatycznych.

W prezentowanej pracy przedstalviono zasady wyko-
nania testu oraz wyniki jcgo zastosowania w diagno-
styce pkś.

Materiał i metody

Zwierzęta. Do badań użyto I0 warchlaków o masie

Materiał do badań. Od każdej padłej świni do

klinicznie z-drowych. W sumie do badań wykorzystano
40 prób materiału biologicznego pobranego od 15 świń za-
każonych różnymi sz oraz 10 prób
uzyskan),ch od świń podjęcia_ ba_
dań ]aboratoryjnych zechowywanow 70"C.

Postępowanie. Wszystkie pobra próby przebaCano
w kierunku obecności wirus,a pkś przy omo,cy tóstu immu-noperoksyd e linked as y-
skane rezu wynikami w
kierunku o wirusa pkś a-
teriale, wy ze stosown

Wykonanie testu immunoperoksydazowego.

I. Bufory i i:eagenty

1. Bufor do płukania: NaCl - B,B5 g; Tween B0 ._-,0 ml; HrO - dest.-- do 1000 ml, (pH buforu - 7,6,
ustalano używając nasyconego roztworu NarHPOn).

2. Bufor dc rozcieńczania koniugatu/surcwicy: NaCl
- 29,5 q; Tween B0 - 10,0 ml; HrO dest. - do 1000m].
(pi{ buforu .- 7,6 ustalano jak uprzednio).

3. Bufor do utrwalania: 30'0/o roztworu acetonu w
płynie fizjoJ,ogicznym o pH 7,2.

4. Bufor octanowy: A. CH3COOH - 2,86 ml; HrO
dest. do - 1000 mI. B. CH'COOH X H2O - 13,6 9i HzO
dest. - do 2000 m]. Bufor B mieszano z blrforem A aż
do uzyskania pH 5,0.

5. Substrat. 3-amino- 9 ethylcarhazole - 2 mg roz-
pvszczano bezpośrednio przed użyciern w 0,3 ml di-
methylformamide; następnie mieszanc z a mI 0,050/o, bu-
foru octanowego o pH 5,0. Przed użyciem dodawano
50 pl 30/o i{,Q,.

6. Wysokowartościowa surowica świń immunizowa-
nych szczepionką Lapest i za.każanyclt zjadliwym
szczepem Washington wirusa pkś; (rozcieńczana 1 : 100
1ub 1 : 200 w zależności od miana, w bufcrze d,o roz-
cieńczania).

7, Koniugat 
- znakowana peroksydazą chrzanową

su_rowica królicza skierowana przecilvko IgG świni
(producent Dakopats, Dania).
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TI. Wykonanie odczynu.

1. Przygotor,vanie materiału do badań. Bezpośrednio
przed badanicm przygotorvano oddzielnie zawiesiny
z migdałków, śledziorry oraz ncrek padłych zwierząt.
Zawiesiny wykonano zgodnie z powszechnie obowiązu-
jącymi zasadami (6). Poszczególne supernatanty z od-
wirowanych zawiesin rozcieńczano w probówkach: 1 : 5,

1 : 10, 1 :100, 1 : 100C, w płynie Eagla, bcz dodatku su-
IoWlcy.

2. Przygotowanie hodolvli komórkowej. W badaniach
rvykorzystano zawiesinę komórek lini PK-15 o koncen-
tracji około 150.000 ko:nórek/1 ml; komórki zawieszono
w płynic E/tr zawierającyilr 10D/o, suro-wicy ciełęcej, bcz
przcciwciał dla wirusa wirusowe j biegunki bydła
i wprowadzono w ilo,ści po 150 płt do w,szystkich basc-
nikow mikropłytki o płaskim dnie (Nunclon)

3. zakażenie hodowli komórkorłzej badanym materia-
łem. Do tl:zccŁ-L pierwszych baseników picrwszego rzę-
du mikropłytki wprowadzano po 50 pl rozcieńczoncgo
1 : 5 badancgo maieriału; następne rozcieńczeni.e -1 : 10 wpro,wadzono do trzecŁl pierwszych baseników
drugiego rzędu itd. W sumie do zbadania jednej próby
wykorzysty-,vano 12 baseników. Kontrolę tcstu stano-
wiły basen,iki z hodowlą zakażoną znanym wirusem
pkś, w rozcieńczeniach od 10 1 do 10 8, każde rozcicń-
czenie w trzech powtórzeniaclrt oraz baseniki z samymi
komórkami. Po przykryciu mikropłytkę inkubowanc w
warunkach CO, przez 48-72 godz. w 3?oC.

4. Utrwa]anie. Po inkubacji zlewano z mil<ropłytki
płyn hodc-wlany i przepłukiwanl jednokrltnie buforem
do utrwalania, następnic tym samym buforem zalewa-
no baseniki mikropłytki na 10 minut. Po zlaniu buforu
płytkę osączano i suszono pTzez co najrnniej 2 godziny
pod lampą (20-25 cm od żarówl<i 60 iM).

5. Barr,vienie. Do wszystkich baseników wlewano po
50 pl surowicy świni za.łierającej orzcciwciała dla pkś,
po tym inkubowano mikropłytkę na wytrząsa,rce, pod
lampą J.w. przez 20 minut; z kolci mikropłytkę płuka-
no 3 X 5 minut w buforze do płu_kania, osączano na
bibule i lvprowad-zano do wszystkic}r basenikó.ł po
50 uI koniugatu rozcieńczoncgo w za.Ieżności od zalcceń
producenta. Zawartość mikropłytxi inku"bowano z ko-
niu_gatem w \^/arunkach podanych uprzednio Po inku-
bacji mikropłytkę płukano 3 X 5 min. w buforze do
płukania. Po osączeniu_ mikropłytki do wszystkich ba-
seników wlewano po 50 1rl subs'rratu (p,:zygctowanego
bezpoślednio przed użyciem) i inkr-rbowano dc Inomen-
tu pojawienia ,3ię barwnych złogóuł w bascnikach
z kontrolą dod.atnią (czas inkubacji około 10-20 minut);
reakcję zatrzymywano pIzez jednokrotne przepłukanie
mikropłytki płJrnem fizjologicznym i ponowne wlanie
100 u1 tego płynu do baseników.

6, Odczytywanie wyników. Rezultaty testu odczyty-
wano przy użyciu mikroskopu_ odvlróconego Tclaval 3

(Carl Zeiss Jena) przy powięl<szeniu 50-100 razy.
Interpretacja wyników. Badaną próbę uznawano za

pkś dodatnią w przypadku stwierdzenia przynajmrriej
w jeclnym z 12 baseników, w których bad_ano materiał,
brązowo-czervlonych zlogów, czyli kornpleksów anty-
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Ryc. 1. Mianowanie wirusa pkś, szczep Alfort (wstępny pa-
saż). W basenikach lrrikropłytki widoczne są, brązowo-czer-
wone złogi kompleksów, antygenu wirusowego z przeciw-
ciałami, zlokalizowanych w cytoplazmie komórek hodowli

PK-15
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kontrola mianowania. Nie
hoi,o-"izla komórek PK.ł15
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zal<ażona v,zirusem
brak złogów

Ryc 2. pkś
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genu wlrusowego ze swoistymi przeciwciała-mi. Złogi
te były zlokalizo,vane w cyto,plazmie komórek hodowliPK-15 (ryc. 1). BaC
jeżeli w basenikach
dzano opisan,vch upr
danym nrateriałem
PK-15 charakteryzowała się wyglądem typowym dla
hcdowli nie zakażcnej (ryc. ll).

Wyniki i omówienie

Przy pomocy testu PLA r,vykazano oł:ecność wirusa

Badaniem tF cŁlecność antygenu wirusa pkś wyka-

Reasuimu jąc str,,,ierdzono, że rvyirrywanie oJ:ecności

przy zpłznatlra.nitl świń rvywoła.nych średnil
i ma zja.rlliw;lmi i rvirusa orlarvia,nej cho-
:łołry.

_ Przyda'lność pr.zsdstawionej metody wykryrł,anla za-
każeń,"vywcłanych wirusami pozbawionymi vrłaściwości

pcmoru, a także w serologicznej diagnostyce różnicc-
wej zakażeń świń pestirx;irusa,mi (3, 11). Warto zwrócić
uwagę, że przedstał,.riony test mcże być z powodzeniem

Godnym z iest fakt,
est zalecan da z wy-
eponlolu ,wCpu-
io przez O dotyczą-

cym zasad diagncstyki i immunoprcf ilaktyki chorób
zakaźny ch zwier ząt (.tr).
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Kornónki nowołworowe i komórki !ln;i płclowe! - ono§oEiczne no6niki
,,n !eśmierle!nośc!"

Komórki soma'ryczne zużywają się i są zastępowane

somatycznych nie rózni się cC tegcż w kcmórkach linii

tyczne za-wsze sŁa_rzeją się i w końcu ulegną obumar-
ciu r,vraz ze śrnisrcią organizmu (6, 10). Natomiast ko-
mórki płciowe, tj. konrórka ja.1.owa i plemnik 

- sta-
nowią pcmcst między pckcleniai,rri zapewniając ciągłość
życia. Za.plcdniona komórka jajo-uva ma w sołlie całość
informacji genetycznej potrzebnej do wytworzenia no-


