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Summary

Isolating of the Maedi Virus from Sheep in Poland

Maetli virus has been isolated from sheep and serological
tests, cytopathological data and biochemical examinations
confirmed that the isolated virus was the maedi one. viral
particles lvere visible under an electron microscope in ne-
gatively stained samples preparećl from the supernatant of
infectecl cell cultures. The size of the particles corresponded
to an average size of the maedi virus. The findings con-
firmetl previous clinical, epizootic and serological data rł,ith
regard to the existence of maedi disease in Polantl.

Choroba maedi, zwana także postępowym zapaleniem
płuc (ovine progressive pncumorria), wywoływana jest
przez wiłlus powolny należący do rodziny RetriuirŻdae,
podrodziny Lentiużrżnae (9, 10, 19). Schorzenie cechuje
się zaburzeniami, w oddychaniu oraz stopniowo postęplt-
jącym wyniszczeniem organizłnu, prowadzącym do zej-
ścia śrniertelnego. Często u owiec zakażonych stwierdza
się zapalenie gruczołu mlekowego i stawólv (B, 11).

Wvstępowanie choroby macdi opisano w wie],u kra-
jach (6, 12, \B, 22, 24). W Polsce picrwsze przypadki
choroby maedi opisali Zadura 1 wsp. w 1975 r. (31). Ba-
dania klinicznc, anait,ołnopatologiczne i serologicznc wy-
kazały występ,owani.e choroby na terenie Wybrzeża
Gdańrskieg,o, Wiełkopołski oraz w województwach pół-
nocno-.vschodnich (4, ó, 14, 24), Dotychczas brak jest
w Polsce doniesień o wyosolbnieniu wirusa z przypad-
ków ch,oroby macdi u owiec. Z tcgo wzg]ędLl LlzTla.nc za
cclowe po,djęcie próby izolacji wirusa maedi.

Materiał i metody

},{ateriał clo badań wirusologicznych i selologicznych sta-
nowiły chore owce z fermy E. w której od kiiku lat obser-
wowano liczr,e przypadki chorób układu oddechcwego
(d.ilszność, kasze1) oraz wychudzenie. Obseru,ac je te po-
twierdzono badaniami anatomopatologicznymi i histclogicz-
nymi. U 22,60/o owiec ze stada stwierdzono występowanie
przeciwciał dla wirusa maedi (4, 5, 14). Do badań użyto
wycinków płuc i krv;i pełnej ocl pięciu chorych orviec,
u których stvrierdzono w odczynie precypitacji w żelu

dzinę, a następnie wirowano 6[|0 g przez 20 minut w tem-

vriror,lano w gradiencie fikoitr r uropoliny (2), 1600 g plzez
40 minut v:r temperaturze 4aC. Zebrane komórki z granicy
dwóch faz płukano w płynie Eagle'a i doprowadzano do
gęstości 106 komórek/ml.

Do próby izolacji wirusa stosowano hodowle komórkowe
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w wieku od 6 do 12 miesięcy (I, 23, 28). Po wzroście- ko-

CO, (3-50/o) w temperaturze 37oC. W celu utrzymania
ciągłości hodowli komórki pasażowano 6-12 taz!.

Zakażanie komórek wykonywano dwoma sposobami

wzrostowego.
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Mieszaninę tę rozlewano do kilku butelek plastikowych.

Zakażone hodowle inkuborvano w temperaturze 37"C
przez okres ?-10 dni. Po tym czasie jedną z zakażon1,
hodowli, po usunięciu płynu, barwiono metodą Nlay-Grti
-walda (16) i oglądano w mikroskopie świetlnym. -W przy-
padku pojawienia się charakterystycznych syncytiów (ko-
mórek rzekomo olbrzymich) zakażone hodowle w pozosta-
łych butelkach jednokrotnie zamrażano i rozrnrażano.
Otrzymaną zawiesinę wirowano 600 g przez 20 minut u,
temperaturze 4oC. Uzyskaln} supernatant stanowił materiał
cio badań w kierunku identyfikacji wirusa. W przypadku
braku sync5,tiów wykonywano kole jne pasaże zal<ażor.e j

hoclowli w celu potwierdzenia q jemnego efektu e5rtopa-
tycznego. Izo]owane szczepy wirusa badano plzy pomocy
netod serologicznych, fizyko-chemicznych oraz biochemicz-
nych.

Zastosowano odczyn seroneutra]izacji (SN-a) i odczyn
precypitacji w żelu agarozowym (7, 21,, 29). Odczyn precy-
pitacji wykonywano według metody Cutlipa (7) w opąrciu
o antygen przygotowany z izolowanego szczepu wirusa w
]aboratorium. Swoistość odczynów serologicznych,,"vyso-
kości miana surowic anty-maedi craz właściwości rvyizo1o-
wan,vch szczepów wirusa w warunkach doświadczalnych
sprawclzano wobec referency jne j surowicy odpornościowe j
i standardowego szczepu wirusa maedi K151ł otrzymanego
z ]aboratorium I\RA-ENV, Lyon, !!rancja.

Preparaty z supernatantu znad hodowli komórkcwej za-
ka_ż.one j -wirusem pf zeznaczone do nikrcskopii elektrono-
rvej b;rły barwione negatywowo rv 20/o roztworze PTA
i przygotorvywane vledług Heine j, wsp. (13).

NIateriał genetyczny otrzymanego szczepu wirusa był
izo]orł,any popIzez trzykrotną ekstrakcję oczyszczcnego
1izatu równą objętością fenolu nasyconego buforem 0,1M
Tris-ilC1 pH - 3,0 oraz dwu.krotną ekstrakcję równą obję-
tością chloroformu. Po każdej ekstrakcji próbki były wiro-
lł.ane 4000 g pizez 10 minut, iaza wodna była zbierana
i plzenoszona do nowej probóv.,ki. Fo ostatniej ekstrakcji
ch]croformenr do fazy rvodne j dodawany był 3tr{ rozt-wór
cctanu sodu- do stężenia 0,3M oraz glikogen do stężenia

osad był przemywany 70€/o etanoiem, suszony pod próżnią,
a następnie rozpuszczany w buforze TE (i0 mM Tris-F{Cl,
1 mM EDTA pH - 8,0), Trawienie nukleazami było prze-
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prorvadzane w 5 mM toztworze MgSOł przez 15 minut w
temperaturze 37oC wykorzystu jąc RN-azę A wolną od
DN-az (Sjgma) oraz DN-azę I wolną od RN-az (Boehrin-
ger). Elektroforeza agarozowa vr' buforze TAE była prze-
prowadzana rvedług Sambrook i wsp. (25) z wykorzysta-
nlern czerni eriochromowej T jako barwnika wskaźniko-
w-ego (20). ŻeI agarozcwy był barwiony przez 30 minut w
rozturorze bronku etydyny o stężeniu 0,5 pg/ml, a następ-
nie fotografowany przy pomocy kamery UVP w świetle
ultrafioletowym transiluminatora przy długości fali 312 nm.

izolacja DNA bakteriofaga )" była przeprowadzana według
Sarnbrook : wsp. (25).

Wrażliwość tvirusa na czynniki chemiczne sprawdzano
stoslrjąc: 20dlc eter, 100/o chloroform (15) Wraż]iwość na
trypsynę, pH i temperaturę badano technikami podanymi
przez Asso (1, ił).

Wyniki i omówicnic

Wyniki izolacji wirusa maedi p::zedstar,viono r,v tab. 1.

Cgółenr \ryizclowano ftzy szczepy wirusa maedi, w tym

dl\ra szczepy wyolscbniono z leuk,ocytów krw,i (owca nr 1

i 3) olaz jedcn szczcp z płuc (owca nr 3). Szczepy ozna-
czono litelą M. Zmiany cytopatyczne w tych trzcch
przypadkach pojawiły się w drugim pasażu w 6-7 dniu
po zakażeniu (ryc. 1 i 2). Stwierdzono, ze miana TCID'.
r,vyizolowanych szczepów obliczone według Recda i Mu-
encha (15) wynosiły od 10 6,6 do 10-',1 na 0,1 ml. Na
u\\,agę Zasługują pozytywne wyniki izolacji wirusa przy
użyciu techniki zakażanta przez do,danie materiału za-
kaźnego z płuc 1ub J.eukocytów do świcżo tlypsynowa-
ne j hodowli komórck (ang: coculture). Jak wynika
z prac innych autorów stosowanie tej metody daje dobre
efekty (3, 4). Sposób tcn pozwala na lepszy kontakt ko-
rnórek z matcriałern zakażn5,m, co ma szczególne zna-
czcnie dla vlirursów niezaadaptowanych i trudnych do
izclacji. Jedną z cech charakterystycznych dla Lentiui-
ri.nle jcst trł,orzcnie syncytiór,v, a vl dalszym ctapic
rozpad komólki (26), Zjawiskc to związane jest z repli-
k_acją r,r;irusa maedi. Do pojawicnia się fazy efektu cy-
tcpatyczncgo konieczna jest ekspresja genów wirusa, co
prowadzi do zaburzcń czynnościowych komórki (?, 19).

Przeprowad_zona identyf ikac ja serologiczna za pomocą
tcstu seroącutralizacji i tcstu prccypitacji w żelu aga-
rozowym pctwierdziła, że wyizołolvane szczepy są wi-
rusami maedi. Stopień zobojętnicnia wirusa przez stan-
dardową surowicę (indcks seroneutra]izacji) dla po zcze-
gótnych szczcpów wyniósł od 103,: do 10-],8. Świadczy
-|c, że reakcja identyfikacji wirusa była dodatnia. Różni-
ce polniędzy wartościami indeksu korelują z wli:ckością

Tab. 1. Wyniki badań v,,irusologicznych i serologicznych

TCID.6 szcze-
pów maedi
uz II pasażu
hodowli ko-

Hodow]a komórkowa fibroblastów splotu
niovlego mózgu ovzcy, nie zakażona

płuc krr,vi n'Órkorvej

10 6,6

Nr
owcy

InCeks
Sero-

neutra-
lizacil,

Odczyn
pIecy-
pitacji
w żelu

Ryc. 1. naczy-

]

2
J
4
5

i04.8/ 103,2

1 03,2

do Catni
doCatni
dodatni
doCatni
dodatni

objainien]a: (+) jZolacja rvirusa, ( ) bIak jZolacji §ifusa.

:.;!.!

R_vc. 2. I{odowia komórkovva f ibroblastów splotu naczy-
niorvego mózg,,l ol,;cy, zakłżona w,yizo1owanym wirusem,

po siedittiil ciniach od. zakażenia

Ryc. 3 A i B. Cząstki wirusa maedi widcczne w mi]<ro-
skopie eiektronowym w preparacie z supernatantu znad
hcdorvii kon:ór}<owej zakażonej wyizolor,va,rym wirusem,
barwlone ne gatyw-cl,,,u o. Zaznaczony odcinek odpowiada

dłueości 100 nm

,&
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Tab, 2. Wpływ czynników fizycznych i chemicznych
na wyizolowanego wirusa maedi

Warunki I1ość wirusa
lv TCID;n/0,1 mI

kontrola
100/o CHC13
20]/c, eter
temp. 45oC
temp. 56oC
trypsyna 0,250/o
trypsyna 2,50/o
pH-4
pH:5
pH- i0

10
60
60
60
.J(J

30
60
60
60

10,J,1
(10-o,sz;
( 10-0, ara

10-!,ź
<10-0,87;

10 ]r,3

10-r,1
10.,ż
10 1],1

Ryc. 4. E]ektroforeza w 10/o że|u agarozowym materiału
genetycznego z wyizolowanego wirusa (ścieżki: I, 2, 3) otaz
bakteriofaga (ścieżki: 4, 5, 6): form natywnych (ścieżki 1
i 4), trawionych RN-azą wolną od DN-az (ścieżki 2 i 5),

trawionych DN-azą wolną od RN-az (ścieżki 3 i 6)

miana TCIDó. wyizolowanych szczepórł,. Wyższe miano
stwierdzono przy izolacji wirusa z płuc.

W barwionych ncgatywowo pleparatach z superna-
tantu znad hodowli ko,mórkowej zakazonej wiruscm v.ri-
dc,ozne są w mikroskopic elektron,orvym cząstki wiru-
sowe wielkości o,d około 100 do 140 nm (ryc 3), co od-
powiada wielkości wirusa maedi (I1 ,2'7,39)-

Szybkość migracji kwasu nukLlcinowego, jak i wrażli-
wość na RN-azę przy niewrażlivrości na DN-azę świad-
cz4, że materiałem genetycznym znajdującym się w
karL;ydzie wyizołowanego wirusa jest, tak jak u wszy-
stkich retro,wirusów, RNA (ryc. 4)

Przeprorł,adzone badania wytrzymałości wyizolowa-
nych wirusów na działanie rozpuszczalników organicz-
nych, tj. chl,oroformu i eteru wykazały, że ulegały onc
inakiywacji pod wpływem obu tych czynników (tab. 2).

Wyizolowanc szczepy wirusów zbadano po,d względem
zdolności przcżywarnia w różnych tcmperaturach, \r/

ro,ztworach trypsyny oraz wyttzymałości na różny od-
czyn środowiska (tab, 2). Wyniki potwierdziły rezultaty
innych auto,rów (2, 6, \9, 30). Wykazano, że wirus jest
wrażliwy na rvysoką temperaturę (56'C), trypsynę w
stężeniu 2,5nlo oraz częściowo wrażlivry na ni,skie pH
(pH : 4) przy niewrażliwości na zasado,wy odczyn śro-
d,owiska (pH : 10).

Identyfikacja serologiczna, cytomorfologiczna, fizyko-
-chemi,czna i biocherniczna wyizoiJ.owanych szczepów do-
wodzi, że są one szczepa,mi wirusa maedi, Potwierdza to
wcześniejsze rvyniki badań kli.nicznych, epizootycznych

i serologicznych o. występo,waniu choroby maedi u owiec
w Polscc
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MOIIRI S., FARQUHAR C. F., SOMERVILLE R. A., JEF-
FREY M., FOSTER J., HOPE .I.: Wykrywanie przy pomocy
noetotl immunologicznych specyficznej frakcji PrP u owiec
ae scrapie i u bydła z BSE. (Immunorletection of a disease
specific FrP fraction in scrapie-infected sheep and BSE-
-affected całtle). Vet, Rec. 131, 537, ,1992 (23)

Scrapie owiec i gąbczasta encefalopatia bydła (BSE) wy-
rvo}uje czynnik zakaźny, którego replikacja jest pod kon-
trolą genomu gospoCarza. ObyCwie choroby cechują się dłu-
gim okresem wylęgania. krótkim okresem objarvów k]inicz-
nych i zejściem, którym jest śmierć zwierzęcia chorego. Do-
tychczas brak metod przyżyciowego rozpoznawania choroby,
Wiadomo jednak, że włókrra występujące w scrapie (SAF)
zawierają białko PrP. Występuje ono w mózgu i narzą ach
wewnętrznych zakażonych zwtetząt. Agregaty PrP, tz:ł.
PrPd, można ,odróżnić od PIP na poCstawie seCymentacji
po uprzednim działaniu detergentu oraz l1a poCstawie częś-
ciorvej niepodatności na działanie enzymów hydrolitycznych
(proteinaza K). Stosując metodę immunobloting Co balania
móz.qu.. lvęzłó."v chłonnych i śleCziony na obecność PrPd wy-
kazano obecność tego białka zarówno w mózgu owiec ze
scrapie, jak i bydła z BSE. PrPC występuje też rv przed-
łopatl<owych i pachwinowych węzłach chłonnvch i w wy-
ciągach śledziony owiec zakażonych scrapie. Wydaje się, że
udoskonalenie metody urnożlilvi przyżyciorł,e wykrywanie
PrPd w oparciu o lvęzły chłonne,
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