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Summary
Isolating of the Maedi Virus from Sheep in Poland

Maedi 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 were visible under an electron microscope in ne-
gatively stained samples prepared from the supernatant of
infected cell cultures. The size of the particles corresponded
to an average size of the maedi virus. The findings con-
firmed previous clinical, epizootic and serological data with
regard to the existence of maedi disease in Poland.

Choroba maedi, zwana takze postepowym zapaleniem
pluc (ovine progressive pncumonia), wywolywana jest
przez wirus powolny nalezacy do rodziny Retriviridae,
podrodziny Lentivirinae (9, 10, 19). Schorzenie cechuje
sie zaburzeniami w oddychaniu oraz stopniowo postepu-
jacym wyniszczenlem organizmu, prowadzacym do zej-
$cia $miertelnego. Czesto u owiec zakazonych stwierdza
sie zapalenie gruczolu mlekowego 1 stawow (8, 11).

Wystepowanie choroby macdi opisano w wielu kra-
jach (6, 12, 18, 22, 24). W Polsce picrwsze przypadki
choroby maedi opisali Zadura i wsp. w 1975 r. (31). Ba-
dania kliniczne, anatomopatologiczne i serologiczne wy-
kazaly wystepowanie choroby na terenie Wybrzeza
Gdanskiego, Wielkopolski oraz w wojewéddztwach poi-
nocno-wschodnich (4, 5, 14, 24). Dotychczas brak jest
w Polsce doniesien o wyosobnieniu wirusa z przypad-
kéw choroby maedi u owiec. Z tego wzgledu uznano za
cclowe podjecie proby izolacji wirusa maedi.

Material i metody

Material do badan wirusologicznych i serologicznych sta-
nowily chore owce z fermy E, w ktorej od kilku lat obser-
wowano liczne przypadki choréb ukltadu oddechowego
(dusznosé, kaszel) oraz wychudzenie. Obserwacje te po-
twierdzono badaniami anatomopatologicznymi i histologicz-
nymi. U 22,6% owiec ze stada stwierdzono wystepowanie
przeciweial dla wirusa maedi (4, 5, 14). Do badan uzyto
wycinkéw pluc i krwi pelnej od pieciu chorych owiec,

u ktérych stwierdzono w odczynie precypitacii w zelu
pPrze iweiala anty-maedi., Wyeinki plue krojono drobno

zawieszano w plynie Eagle'n z antyhiotyk (penicylina
1[] 0 jm./ml, streptomycyna 1000 mg/ml, 2.5 mg/

/ml). Zawiesine umieszezano w temperaturze 4°C na go-
dzine, a pa”fepnle wirowarno 600 g przez 20 minut w tem-

1JmaL|1 ] 1y a'ar“t byl uzywany do izo-
laeil wirusa, W rl‘]l uzyvskania leukoeytow pelna krew
wirowano w cradiencie fikolu i uropohny (2), 1600 g przez

40 minut w temperaturze 4°C. Zebrane komoérki z granicy
dwoch faz plukano w plynie Eagle’a i doprowadzano do
gestosel 10% komdrek/ml.

Do probv izolacji wirusa stoesowano hodowle komodrkowe
atdw tkankowyeh: splotu naczyniowego mézeu lub
¢luzowei torebki stawu kolanowego zdrowych owiec

w wieku od 6 do 12 miesiecy (1, 23, 28). Po wzroscie, ko-
mérki trypsynowano (15, 16) i zakladano jednowarstwowe
hodowle w butelkach plastikowych (Costar, Nuclon). Jako
plynu wzrostowego uzywano plynu Eagle'a z dodatkiem
10%s surowicy plodm&e] bydlecej, L-glutaminy (29 mg/ml),
penieyliny (100 jm./ml) i streptomycyny (100 mg/mi). Ho-
dowle inkubowano w termostacie ze stalym przeplywem
CO, (3—5%) w temperaturze 37°C. W celu utrzymania
cigglosci hodowli komoérki pasazowano 6—12 razy.

Zakazanie komorek wykonywano dwoma sposobami
(AL B
A. 48—72-godzinne hodowle =zakazano droga adsorpeji

wirusa przez inkubacje materialu z pluc lub krwi chorych
owiec przez 2 godziny w temperaturze 37°C. Nastepnie do-
dawano plvnu Eagle'a z dodatkiem 2% plodowe] surowicy
bydlecej z antybiotykami w iloseci réwnej ohjgtosci piynu
wzrostowego.

B. 48—T2-godzinne hodowle komoérkowe trypsynowano
i przygotowywano zawlesing komorek (108/ml) i leulkoey-
tow krwi lub supernatantu tkanlki plucnej badanych owiee.
Mieszanine te rozlewano do kilku butelek plast1kowych

Zakazone hodowle inkubowano w temperaturze 37°C
przez okres 7—10 dni. Po tym czasie jedng z zakazonych
hodowli, po usunieciu ptynu, barwiono metoda May-Grin-
walda (16) 1 ogladano w mikroskopie $wietlnym. W przy-
radku pojawienia sie charakterystycznych syncytiow (ko-
morek rzekomo olbrzymich) zakazone hodowle w pozosha—
lych butelkach jednokrotnie zamrazano i rozmrazano.
Otrzymana zawiesine wirowano 600 g przez 20 minut w
temperaturze 4°C. Uzyskany supernatant stanowil materiat
do badan w Kkierunku identyfikacji wirusa. W przypadku
braku syncytiow wykonywanc kolejne pasaze zakazonej
hodowli w celu potwierdzenia ujemnego efektu cytopa-
tycznego. Izolowane szczepy wirusa badano przy pomocy
metod serologicznych, fizyko-chemicznych oraz biochemicz-
nych.

Zastosowano odczyn seroneutralizacji (SN-«¢) i odczyn
precypitacji w zelu agarozowym (7, 21, 29). Odczyn precy-
pitacii wykonywano wediug metody Cutlipa (7) w oparciu
o antygen przygotowany z izolowanego szczepu wirusa w
laboratorium. Swoistos¢ odczynow serologicznych, wyso-
kosci miana surowic anty-maedi oraz wlasdciwosci wyizolo-
wanych szczepdw wirusa w warunkach doswiadezalnych
sprawdzano wobec referencyjnej surowicy odpornosciowej
i standardowego szczepu wirusa maedi Ky ofrzymanego
z laboratorium INRA-ENV, Lyon, ¥rancja.

Preparaty z supernatantu znad hodowli komorkewej za-
kazonej wirusem przeznaczone do mikroskopii elektrono-
wej byly barwione negatywowo w 2% roztworze PTA
i przygotowywane wedlug Heine i wsp. (13).

Materiat genetyczny otrzymanego szczepu wirusa byl
izolowany poprzez trzykrotna ekstrakcje oczyszczonego
lizatu réwna objetoscig fenolu nasyconego buforem 0,1M
Tris-HICl pH = 8,0 oraz dwukrotng ekstrakcje rdwng obje-
toscia chloroformu. Po kazdej ekstrakcji probki byiy wiro-
wane 4000 g przez 10 minut, faza wodna byla zbierana
i przenoszona do nowej probowkl Po ostatniej ekstrakcii
chloroformem do fazy wodnej dodawany byl 3M roztwor
oytanu sodu do stezenia 0,3M oraz glikogen do stezenia

/v, Precypitacja byla przeprowadzana przez noc w iem-
20°C po dodaniu dwoch objetosci 96% etanclu.
Po wirowaniu 5000 g przez 30 minut w temperaturze 4°C
osad byl przemywany T0%e etanolem, suszony pod proéznia,
a nastepnie rozpuszczany w buforze TE (10 mM Tris-HCI,
1 mM EDTA pH = 8,0). Trawienie nukleazami bylo prze-
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prowadzane w 5 mM roztworze MgSO,; przez 15 minut w
temyperaturze 37°C wykorzystujgc RN-azg A wolng od
DN-az (Sigma) oraz DN-aze I wolng od RN-az (Boehrin-
ger). Elektroforeza agarozowa w buforze TAE byla prze-
prowadzana wedlug Sambrook i wsp. (25) z wykorzysta-
niem czerni eriochromowej T jako barwnika wskazniko-
wezo (20). Zel agarozowy byl barwiony przez 30 minut w
roztworze bromku etydyny o stezeniu 0,5 ug/ml, a nastep-
nie fotografowany przy pomocy kamery UVP w swietle
ultrafioletowym transiluminatora przy diugosci fali 312 nm.

izolacja DNA bakteriofaga 4 byla przeprowadzana wedlug
Sambrook [ wsp. {25).

Wrazliwoéé wirusa na czynniki chemiczne sprawdzano
stozujge:  206%c eter, 10%c chloroform (15). Wrazliwos$¢ na
trypsyne, pH i temperature badano technikami podanymi
przez Asso (1, 2).

Wyniki i omdwienie

Wyniki izolacji wirusa maedi przedstawiono w tab. 1.
Cgélem wyizolowano trzy szezepy wirusa maedi, w tym

Ryc. 1. Hodowla komoérkowa fibroblastow splotu naczy-
niowego moézgu owey, nie zakazona

w

Ryc. 2. Hodowla komodrkowa fibroblastéw splotu naczy-
niowegoc mézgu owcey, zakazona wyizolowanym wirusem,
po siedmiu dniach od zakazenia

dwa szczepy wyosobniono z leukocytéw krwi (owca nr 1
i 3) oraz jeden szezep z ptuc (owca nr 3). Szczepy ozna-
czono litera M. Zmiany cytopatyczne w tych trzech
przypadkach pojawily sie w drugim pasazu w 6—7 dniu
po zakazeniu (ryc. 1 i 2). Stwierdzono, ze miana TCIDy,
wyizolowanych szczepéw obliczone wedlug Recda i Mu-
encha (15) wynoszity od 107%% do 10="' na 0,1 ml. Na
vwage zasluguja pozytywne wyniki izolacji wirusa przy
uzyciu techniki zakazania przez dodanie materiatu za-
kaznego z pluc lub leukocytow do Swiczo trypsynowa-
nej hodowli komérek (ang: coculture). Jak wynika
z prac innych autorow stosowanie tej metody daje dobre
efekty (3, 4). Sposdb ten pozwala na lepszy kontakt ko-
morek z materialem zakainym, co ma szczegdlne zna-
czenie dla wiruséw niezaadaptowanych i trudnych do
izolacji. Jedng z cech charakterystycznych dla Lentivi-
rinze jest tworzenie syncytiow, a w dalszym ctapic
rozpad komorki (26). Zjawisko to zwigzane jest z repli-
kacja wirusa maedi. Do pojawicenia sie fazy efektu cy-
topatycznego konieczna jest ekspresja genéw wirusa, co
prowadzi do zaburzen czynnos$ciowych komorki (7, 19).
Przeprowadzona identyfikacja serologiczna za pomoca
tostu seromeutralizacji 1 testu precypitacji w zelu aga-
rozowym potwierdzila, ze wyizolowane szczepy sa wi-
rusami maedi. Stopien zobojetnicnia wirusa przez stan-
dardowa surowice (indeks seroneutralizacji) dla poszcze-
gdlnych szczepéw wynidst od 10%° do 1078, Swiadezy
{0, ze reakcja identyfikacji wirusa byta dodatnia. R6zni-
ce pomiedzy wartoSciami indeksu koreluja z wysokoscig

Tab. 1. Wyniki badan wirusologicznych i serologicznych

owiec
kf\:l?tc}? W) = Indeks Odczyn
Nr h\:-'iru»"d. PO% maegh sero- precy-
St w I pasazu g %
owcey . neutra- pitacji
2z hodowli ko- | ;005 w 2elu

piuc krwi | moérkowe]
1 () (+) | 1077 /10-8-= 104871082 dodatni
2 (—) (=) | — — dodatni
3 (—} () 10766 1032 dodatni
4 (—)  (—) i == dodatni
5 (—) (=) — — dodatni

Objainienia: () izolacja wirusa, (—) brak izolacji wirusa.

Ryc. 3A 1 B. Czastki wirusa maedi widoczne w mikro-

skopie elektronowym w preparacie z supernatantu znad

hodowili komdrkowe] zakazone) wyizolowanym wirusem,

barwione nesatywowo. Zaznaczony odcinek odpowiada
diugodei 160 nm
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Tab. 2. Wplyw czynnikéow fizycznych i chemicznych
na wyizolowanego wirusa maedi

Czas dzialania Ilo$¢ wirusa

Warunki czynnika w min. [ W TCID;,/0,1 ml

kontrola \ - 10—5:¢

10%6 CHCl4 10 <10-9.8%
20%c eter ‘ 60 < 100875
temp. 45°C 60 10—5.2
temp. 56°C 60 < 100875
trypsyna 0,25%0 30 1058
trypsyna 2,5% 30 16—32

pH =4 80 1041

pH =5 60 1052

pH = 10 60 1054

Ryc. 4. Elektroforeza w 1% zelu agarozowym materiatu

genetycznego z wyizolowanego wirusa ($ciezki: 1, 2, 3) oraz

bakteriofaga (Sciezki: 4, 5, 6): form natywnych (Sciezki 1

i 4), trawionych RN-azg wolng od DN-az (Sciezki 2 1 5),
trawionych DN-azg wolna od RN-az (Sciezki 3 1 3)

miana TCID,, wyizolowanych szczepéw. Wyzsze miano
stwierdzono przy izolacji wirusa z pluc.

W barwionych negatywowo preparatach z superna-
tantu znad hodowli komoérkowej zakazonej wirusem wi-
doczne sg w mikroskopie elektronowym czastki wiru-
sowe wielkosel od okoto 100 do 140 nm (ryc. 3), co od-
powiada wielkosei wirusa maedi (17, 27, 39).

Szybkod¢ migracji kwasu nuklecinowego, jak i wrazli-
woé¢ na RN-aze przy niewrazliwosci na DN-aze Swiad-
czg, ze materialem genetycznym znajdujacym sig w
kaysydzie wyizolowanego wirusa jest, tak jak u wszy-
stkich retrowiruséow, RNA (ryc. 4).

Przeprowadzone badania wytrzymatodci wyizolowa-
nych wiruséw na dzialanie rozpuszezalnikéw organicz-
nych, tj. chloroformu 1 eteru wykazaly, ze ulegaly onc
inaktywacji pod wplywem obu tych czynnikéw (tab. 2).
Wyizolowane szczepy wirusow zbadano pod wzgledem
zdolno$ci przezywamnia w roznych temperaturach, w
roztworach trypsyny oraz wytrzymatosci na rézny od-
czyn s$rodowiska (tab. 2). Wyniki potwierdzily rezultaty
innych autorow (2, 6, 19, 30). Wykazano, ze wirus jest
wrazliwy na wysoka temperaturg (56°C), trypsyne w
stezeniu 2,5%¢ oraz czeSclowo wrazliwy na niskie pH
(pH = 4) przy niewrazliwoscl na zasadowy odczyn sro-
dowiska (pH = 10).

Identyfikacja serologiczna, cytomorfologiczna, fizyko-
-chemiczna i biochemiczna wyizolowanych szczepdéw do-
wodzi, ze s3 one szczepami wirusa maedi. Potwierdza to
wezedniejsze wyniki badan klinicznych, epizootycznych
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i serologicznych o- wystepowaniu choroby maedi u owiec
w Polsce.

Pismiennictwo

1, Asso J, Fontaine M.. Sci. Vet. Med. Comp. 90, 63, 1988.
1. Asso J.: Lentivirus des pelits 1uminants Maedi — CAEV, INRA,
Vielleurbanne, 13, 1992,

4. Asso J.:. LCane nieopublikowane.

4. Baczynski Z, Matusiewicz J..
1987—1£83.

5. Baczynski Z, Skulimowska-Kryszkowska D
Salwa A.: Zycie Wet. 62, 33, 1987.

4, Carporale V. P, Lello R., Rutilli D.
1985,

7. Cutlip R. C., Jackson T. A, Laird G. A: Am. J. Vet. Res. 38,
1081, 1977,

#. Cutlip R C., Lehmkuhl H D,
Am, J. Vet. Res. 46, 327, 1985.

9. Cutlip R. €., Lehmkuhl H. D, Shmerr M. F., Brogden K. A:
Vet. Microbiol. 17, 237, 1988.

1, Dawson M.: J. Comp. Path. 99, <01, :988.

1. Evermann J. F.: Comp. Immun. Microbiol

Bull. Vet. Inst. Putawy, 30, 5,

Roszkowski J,

5

Vet. Res. Comm. 9. 115,

Brogden K. A, Boiin S R.:

Infect. Dis. 13, 127,

1999,
14, Harter D., Coward J. E.. Texas Rep. Biol. Med. 32, 649, 1974.
14, Heine U. I., Margulies I, Demsey A E. Suskind R, G. 1.

Gen, Virol. 45, 631, 1979.

14, Kopczewski A., Salwa A, Baczynski Z.. Medycyna Wet. 41, 170,
1084,

15, Larski Z.: Diacnostyka wirusologiczna chordb zwierzgt, PWRIL,
Warczawa, 1977,

16. Lepine P.. Techniques
NMasson et Cie, Paris. (9€4.

17. Lin F. H., Thormar H.: J. Virol. 3, %62, 1970.

i, Molilor T. W.: Immunologic aspects of ovine rrogressive pne-
umonia, Praca dokf. North Dacota State University, 19%8

b, Narayan O, Clements J. E.. T. Gen. Virol. 70, 1617, 1939

21, Obuchowski M., Wegizyn G Acta Blochim. Pol. 38, 177, 1691.

!1, Remond M., Russo C., Giouffret A, Larenoudie B.. Bull. Lab.
Vet. 1, 25, 1982

de laboratoire en virologie humaine,

9. Russo P., Giauffret A, Laserre M., Sarrazin C.; Bull. Acad.
France 53, 287, 1980.
“1. Russo P., Vitu C.: Maladies a virus lents des ovins et des

caprins, Soc. Francaise Bulatrie, ©.N.V., Toulouse., 27, 1987.

24, Solwa A.: Mat. IX Kongresu PTNW, Olsztyn, 2, 435, 1992.

25, Sambrook J., Fritsch E. F.,, Maniatis T.: Molecular cloning.
A Taboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, New York, 1989

25, Sigqurdsson B., Thormar H., Palsson P. A, Arch. Ges. Virus-
forsch, 10. 4, 1960.

27, Takemoto K. K. Aoki C., Garon T, Sturm M. M.: J. Natl
Cancer Inst. 59, 543, 1973

23. Thiongane Y.: Isolement du virus artherite -— encephalite de
la chewre c¢t analyse des proteins, Praca dokt. Univ. Lyon —

Koole Nat., Vet. Lyon, 1988,

. Thormar H.: J. Immunology 90, 7, 185, 1963

. Thormar H.: Phicical chemical and biological wproverties of
maedi/visna and its relationship to other animal viruses, w:
Gajdusek D. C.. Gibbs C. J., Alpers M.: Monograph No. 2 in
Nat. Inst. Neurol. Dis. Blind. Washinglon, 535, 1965,
31. Zadura 1., Cgkate S, Roszkowski J.. Medycyna

1975,

2 W
S

Wet, 31, 474,

Agdres aulora:
Gdansk

dr Andrzej Salwa, ul. Chalubinskiego 6/32, 33-837

MOHRI S., FARQUHAR C. F.,, SOMERVILLE R. A. JEF-
FREY M., FOSTER J.,, HOPE J.: Wykrywanie przy pomocy
metod immunologicznych specyficznej ifrakcji PrP u owiec
e scrapie i u bydla z BSE. (Immunodetection of a disease
specific PrP fraction in scrapie-infected sheep and BSE-
-affected cattle). Vet. Rec. 131, 537, 1992 (23)

Scrapie owiec 1 gabcezasta encefalopatia bydia (BSE) wy-
woluje czynnik zakaZny, ktérego replikacja jest pod kon-
trola genomu gospodarza. Obydwie choroby cechujg sie dlu-
gim okresem wylegania. krotkim okresem objawow klinicz-
nych i zejs$ciem, ktorym jest Smieré¢ zwierzecia chorego. Do-
tychezas brak metod przyzyciowego rozpoznawania choroby.
Wiadomo jednak, ze wldkna wystepujace w scrapie (SAF)
zawieraja bialko PrP. Wystepuje ono w moézgu i narzgdach
wewnetrznych zakazonych zwierzat. Agregaty PrP, tzw.
PrPd, mozna odrdzni¢ od PrP na podstawie sedymentacji
po uprzednim dzialaniu detergentu oraz na podstawie czes-
ciowe] niepodatnosci na dzialanie enzymoéw hydrolitycznych
(proteinaza ¥). Stosujac metode immunobloting do badania
mobzgu, wezldw chlonnych i sledziony na obecno$¢ PrPd wy-
kazano obecno$é tego biatka zardéwno w moézgu owiec ze
scrapie, jak i bydla z BSE. PrPd wystepuje tez w przed-
lopatkowych i1 pachwinowych weztach chtonnych i w wy-
ciggach $ledziony owiec zakazonych scrapie. Wydaje sig, ze
udoskonalenie metody umozliwi przyzyciowe wykrywanie
PrPd w oparciu o wezty chlonne.
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