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Uvod

Pro sérologickou diagnostiku Kloboukovy nemoci je propracovana neutrali-
zadni reakce a reakce precipitaéni. Nejvic bylo jinde i u nds pouZivdno seroneutra-
lizace, ktera je pomérné snadno proveditelna, bez zvlastnich narokl a jejiz vysledky
isou dobre hodnotitelné. Prikaz neutralizaénich protilatek je ukazatelem stavu
imunity bud pro pfekonini prirozeného onemocnéni nebo v dusledku arteticidlni
imunizace at jiz virem aktivnim, inaktivnim nebo avirulen!nim.

Nage sdéleni se bude zabyvat pritkazem, hodnocenim a eventudlné dynamic-
kym vzestupem predevsim protilatek neutraliza¢nich. Zaroveil jsme se pokusili
o priikaz praktické pouzitelnosti komplementfixaénich protilatek a protilatek aglu-
tinujicich virem sensibilizované krvinky.

Material a metodika

Virus: Ve vsech pokusech bylo pracovdano s virem I. O. vepii kmen
Praha s poétem vice nez 100 i. ¢. pasazi na vepfich a dvandacti pasdzich na tka-
novych kulturach. -

Tkafiové kultury: Bylo uzito bunék stabilni linie epithelu veprovych
ledvin (kmen PK). Kultury byly udrzovidny a piipravovdny zpuscbem popsanym
jednim z autora 1960 (1). Zkumavkové kultury byly zakladany s pociem 40 000
zivych bunéénych elementid na 1 ml a zkumavku, v kultivacnim mediu slozenim
z 0,5 % laktalbuminhydrolyzatu v Earlové naraznikovém roztoku a 10 % teleciho
séra. Zpravidla do Sesti dnit byly kultury konfluentni a mohly byt vzaty k pokusu.

Infekce kultur: Konfluentni zkumavkové kultury byly po odsaii
media promyty Hanksovym néraznikovym roztokem a infikovdny mnozstvim
0,1 ml viru v pfislusném fedéni. Po 15 min., kdy byly zkumavky uloZeny v hori-
zontalni poloze, bylo pfidano udriovaci medium v mnczstvi 0,9 ml. Jako udrzo-
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vaci medium po infekci kultur bylo uZito Earlova naraznikového roztoku s 0,5 %
laktalbuminhydrolyzatu a 2 % teleciho séra. pH kultur bylo upraveno na hodnotu
7,6—7,7.

Sérum k reakcim bylo vzato z imunizac¢nich pokusi pri pouziti viru
inaktivovaného formalinem nebo beta- propiolaktonem, dale z vepia z lokalit, kde
se infek¢ni obrna vepid vyskytovala a z lokalit, kde se infekéni obrna ve formé kli-
nicky zfejmych infekci nevyskytovala. Paralelné ve viech pripadech terénnich vzor-
kd jsme si ovefili, zda byla v dané lokalité vakcinovdno proti I. O. nebo ne.
U vzorkd krvi odebiranych v terénu bylo pokud mozno co nejdiive oddéleno sérum,
které pak bylo odeslano do laboratote v sérologickych zkumavkach. |

Neutralizaéni pokus: Inaktivované vzorky séra dvojnasobné fedéné
udrzovacim mediem od podateéniho fedén! 1: 4 do tedéni 1 : 1024 byly smichany
se stejnym objemem piislu§ného fedéni viru, po promichani inkubovany 1 hod.
pfi pokojové teploté (22° C) a pak pridiny v mnozstvi 0,1 ml do zkumavkové
kultury. Virus byl uzit v fedéni odpovidajicimu 3000 TCIDso v 0,1 ml. Paralelné
byla do pokusu zafazena ptislusna kontrola viru fedéného stejnym dilem udrzo-
vacim mediem.

V orientaénich testech byla provedena tedéni séra od 1 :4 do 1: 64.

Hodnoceni neutraliza¢niho pokusu bylo provadéno v dobé, kdy v kontrolnich
zkumavkach byly zmény vyvolané virem hodnotitelné + -+ (mnochocetné loz.skové
zmeény ).

Color - testy byly provadény ve zkumavkovych kulturach PK bune¢k
infikovanych pfi zakladani kultury. V tomto pf.padé byl pocet zivych bunéénych
elementd na 1 ml a zkumavku 15 000, udrzovaci medium se skladalo z Earlova
naraznikového roztoku s 0,5 % laktalbuminhydrolyzatu a 5 % teleciho séra. pH
kultur bylo upraveno na inicidlni hodnoiu 7,6. Redéni séra, mnozstvi viru i inku-
bace byly stejné jako v neutralizaénim pokusu na kontluentnich tkédnich.

Komplementfixaéni reakce

Ptiprava sér: vepiova séra byla pfed pouZzitim k reakci vazby kom-
plementu zbavena prokomplementarity metodou podle Boulangera (2)
U jednotlivjch vzorkit bylo sniZeno pH pomoci N/1 HC! na hodnotu 4,6 a inku-
bovéano 6 a% 8 hod. pii 4° C. Tato doba byla vybrina jako nejvhodnéjsi z testova-
nych. inkubaci 2, 4, 6, 8 a 18 hod. Po inkubaci séra za snizeného pH byla reakce
upravena na hodnotu 7,0 pfidanim N/1 NaOH. Takto pfipravena séra po inakti-
vaci 30 min. pfi 56° C byla vzata k reakei.

Komplement: Jako komplementu bylo pouZito smési moréecich sér kon-
servovanych podle Sonnenscheina. Do reakce bylo pouZivano 1,5 a v ne-
kterych pi‘padech 1,25 jedn. komplementu podle pfedchozi titrace v objemu 0,1 ml.

Hemolyticky systém: Bylo uzvano 1 % berannich krvinek sensibi-
lizovanych dvéma jednotkami amboceptoru (USOL). Do reakce bylo uzito mnoz-
stvi 0,2 ml.

Antigen: Jako antigenu bylo uZito centrifugované medium tkafiovych
kultur, které byly infikovany virem Kloboukovy obrny. Medium pro pfipravu anti-
genu bylo slozeno z 0,5 % laktalbuminhydrolyzitu v Earlové ndraznikoveém roz-
toku s 1 % moréeciho inaktivovaného séra.

Provedeni KF R: Reakce byla providéna metodou podle Kolmera
(3) a v nékterjch pripadech pro srovnani byla uZita metoda podle Rice (4).

P#i lednickové Kolmerové metodé bylo do reakce vzato 0,1 ml ant'genu,
0,1 ml séra v piisluiném dvojnisobném fedéni po¢inaje 1:4 a 0,1 ml komple-
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mentu. Po inkubaci pfes noc pfi 4° C byl pfidan hemolyticky systém a smés opét
inkubovdna 30 min. ve vodni lazni pfi 37° C.

Vysledky byly hodnoceny ¢tyfstupiiovité, za pozitivni reakci v prislusném
fedéni séra byla pokladdna fedéni, kde hemolyza nedosahovala 50 Y% erythrocyti
(4 + + ). Titr vyjadruje ptuvodni redéni séra.

P#i vazbé komplementu metodou podle Rice byl komplement naredény ve
verondlovém narazniku (5) v poméru 1:15, 20, 25, 30, 49, 50, 60, 80, 100,
pfidavan v mnoZstvi 0,1 ml ke smési 0,1 ml antigenu a 0,1 ml séra standardnée
natedéného 1 : 4. Vysledky jsou v tom.o zpisobu reakce udavany tzv. indextitrem,
k.ery vyjadiuje numerickv jednotky vdzaného komplementu.

Veronilovy naraznikovy roztok: Pfi reakci vazby komplementu byl uzivan
pro fedéni veronalovy naraznikovy roztok podle Mayera a spol. (5), pH roz-

toku 7,2—7.3. |

Detekce protilatek aglutinujicich virem sensibilizované krvinky byla prova-
déna metodou podle Boydena (6). Lidské krvinky skupiny O byly tfikrat pro-
prany ve fyziologickém roztoku o pH 7,2. Sediment krvinek byl smichan se sieynym
dilem roz.oku tanninu, fedéného 1 : 40 000 ve fyziologickém roztcku. Smés byla
inkubovana 30 min. pfi laboratorni teploté. Pak byly krvinky tiikrat promyty
fyziologickym roztokem, resuspendovany nakonec na 2% suspenzi ve fyziologic-
kém roztoku. K propranym tanninovanym erytrocytim byl priddn antigen, tj.
virus Kloboukovy obrny (pripraveny stejnym zpuasobem jako pro KFR) ve stej-
ném poméru a smés byla ponechiana 30 min. pii laboratorni teploi€. Pak byly
krvinky znovu tfikrat proprany ve fyziologickém roztoku s 1 9% inaktivovaného
krali¢iho séra. Po poslednim proprani byla ze sedimentu krvinek pripravena 1%
suspenze ve fyziologickém roztoku s 1 % inaktivovaného séra. Ve vlastnim pokusu
pak byly tyto krvinky smichany se stejnym dilem inaktivovaného séra (0,2 ml
séra a 0,2 ml krvinek). Smés byla inkubovana pfi pokojové teploté po dobu
1 —2 hod. Jako kontroly bylo uZzito tanninovanych krvinek bez virového antigenu.

Vysledky

V tab. I uvadime vysledky na$i séroneutralizaéni reakce, a to u sér ziskanych
z terénu. Séra byla rozdélena do péii skupin. Neutralizacn® testy byly provadény
s fedénim 1:8, 1:16,1:32 a 1: 64. Prvni skutecnosti, kterd z tabulky vyplyva,
je ta okolnost, Ze s vyjimkou 3 zvifat z celkového poctu 44, u nichZ nebyl zjistén
vibec zadny titr protilatek, byl u vSech titr alespoil 1: 16, a to nepfihlizeje ani
k tomu, zda byl chov oznaden jako zamoreny nebo jako takovy, v némz obrna
pozorovana nebyla.

I.
Podet Titr séra v 9 vzorku
VvZOoriu 0 _ Q 16 32 64 ~ 64
L I S U U SV LU
14 21,4 o | 21,4 14,2 21,4 21,4 zam. chov
5 O 0 60 40 0 - 0 zaim. chov
10 0 0 30 20 40 10 zam. chov
10 0 O 40 30 0 30 nezam. chov
5 0 0 40 4.0 0 20 ockov. chov
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Titry neutraliza¢nich protilatek u zvifat imunizovanych vakcinou inaktivova-
nou formolem nebo beta-propiolaktonem jsou zachyceny na tab. II. Rozdil v titrech
protilatek pred okovanim a po Sestinedélnim intervalu ukazuje jasné stoupnuti
hladiny protilatek.

11.
Inaktivni virus Virulentni virus
u Titr . Titr
Cislo Cislo
pred po | pred po
806 < 4 1:128 244 1:4 1 :512
809 1:4 1:128 242 1:8 1:512
804 1:8 1:512 235 1:8 1 :1024
808 1:16 | 1:512 243 1:16 1 :512
I11.
Vzorek |
séra &. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
NT 0O 0 0 8 30 8 8 64 32 64 64 32 64 4 32
KFR 0 0 0 4 4 4 4 4 4 4 4 8 8 O 0
- - -~ _

Neutralizaéni reakce zaznamenané IV,
na tab. I a II byly paralelné provadény
na konfluentnich tkanich a metodou co- Vzorek BOVYDEN
Jor-testi. Vysledky ziskané obéma meto- séra &.
dami byly dobfe porovnatelné. -

Tab. 111 znazoriuje vysledky srov- 16
nani neutralizaéniho testu s KFR, tab. 32
1V roz§ifuje toto porovndni je$té o reakci ég
podle Boydena. 39

Porovnani vysledkt neutralizaénich 128
testii s KFR u terénnich pokust ukazalo

tyto vysledky: z celkem testovanych 20
vzorkil vepfovych sér odebranych v loka-
litich s vyskytem I. O. vepfi a z mist, kde bylo provadéno ockovani proti I. O.,
d4vala reakce vazby komplementu a neutralizaéni reakce souhlasné vysledky v 16
piipadech, ve 3 ptipadech byly vysledky nesouhlasné. V jednom piipadé bylo
sérum antikomplementarni (neutralizaéni test byl negativni), u 3 nesouhlasnych
pfipadd byly pfitomny jen neutralizaéni protilatky. U péti vzorkid sér hovéziho
dobytka a péti vzorkd sér kozich odebranych v lokalitdch s vyskytem I. O. vepru,
nebyly prokdzany neutralizaéni ani KF protilatky.

V jiném experimentu byl sledovan vyskyt virusneutralizacnich protilatek
u zvifat v mistech, kde se I. O. nevyskytuje a nebylo vakcinovano. Z orienta¢niho
pokusu z 20 vzork® sér fedénych 1 :4 a 1 : 8 obsahovaly vSechny vzorky i v fedéni
1 : 8 tolik protilatek, Ze neutralizovaly 3000 TCIDso.
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Diskuse

NaSe sdéleni se zabyva prikazem, hodnocenim a eventuilné dynamickym
vzestupem predevsim protilatek neutraliza¢nich. Pokusili jsme se o dikaz praktické
pouZitelnosti protilatek vazajicich komplement a protilatek aglutinujicich virem
sensibilizované krvinky. Jsme si védomi, Ze naSe zku3enosti v tomto sméru jsou
pouze v inicidlni tazi. KFR i reakce podle Boydena miuze podle nasich zkusenosti
mit orientacni vyznam a maji tu vyhodu, Ze jsou realizovatelné i v tom typu rutin-
nich diagnostickych laboratori, pro které by metodika neutralizaéniho testu byla
prili§ naroéna.

Prozatim nikdo u nas nema zkuSenosti s tim, jaké titry je mozno povazovat
za specifické a které za nespecifické. Podle udaji Mayra (7) maji byti titry
do 1: 8 alesponi u mlad$ich zvifat povazoviny za nespecitické. Zhruba titry 1 : 30
za pochybné a od 1 : 60 za specifické. Podstata tohoto tfidéni a jeho oduvodnéni
nam neni zcela jasné. Vzhledem vSak k tomu, Ze u nis prece jen existuji zvitata
se zcela negativnimi titry protildtek a pak vzhledem k tomu, co hodnotime mimo
ramec tohoto sdéleni, tj. pozorovani byt i zatim ojedinélé, Ze i u tzv. nespecifickych
titrd jsme zachytili po vstfiknuti specifického antigenu vysloveny boosterovaci
etekt, soudime, Ze jiZ titry pfi nejmensim 1: 16 v nasich pokusech svédéi nejprav-
dépodobnéji pro kontakt zvifete s virem obrny. V tom pripadé by oviem z nasi
tab. I vyplyvalo, ze fada naSich chovi, ne-li vétSina, je promotena virem obrny,
ktera infikuje v inaparentni formé vétSinu zvifat, jak zcela uréité muzeme podle
rigor6zniho kritéria soudit. Svéd¢i o tom Ctyfi pozitivné reagujici zvifata s titrem
veétSim nez 1: 64 z 29 zvifat ze zamofenych chovi pfi srovnani s tfemi zvifaty
z 10 s titrem vétSim nez 1 : 64 z chovi oznadenych jako nezamortené.

Na okraj naSich pozorovani citujeme prici Heckeho (8), ktery jinou
metodikou a jinym propoc¢itdvanim dosiahl ve dvou promotenych obcich, kde pro-
béhla epizootie, u inaparentnich infekci vysledky, které jsou s nasimi analogizo-
vatelné. '

Vzhledem k tomu, Ze uzivame vy$si davky viru k neutralizaénim testm, musi
byti nutné ndmi udavané titry piisnéji specifické.

Sami jsme propracovali a zde poprvé predkladame své zkuSenosti s reakci
vazby komplementu a s hemaglutinaci podle Boydenova principu. Pokud je nam
znamo, vetSina autort povazuje prvni z téchto reakci u vepfové obrny za nereali-
zovatelnou a nevime, zda byla také v sérologii vepfové obrny pouzita. U reakce
vazby komplementu se zdaji byt dosavadni nespéchy zpiisobeny zvla§tnim slo-
zenim séra vepru. Proto jsme se snazili tyto nevitané vlastnosti séra odstranit

metodou podle Boulangera (2) odstranénim prokomplementarity séra.
' Vysledky nami uvedené ukazuji na porovnatelnost KFR s neutralizaénimi
testy.

Porovnani metody NT, KFR a Boydenovy ukazuje, ze i pfi vétsi citlivosti
Boydenovy metody proti KFR nejlepsim testem pro detekci i malych kvant proti-
latek zlistdva neutralizaéni reakce a Ze reakce vazby komplementu a aglutinace
krvinek metodou podle Boydena by mohla byt jednoduchou dostaéujici metodou
pro detekci vyS$§iho titru protilatek, eventudlné jednoduchou kontrolou imunizad-
niho etektu terénniho o¢kovani. |

Souhrn

1. Propracovana standardni metodika prikazu protildtek neutralizujicich cyto-
patogenni etekt viru KN na stabilni linii epithelu vepfovych ledvin (PK). Dosa-
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zené vysledky jdou paralelné s color-testem za uziti stejnych bunék. Jako zdroje
protilatek pouzZito nejprve imunizovanych zvifat, kde dosaZeno titru az 1:512.
V dalsi sérii pokusti patrano tymiz metodami po protilatkdch u vepfového bravu
v terénu, kde byly opétovné zjistény jejich podstatné nizsi titry. Specificita nizkych
titr protilatek je v praci diskutovana.

2. Pouzita metodika adsorpce viru na taninované krvinky podle Boydena.
Imunni séra jasné aglutinuji takto znacené krvinky. Referovano o moznostech této
metodiky pro rutinni detekci vyS$S$iho titru protilatek a moznostech pouZiti k orien-
taénimu prikazu imunizaén’ho etektu. Pro prikaz protilatek, jez jsou disledkem
terénniho promoteni, se zda tato metodika malo citliva.

3. Jsou ptedlozeny vysledky sérologickych pokust z pouziti reakce vazby kom-

plementu.
*

Literatura k dispozici u autoru.

CepoJsiormueckas AHardHocTHMKa Iapajyuda cBMHel (GoJie3Hh KIofoyka)

1. Brina DOATOTOBJCHA CTAHJAAPTHAS METOAMKA IOCTOBEPHOCTH AaHTUTEN, HeuTpa-
JUIYIOLIIMX LMTONATOreHHBIN s(xhekT rupyca doneznn Kinodboyka Ha cTabnJIbLHBIX JU-
HUAX snuTenun rnodek cBuHenn (PK). JIOCTUTHYThIe Pe3yAbLTAThl I1apajf¢ bHBLI IIBETHOMY
TECTY HPU MCIOJNB30BaAaHUM OOUHAKOBBLIX KJETOK. B KadecTBe UCTOYHUKA AHTUIEN M-
II0JIL30BaJKUCh, B IICPBYIO OYepelb, MMMYHU3UPOBAHHBLIE IXUBOTHBLIE, YV KOTOPBLIX OBLI
BOocTUTHYT TUTP 1 :3512. B panpHeMinell cepuu ONBITOB TEMM zKe MeTOAaMH MCKaJdd b
aHTUTeJa ¥y CBUHEN B CTaZaX, YV KOTOPBIX ObLIIM ITOBTOPHO YCTAHOBJIEHBI CYILIECTBEHELO
Ooilee HM3KMe TuUuTpbl. CnenmdrKka HU3KUX TUTPOB aHTUTEJ ObLIAa NPOAMCKYTHUPO3aHa
B pabore.

2. Belila rnipMMeHeHa METOANKAa axcopdbimy BUpycCa Ha TaHMHHBIC KPOBAHDbIe TeJbIla
o MmetoAy boiagena; HMMMYHHBIE CbIBOPOTKM ARBRHO ArTJIOTHHUPYIOT TakK:AM gbpazom o0o-
3HaYeHHble KpPOBAHBIe Teablla. B pabCore coobmijaeTcd o0 BO3MOIKHOCTAX IIPUMESHEHUS
9TOM METOAUMKU IAJA PYTUHHOM JeTeKIMu 00Jiee BBICOKOTO THUTPa AHTUTEd M O BO3MOZK-
HOCTAX INPUMEHEHUA NJIA OPHUEHTUPOBOYHOM NOCTOBEPHOCTM MMMYHUIAIMAHHOTO 3hder-
Ta. HAJIST OOCTOBEPHOCTU AHTUTEJ, KOTOPble ABIAIOTCA pPe3yJbTaTOM MECTHOTO 3apazKke-
HUA, 9Ta METOAMKA OKAa3bIBaeTCd MAJIO MNOAXOIHT.

3. B paboTe mpexpcraBiaeHbl PE3YJALTATBI CEPOJIOTMYECKHX OIIBLITOB C IIPMMEHEHMUIM
peaKiM CBA3BLIBAHMA KOMITJIEMEHTA.

Die serologische Diagnostik der Schweineliihme (Klobouk’schen Krankheit)

1. Es wurde eine Standardmethodik zum Nachweis von Antikérpern, die den
zytopathogenen Effekt des Virus der KK auf eine stabile Linie von Nierenepithel (PK)
neutralisieren, ausgearbeitet. Die erzielten Ergebnisse gehen mparallel mit dem
Farbtest bei Verwendung der gleichen Zellen. Als Quelle der Antikorper wurden
zuerst immunisierte Tiere verwendet, wobei Titer bis 1:5'¥) erzielt wurden. In einer
weiteren Versuchsserie wurde mittels derselben Methoden nach Antikorpern bei
Schweinen im Terrain gefahndet, wo diese wiederholt in erheblich niedrigeren Ti-
tern festgestellt werden konnten. Besprochen wird die Spezifitat der niedrigen Titer
der Antikorper.

2. Es wurde die Methodik der Adsorption des Virus an mit Tannin vorbehan-
delte Blutkorperchen mach Boyden angewandt. Die Immunsera agglutinieren die
so behandelten Blutkorperchen. Besprochen wird die Moglichkeit, diese Methodik
zur Routinedetektion hoherer Titer der Antikérper zu verwenden, sowie zum orien-
tierenden Nachweis des Immunisationseffekts. Fliir den Nachweis von Antikorpe-
ren, die eine Folge der Terrainverseuchung sind, scheint diese Methode nicht emp-
findlich genug zu sein.

3.Berichtet wird uber die Ergebnisse serologischer Versuche mit Benitzung
der Komplementbindungsreaktion.

Fagel



