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Postep w badaniach serologicznych nad strukturg antygenowg wiruséw
ospy ptakow jest uwarunkowany wypracowaniem skutecznej metody
uzyskiwania swoistej, wysokowartosciowej surowicy przeciwwirusowej
oraz opracowaniem metod lub modyfikacji metod serologicznych, pozwa-
lajacych na wykrywanie i analizowanie antygenu wirusowego, z wyklu-
czeniem reakcji niewirusowych. Precypitacja w zelu wg zatozen Oudin
(14) czy tez Ouchterlony (13) okazala sie¢ metodg skuteczng przy
badania antygenéw réznych wiruséow zwierzecych, takze i wirusow grupy
Poxvirus (4,12,191in.).

Istotne trudnosci w zastosowaniu tej metody do analizy struktury an-
tygenowej wiruséw podgrupy Pox-virus avium tkwig w uzyskaniu odpo-
wiednio swoistej i wysokowartosciowej surowicy przeciwwirusowej. Su-
rowice pobrane od ptakéw chorych na ospe w nastepstwie naturalnego czy
sztucznego zakazenia wykazujg niski poziom przeciwcial i chociaz reaguja
w odczynie wigzania dopelniacza (11, 21, 22, 20, 24), to jednak nie dajg
odpowiednich wynik6w w odczynie precypitacji w zelu (23, 24).

Hiperimmunizacji ptakéow (18, 23), a tym bardziej innych zwierzat,
kryje w sobie niebezpieczenstwo pobudzenia organizmu do wytworzenia
przeciwcial, skierowanych przeciw antygenowym skladnikom pochodzenia
tkankowego, stanowigcym naturalne zanieczyszczenie surowego materiatu
wirusowego. Zastosowanie w badaniach surowic od osobnikéw hiperim-
munizowanych wymaga wiec albo przeprowadzenia uprzedniej kierun-
kowej absorpcji surowic precypitujacych, albo tez uzycia innej metody,
wykluczajacej reakcje precypitacyjne niewirusowe, bez naruszenia zdol-
nosci surowic do swoistego precypitowania antygenéw wirusowych, jak
réwniez bez zmiany lub utraty istotnych sktadnikéw badanego antygenu
wirusowego. W pewnym stopniu odpowiada tym wymogom, a tym samym
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daje mozliwosé zastosowania surowic od zwierzat hiperimmunizowanych
do badan w precypitacji w zelu, metoda kierowanego blokowania w zelu
niewirusowych reakcji precypitacyjnych, za pomocg odpowiedniej suro-
wicy przeciwtkankowej (8). Referowane badania nad strukturg antyge-
nows wirusow ospy ptakéw, przeprowadzone w oparciu o odczyn swoiste]
precypitacji w zelu i o surowice od zwierzat hiperimmunizowanych, wy-
konano w latach 1958—1962, nie znajgc jeszcze wynikow prac (19, 25, 12),
ktorych pelny tekst otrzymano dopiero w 1962 r.

Krotki przeglad dotychezasowych wiadomosei i badan nad strukturg
antygenowg Pox-virus avium przedstawiono w réwnoleglej publikacji (9).

BADANIA WLASNE
Cel badan

1. Poznanie struktury antygenowej szczepéw Pox-virus avium, swiezo
wyizolowanych z materialu terenowego na blonie kosmoéwkowo-omocz-
niowej (CAM) zarodkow kury.

2. Wykazanie, czy pomiedzy szczepami Pox-virus avium, pochodzacymi
z roznych gatunkéw ptakow (kura, indyk, golgb), istnieja uchwytne
W badaniu serologicznym réznice w strukturze antygenowej.

3. Poréwnanie struktury antygenowej réznych szczepéw wirusa ospy,
pochodzgcych z tego samego gatunku ptakéw, jak réowniez poréwnanie
ich struktury antygenowej ze struktura antygenows niektérych wirusoéw
ospy, uzywanych do przygotowania szczepionek dla drobiu.

Material i metody

1. Badaniami objeto tgcznie 18 szczepéw Pox-virus avium (Pva), w tym
14 szczep6w wlasnych wyizolowanych w latach 1958—1961 z materialow
nadestanych z réznych terenéw Polski, 3 szczepy wyizolowane z réznych
handlowych szczepionek przeciw ospie drobiu i 1 szczep laboratoryjny
otrzymany z Niemieckiej Republiki Demokratycznej.

2. Antygeny (A-Pva) przygotowano z 3—6 pasazu wirusa na CAM za-
rodkow kury. Sposob przygotowania i posta¢ badanych antygenéw oraz
objasnienia uzywanych skrotéw przedstawia rysunek 1. W badaniach za-
sadniczych uzywano wylgcznie antygenéow A-Pva-W-1500 i A-Pva-W-
-18000. Antygeny przechowywano w temperaturze —20°C.

3. Surowice precypitujgce dla badanych szczepéw P. avium (S-Pva)
otrzymano droga hiperimmunizacji krélikéw. Do hiperimmunizacji uzy-
wano surowy antygen, otrzymany z 3—6 pasazu wirusa na CAM zarod-
k6w kury, przygotowany bez dodatku $rodkéw konserwujacych i bez do-
datku adiuwantéw. Tabela 1 przedstawia schemat hiperimmunizacji kré-
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likéw, wykonywanej dla otrzymania surowic precypitujagcych. Uzywajac
zawiesine CAM z niezakazonych zarodkow kury przygotowano w analo-
giczny sposob surowice precypitujace przeciwtkankowe (S-CAM), potrzeb-
ne do kierowanego blokowania w zelu reakcji precypitacyjnych niewiru-
sowych. Jako surowice kontrolne (S-K) uzywano surowice pobrane od

Fragmenty CAM silnie zakazone siczepem Pva
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krolikow przed rozpoczeciem hiperimmunizacji oraz surowice od krolikow
kontrolnych — nieszczepionych. Surowice konserwowano dodajgc merth-
jolat w ilosci 1 : 10000. Cze$é kazdej surowicy przechowywano bez dodatku
érodka konserwujgcego w temperaturze -—20°C.

4. Ze wzgledow technicznych wykonywano tylko orientacyjne badanie
zdolnosci neutralizujgcych 17 uzyskanych surowic S-Pva, jak rowniez
wykonywano tylko orientacyjne badanie:ilosci aktywnych czasteczek wi-
rusa w antygenach uzywanych do hiperimmunizacji i w réznych anty-
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Tabela 1
Schemat hiperimmunizacji krolikéw w celu otrzymania surowic precypitujgcych
Ty Kolej- Droga
OKkres dzien ny Wykonywany zabieg Dawka wprowa-
dzien dzenia
1 2 3 4 5 6
0 0 wstepne pobranie krwi na sur.
kontrolng 4,0 rl i ¥
. ¢ supernatant 1,0 ml i. v.
1 inj.antygenu osad 1,0 ,, i. p.
L. supernatant 1,2 ml 1. v.
I 3 inj.antygenu osad 12 ., i p.
1
. ; supernatant 1,4 ml i. v
5 Inj. antygenu osad 14 ,, i. p.
. ¢ supernatant 1,6 ml i. v.
7 inj. antygenu gsad 16 ., i B.
2 14 inj. pelny antygen niewirow. 2,00 ml i. p.
3 18 inj. pelny antygen niewirow. 2,5 ml i. p.
22 inj. pelny antygen niewirow. . 3,0 ml i. p.
11 e 26 inj. pelny antygen niewirow. 3,5 ,, i. p.
5 33 inj. pelny antygen niewirow. 4,0 ml i. p.
6 40 proébne pobranie krwi na surowice
(wzglednie skrwawienie zwierzegcia) 30—80 ml z serca
7 41 ponowne zabiegi immunizac. ' rézne i. p.
1L 10 70 skrwawienie kroélika dosw. ok. 80 ml Z serca

genach, przeznaczonych do testéw serologicznych, przygotowanych spec-
jalnie bez dodatku merthiolatu. Badania te wykonywano wedlug ogolnie
znanych zalozen, na CAM zarodkéw kury.

5. Absorpcja surowic odpornosciowych. W tescie precypitacji w zelu
uzywano: surowice precypitujgce nieabsorbowane, surowice precypitujace
absorbowane zawiesing jalowego, niezakazonego wirusem CAM (S-Pva+
-+ A-CAM) oraz surowice precypitujace absorbowane antygenem heterolo-
gicznego szczepu wirusa ospy ptakow (S-Pva-+A-Pva-he). W celu prze-
prowadzenia absorpcji mieszano w probéwce wiréwkowej potrzebng ilosé
surowicy precypitujgcej z réwng iloscig zadanego antygenu — A-Pva
wzglednie A-CAM, po czym pozostawiano przez 1 godz. w temperaturze
pokojowej, a nastepnie przez 24 godz. w temp. +4°C. Po odwirowaniu
w ciggu 10 min. przy 1500 obr./min. supernatant przenoszono do osobnej
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amputki. Wynik absorpcji sprawdzano metoda ptytkowsg i prob6wkows,
w odpowiednim ukladzie kontrolnym, bezposrednio w poszczegélnych
do$wiadczeniach oraz przy ustalaniu optymalnej proporcji precypitacji.
Nalezy podkresli¢, ze w nastepstwie wykonywanej absorpcji, absorbowane
surowice ulegaly rozcienczeniu w stosunku 1 : 2.

6. W pracy postugiwano sie odczynem precypitacji w zelu proboéwko-
wym Oudin (14) wg modyfikacji Oakley i Fulthrope (26) —
ptytkowym wg Ouchterlony (13) lub witasng modyfikacjg odczynu
probéwkowego i ptytkowego (8). Uzywano zel agarowy 0,8—1,5—1,6-pro-
centowy przygotowany z Bacto-Agar (Difco) w 0,85-procentowym roz.
tworze NaCl, z dodatkiem merthiolatu 1 : 10000.

Precypitacje probowkowsg wykonywano z surowicami wyabsorbowa-
nymi, wzorujgc sie co do ilosci skladnikéw na pracy wykonanej przez
Gispena (4). Uzywano proboéwki 100 X 8 mm. Przy dodawaniu skladni-
kow probowki, zaleznie od potrzeby, umieszczano w lazni wodnej o temp.
+55°C lub w temp. pokojowej. Do probéwek dawano kolejno: 0,35 ml
surowicy precypitujgcej lub kontrolnej, 0,15 ml zelu 1,6-procentowego,
a po zakrzepnieciu tej warstwy 1 ml zelu 0,8-procentowego. Po zakrzep-
nieciu zelu umieszczano na powierzchni 0,5 ml antygenu badanego lub
kontrolnego. Prob6wki zamykano korkami z gumy; wynik odczytywano
na 7—10—14 dzien przebywania w temp. pokojowej.

Precypitacje plytkowag wykonywano wedlug ogoélnie przyjetej metody
wylgcznie z surowicami absorbowanymi. Uzywano plytki o S$rednicy
55 mm, na ktére wylewano po 10 ml 1,5-procentowego zelu agarowego.
Baseny wycinano sztancg o $rednicy 8 mm; odleglo$¢ poszczegdlnych ba-
senéw od siebie wynosila okolo 5—6 mm. Uklad i liczba basenéw na piyt-
kach byla rézna, zaleznie od celu poszczegdlnych doswiadczen. Przedsta-
wiono to w tabeli 3 i 4. Wynik odczytywano na 5—7—10 dzien przetrzy-
mywania w komorze wilgotnej, w temperaturze pokojowej.

Stosowana w badaniach precypitacja w zelu z kierowanym blokowa-
niem niektérych reakcji precypitacyjnych polegala na wprowadzeniu do
zwyklej precypitacji probéwkowej czy plytkowej dodatkowej warstwy
zelu, zawierajgcej specjalng surowice odpornosciows przeciw okreslonym
komponentom antygenowym. Technike te stosowano przy badaniach z su-
rowicami precypitujgcymi nieabsorbowanymi jako jeden ze sposobow eli-
minowania reakcji precypitacyjnych niewirusowych.

Surowicg anty-CAM (S-CAM) blokowano reakcje precypitacyjne, beda-
ce nastepstwem stosowania surowych antygenéw A-Pva do hiperimmuni-
zacji krolikow, jak i do pozniejszych reakeji w zelu.

Analogiczng technike kierowanego blokowania stosowano do badania
wzajemnego pokrewienstwa antygenéw wiruséw ospy ptakow. W tym
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przypadku do dodatkowej warstwy zelu dodawano jako surowice blokujaca
surowice precypitujgcg dla pokrewnego badanego szczepu Pva, a wiec
surowice S-Pva-homologiczna (S-Pva-ho) wzglednie surowice badanego
heterologicznego szczepu Pva, a wiec surowice S-Pva-heterologiczng
(S-Pva-he). Surowice blokujgcg dawano zawsze w nadmiarze, biorac po
0,05 ml wyzszg dawke, niz wypadalo z miareczkowania danej surowicy.
Blizsze szczeg6ly techniczne o sposobie przygotowania probowek czy pty-
tek do precypitacji w zelu z kierowanym blokowaniem, jak réwniez szcze-
goty dotyczgce miareczkowania surowic do warstwy blokujgcej przedsta-
wiono w odrebnej publikacji (8).

W badaniach niniejszych przy ustalaniu optymalnej precypitacji badano
tylko dwukrotne rozcienczenia surowicy (od /2 do 1/3) w stosunku do
antygenu nierozcieficzonego. Badanie wykonywano w prébach ptytkowych
i probowkowych, przy uzyciu surowic absorbowanych i nieabsorbowanych.

7. Dokumentacja wynikéw. Wyniki préb precypitacji w zelu notowano
graficznie. Cze$¢ wynikow bardziej interesujgcych utrwalono réwniez
fotograficznie. Dla celéw poréwnawczych wykonywano takze dokumen-
tacje fotograficzng zmian makroskopowych, wywotywanych w CAM za-
rodk6w kury przez poszczegélne badane szczepy Pva. Fotografie wyko-
nano pod kierunkiem i przy wspoétudziale inz. B. Galki z Pracowni Foto-
graficznej Wydz. Wet. SGGW w Warszawie. | |

8. Uklad badan i schematy do$wiadczen. Przy badaniu struktury anty-
genowej wirusoOw ospy ptakéw metodg precypitacji w zelu do§wiadczenia
wykonywano wedlug ukladow przedstawionych schematycznie w tabeli 1
i rysunkach 2 i 3.

Badania zasadnicze wykonano wedlug danych uwidocznionych na ry-
sunku 3. Przedstawione na tym rysunku uktady II i III stosowano do bada-
nia zdolnosci precypitynogennych antygenéw A-Pva (przygotowanych
z poszczegodlnych badanych szczepéw Pva) w precypitacji z surowicami pre-
cypitujgcymi S-Pva-izologicznymi (S-Pva-izo) wzglednie S-Pva-hemologi-
cznymi (S-Pva-ho). Uklady IV i V stosowano do badania pokrewienstwa
antygenowego wiruséw ospy, wyizolowanych z r6znych gatunkéw ptakow,
czyli okreslenia, czy wystepuje u nich wspdélna komponenta antygenowa
i czy istniejg odrebnosci w strukturze antygenowej. Badania w tym kie-
runku uzupelniono doswiadczeniami wedtug ukladu III, w ktérych wyko-
nywano precypitacje krzyzowg antygenu A-Pva okres$lonego wirusa ospy
ptakéw z surowicami precypitujgcymi S-Pva-A-CAM wiruséw ospy roz-
nych gatunkéw ptakow. Wedtug ukladu IV i V badano tez antygenowe
pokrewienstwo poszczegélnych szczepéw wirusa ospy tego samego gatunku
ptaka, obserwujac wynik precypitacji antygenu A-Pva okreslonego szcze-
pu z surowica S-Pva-izologiczng, w przypadku blokowania reakcji suro-
wicg S-Pva-homologiczna, wzglednie tez w przypadku uprzedniej absorp-
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cji surowicy precypitujgcej S-Pva-izologicznej antygenem A-Pva-homolo-
gicznym. Réwnolegle do doswiadczenn prowadzonych w powyzszych
uktadach nastawiano szeregi prob kontrolnych, przy czym starano sie
wykonywa¢ proby kontrolne pozytywne, jak i negatywne.

I ‘ I ' 17 ' v T %
a) PROBY PROBOWKOWE

A-Pva A-Pya

A-Pva A-Prva -\ A-Pva
N : P . Trah
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Legenda:

A-CAM — antygen blony kosmoéwkowo-omoczniowe]

A-Pva = - szczepu Pox-virus avium

S-CAM = surowica precypitujgca anty CAM

S-Pva = »s ¥ s Pox-virus avium

S-Pva-he = - - ,» heterologiczny Pox-virus avium

Rys. 2

Dalszy cykl badan nad pokrewienstwem antygenowym szczepow
P. avium byl wykonywany wedlug uktadéw I, II, III i IV, przedstawionych
na rysunku 4. Uzywano tutaj wylgcznie testu ptytkowego oraz tylko suro-
wic absorbowanych za pomocg antygenéw A-Pva réznych wiruséw ospy
ptakéw i antygenéw kotrolnych A-CAM. Zaleznie od celdéw doswiadczenia
stosowano tu rézny uklad basenéw, jak ré6wniez r6zne wzajemne usytuowa-
nie badanych antygenéw A-Pva i antygenéw kontrolnych A-CAM oraz
rézne usytuowanie surowic S-Pva. Stosowany w tych doswiadczeniach
uklad basenéw na plytkach pozwalal w wiekszosci przypadkéw na dwu-
lub trzykrotne réwnoczesne powtarzanie zasadniczego doswiadczenia.
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WYNIKI BADAN
Badania wstepne

a) Orientacyjne badanie antygenéw A-Pva na obecnos$é¢ aktywnych
czasteczek wirusa ospy ptakéw wykazalo, ze antygeny A-Pva-W-1500 za-
wierajg duzo, natomiast antygeny A-Pva-W-18000 — znacznie mniej
aktywnych czasteczek wirusa ospy ptakow. Najbogatsze w aktywne czg-
steczki wirusa ospy ptakéw byly antygeny A-Pva-CE. Jedenascie roznych
badanych filtratow (Seitz E-K, Schott Gs, Chamberland 5Lj3, Berkefeld)
nie wykazywalo obecnosci (wykrywalnych przy stosowanej metodzie
sprawdzania) ilosci aktywnych czasteczek wirusa ospy ptakow. Zawiesiny
wprowadzane krolikom dozylnie odpowiadaty co do zawartosci aktywnych
czasteczek wirusa antygenom A-Pva-W-1500, natomiast zawiesiny wpro-
wadzane dootrzewnowo byly znacznie bogatsze w aktywne czasteczki wi-
rusa ospy ptakow. Nalezy wzig¢ pod uwage, iz zaréwno antygeny przygo-
towane do precypitacji w Zelu, jak i antygeny przygotowane do uodpar-
niania krolikow, mogly zawieraé takze blizej nieznang ilo§é¢ czasteczek
nieaktywnych lub produktéw czesciowego czy zupelnego rozpadu czaste-
czek wirusa.

b) Badanie skutecznosci stosowanych sposobow eliminowania reakeji
niewirusowych przy precypitacji w zelu wykazalo, ze przy prébie probow-
kowej i plytkowej mozna wykluczyé reakcje niewirusowe, zalezne od
antygenow CAM, dodajac do warstwy blokujgcej surowice S-CAM w pro-
porcji 0,1 ml S-CAM na 0,15 ml zelu 1,6-procentowego lub stosujgc ab-
sorpcje surowic S-CAM czy S-Pva antygenem A-CAM-bezposednim, do-
danym w réwnej ilo$ci do absorbowanej surowicy.

c) Badanie zdolnosci precypitynogennych ,,surowych” antygenéow A-
-Pva, przygotowanych w rézny sposob, pozwolilo stwierdzié, ze najlepsze
zdolnosci precypitynogenne posiadaly supernatanty ,,surowych” antyge-
néw, a wiec antygeny A-Pva-W-1500 i A-Pva-W-18000. Antygeny filtro-
wane wykazywaly albo brak zdolno$ci precypitynogennych, albo tez da-
waly reakcje bardzo stabe. Przypuszczalnie zalezalo to w znacznej mierze
od rozcienczenia, jakie trzeba bylo wykonaé dla sprawnego przebiegu
filtracji. Antygeny ,,surowe” przygotowane jako zawiesiny cialek elemen-
tarnych nie dawaly precypitacji w zelu z surowicami S-Pva. Wynik ten
jest zgodny z obserwacjami poczynionymi do tej pory nad P. avium (19)
oraz z obserwacjami poczynionymi nad P. officinale i P. bovis (12).

Antygeny ,,surowe” przygotowane z wykwitow ospowych pobranych ze

skory glow ptakow, nadsytanych do badania, dawaty wyniki stabe. Nato-
miast antygeny uzyskane z liofilizowanych, wysokoprocentowych, roz-
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cier6w ze zmianami ospowymi od do§wiadczalnie zakazonej kury i golebia
dawaly silng precypitacje z uzywanymi w doswiadczeniach, przygotowa-
nymi na kroélikach surowicami precypitujgcymi S-Pva.

t.acznie zbadano 90 antygenow A-Pva (przygotowanych z 18 badanych
szczepOw Pva, namnozonych na CAM) i kontrolnych A-CAM. Proécz tego
zbadano 6 antygenéw przygotowanych ze skérnych zmian ospowych, wy-
stepujacych na glowach nadsylanych do badania, oraz 2 antygeny przy-
gotowane z liofilizowanych rozcieréw skérnych tkanki ze zmianami ospo-
wymi.

d) W przeprowadzonych 4 do§wiadczeniach nad hiperimmunizacjg kro-
likow uzyskano lgcznie: 17 surowic przeciwko wirusom ospy ptakéow
(S-Pva), 4 surowice przeciwko niezakazonemu CAM (S-CAM) i 23 suro-
wice normalne kontrolne (S-K). Cze$¢ hiperimmunizowanych krolikow
padla w czasie wykonywania zastrzykéw dozylnych. Wstrzags wystepowat
zwykle przy zastrzyknieciach dozylnych, wykonywanych po 8 dniu im-
munizacji, a niekiedy i w 8 dniu immunizacji. Najlepsze surowice precy-
pitujace otrzymywano od zwyklych kroélikéw nierasowych. Dla uzyskania
surowicy precypitujacej trzeba bylo uodparniaé Kkroliki przez okres
40—70 dni.

Surowice precypitujgce niekonserwowane, zamrozone w —20°C, jak
réwniez konserwowane merthiolatem i przechowywane w temp. +4°C,
zachowywaly dobre wlasciwosci precypitujgce przez szereg miesiecy.

Okreslenie zdolnosci precypityno'gennych
badanych szczepdéw Pva

Wykonano 4 cykle doswiadczen nad zdolnosciami precypitynogennymi
antygenéw A-Pva, poszczegolnych badanych szczepdéw Pva, przy precypi-
tacji z surowicami precypitujgcymi S-Pva-izo- lub S-Pva-homologicznymi.
Mianowicie precypitacje probéwkows i ptytkowag w zelu z réwnoczesnym
blokowaniem reakcji precypitacyjnych niewirusowych surowicg S-CAM
(wg ukladu II, rysunek 3) oraz precypitacje probéowkows i ptytkowa w zelu
tych samych skladnikéw z tym, Ze surowice precypitujgce zostaly uprze-
dnio absorbowane antygenem A-CAM (wg ukladu III, rysunek 3). Wyni-
kéw prob wykonywanych wg ukladu I nie brano pod uwage ze wzgledu
na wystepowanie reakcji precypitacyjnych niewirusowych. Uzywano nie-
rozcienczonych antygenéw A-Pva-W-1500 lub A-Pva-W-18000 oraz anty-
genoéw kontrolnych A-CAM przygotowanych w analogiczny sposéb. Suro-.
wice precypitujgce nieabsorbowane uzywano nierozcienczone, natomiast-
surowice precypitujgce zabsorbowane w nastepstwie procesu absorpcji
ulegaly rozcienczeniu w stosunku 1:2. Zbiorcze zestawienie wynikow-
przedstawiono w tabeli 2, Rubryki 3, 4, 5 i 6 tej tabeli zawierajg $redni
wynik z kilku réwnolegle wykonywanych prob danego doswiadczenia;

9
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rubryka 7 zawiera natomiast ostateczna ocene zdolnosci precypitynogen-
nych poszczegdlnych szczepoéw, przeprowadzong w oparciu o wyniki
3 wzglednie 4 doswiadczen. W zestawieniu zbiorczym nie uwzgledniono
wynikéw prob wykonywanych wedtug ukladu I, rysunku 3, a to z uwagi,
jak juz wspomniano, na wystepowanie w tych prébach reakcji precypita-
cyjnych niewirusowych.

Otrzymane wyniki mozna ujgé w nastepujgcy sposob: Szczepy P. avium
wyizolowane z indykéw (szczepy Pvm-1 i Pvm-2) przejawialy swoje wla-
sciwosci antygenowe wywolywaniem 3 prazkéw precypitacyjnych; jeden
z tych prazkéw byl silniejszy, dwa prazki stabsze wystepowaly po oby-
dwoch jego stronach.

Szczepy P. avium wyizolowane z golebi (szczepy Pvc-1 do Pve-3) —
przejawialy swoje wlasciwosci antygenowe tworzeniem przewaznie 2—4
prazkéw precypitacyjnych, wsréd ktérych 1 lub 2 prazki byty silniejsze
a 1—3 slabsze, umieszczone zazwyczaj ponizej prazkéw silnych w tescie
precypitacji probéwkowej rys. 2, 5.

Szczepy P. avium wyizolowane z golabi (szczepy Pvc-1 do Pvc-3) —
przejawialy swoje wlasciwosci antygenowe tworzeniem 2—3 grubych
prazkow precypitacyjnych, mniej wiecej o tej samej intensywnosci
(rys. 5).

Zdecydowanie wyrazniejsze wyniki otrzymywano przy stosowaniu me-
tody probéwkowe]j precypitacji w zelu. Zwykle tez w prébach probéwko-
wych mozna bylo odczytaé wiekszg liczbe prazkéw niz przy reakeji tych
samych sktadnikéw w metodzie ptytkowej. Przy obydwéch metodach usu-
wania reakcji niewirusowych (stosowanie surowicy blokujacej S-CAM
lub tez uprzednie absorbowanie surowic precypitujacych antygenem A-
-CAM) otrzymywano w zasadzie wyniki zgodne, z pewng przewagg na
korzys¢ metody blokowania, przy odczytywaniu stabszych prazkéw pre-
cypitacyjnych. Byé moze wchodzi tu w gre sprawa rozcienczenia 1 : 2 su-
rowic precypitujgcych absorbowanych antygenem A-CAM. W przepro-
wadzonych doswiadczeniach maksymalne wyniki otrzymywano w zasadzie
W probowkowe]j precypitacji w zelu, wykonywanej z blokowaniem reakcji
niewirusowych za pomocg surowicy S-CAM.

Poré6wnywanie wlasciwos$ci antygenowych
i badanie pokrewiecnstwa antygenowego szczepdéw
Pva, pochodzgcych od r6znych gatunkéw ptakow

Badania te miaty na celu wykazanie, czy istniejg antygen lub antygeny
wspolne dla szczep6w Pva, niezaleznie od izolowania szczepu z kury, in-
dyka czy golebia, oraz czy istnieje (wzglednie — istnieja) antygeny swo-
iste dla szczepéw Pva, wystepujacych u poszczegélnych gatunkéw pta-
kow. W tym celu wykonywano préby krzyzowe sprawdzajac zdolnosci



80 K. Malicki [12]

I. Uklad przy poszukiwaniu antygenu II. Uklad przy poszukiwaniu antygenu
podgrupowo swoistego gatunkowo-swoistego

III. Uklad przy poszukiwaniu antyge- IV. Uklad przy poszukiwaniu antyge-
now wspélnych u 2 pokrewnych szcze- néw wspélnych u 3 pokrewnych szcze-
pow pow

Legenda:

A-CAM = antygen blony kosméwkowo-omoczniowej

A-Pva = antygen szczepu Pox-virus avium

A-Pvm = ¥ 55 - i meleagridis

A-Pvg = ' ’ - o galli

A-Pvc = ’e vi - ’e columbae

A-Pva-he = 9 heterologicznego szczepu Pva

S-CAM = surowica precypitujgca anty CAM

S-Pva = - ’ s Pox-virus avium

S-Pva-he = ’s o »» heterologiczny szczep Pox-virus avium .
S-Pva+A-.... = surowica precypitujgca zaabsorbowana danym antygenem
I, II, III = oznaczenie kolejne A-Pva-he, wzgl. S-Pva-he

Rys. 3. Schemat badania pokrewienstwa antygenowego réinych szczepéw Pox-virus
avium metodg precypitacji w zelu agarowym
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precypitynogenne wszystkich lub wybranych szczepéw Pva w nastepujg-
cych warunkach doswiadczalnych:

a) przy zwyklej precypitacji krzyzowej antygenéw A-Pva z surowicami
precypitujgcymi S-Pva-heterologicznymi;

b) przy precypitacji antygenéw A-Pva z surowicg precypitujgcg S-Pva-
-izo wzglednie S-Pva-homologiczng, wykonywanej z krzyzowym bloko-
waniem reakcji surowicg precypitujacg S-Pva-heterologiczng;

c) przy precypitacji antygenéw A-Pva z surowicg precypitujacg S-Pva-
-izo wzglednie S-Pva-homologiczng, uprzednio krzyzowo absorbowang
antygenem A-Pva-heterologicznym. ‘

Precypitacje krzyzowg antygenéw A-Pva z surowicami precypitujacy-
mi S-Pva-heterologicznymi wykonano z surowicami uprzednio absorbo-
wanymi antygenem A-CAM, stosujagc metode probowkows i piytkows
wedlug ukladu III rysunek 2, metode ptytkows wedlug uktadu I rysunek 3.
Doswiadczenie to wykonano réwniez z surowicami nieabsorbowanymi,
stosujac metode plytkows z blokowaniem reakcji precypitacyjnych nie-
wirusowych surowicg S-CAM wedtug uktadu II b rysunek 2.

Uzyskane wyniki mozna ogoélnie ujgé nastepujgco: szczepy Pva izolo-
wane z kur precypituja najlepiej z surowicami precypitujgcymi dla szcze-
pow kurzych, slabiej z surowicami dla szczepéw golebich; z surowicami
dla szczepow indyczych wystepowata tylko bardzo staba reakcja. Szczepy
Pva izolowane z golebi precypitujg najlepiej z surowicami dla szczepow
golebich, dobrze z surowicami dla szczepéw kurzych, z surowicami dla
szczepow indyczych wystepowala bardzo slaba reakcja. Szczepy Pva izolo-
wane z indykéw precypitowaly slabo z surowicami dla szczepéw indy-
czych, dobrze z surowicami dla szczepéw kurzych, stabiej z surowicami
dla szczepéw golebich. Warto podkreslié, ze badane antygeny A-Pva
w precypitacji z surowicg precypitujacg S-Pva-heterologiczng dawaty
zwykle mniejsza liczbe prazkéw precypitacyjnych (przewaznie 1 lub 2)
niz w precypitacji z surowicg precypitujgca S-Pva-izo- lub S-Pva-homolo-
giczng (przewaznie 2—3 lub wigcej prazkow).

Mozna przypuszczaé, ze obserwowane wyniki precypitacji krzyzowej
w zelu sg uwarunkowane obecno$ciag komponenty lub komponent antyge-
nowych, wspélnych u wiruséw wystepujacych u réznych gatunkow pta-
kow. Wspblne komponenty (lub wspoélna komponenta) antygenowe szcze-
pow Pva moga bowiem powodowaé, ze przy hiperimmunizacji w surowicy
krolika pojawiaja sie przeciwciala zdolne do reagowania z precypitynoge-
nem kazdego wirusa ospy ptakéw, niezaleznie od tego, czy do uodparnia-
nia uzyto szczep wirusa ospy izolowany z kury, indyka czy golebia. Nale-
zy mieé jednak na uwadze, iz wyniki prob krzyzowych mogg byé¢ w duzej
mierze zalezne od koncentracji precypitynogenéw w poszczegélnych anty-
genach Pva, jak rowniez mogg zalezeé od warto$ci poszczegélnych surowic

6 — Zeszyty problemowe — Zeszyt 56
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precypitujgcych, uzytych w doswiadczeniu (surowice dla szczepdéw indy-
czych byly zdecydowanie slabsze).

Na warto$¢ surowic precypitujgcych moze z kolei mie¢ wplyw ilosé
antygenu wspolnego, wlasciwa szczepowi uzywanemu do hiperimmuniza-
cji, ilos¢ antygenu uzytego do uodparniania oraz wlasciwosci osobnicze
uodparnianego krolika. Jezeli jednak na podstawie wykonanych kontroli
przyjmie sie, ze stosowane sposoby eliminowania reakcji precypitacyj-
nych niewirusowych byly dostatecznie skuteczne, to nalezy réwniez przy-
ja¢, ze zdolnos¢é reagowania precypitynogendéw poszczegélnych szczepow
Pva z surowicami precypitujgcymi dla szczepoéw izolowanych z réznych
gatunkéw ptakdéw przemawia za obecnoscia komponenty antygenowej,
wspolnej dla wirusow ospy ptakéw. W niektérych przypadkach wyniki
wskazywalyby na mozliwo$é wystepowania dodatkowej komponenty anty-
genowej, wspblnej dla wiruséw ospy izolowanych z dwoch réznych ga-
tunkow ptakow (kura — indyk, kura — gotab).

Precypitacje w zelu antygenéw A-Pva z surowicami precypitujgcymi
S-Pva-izo- wzglednie S-Pva-homologicznymi, z réwnoczesnym krzyzo-
wym blokowaniem reakcji surowica precypitujgcg S-Pva-heterologiczng
traktowano jako pewnego rodzaju kontrole wynikéw uzyskanych w dos-
wiadczeniu poprzednim oraz jako probe wykazania ewentualnych anty-
genow gatunkowo swoistych. O ile bowiem w doswiadczeniu poprzednim
chodzilo o uwidocznienie antygenu wspélnego, przez wykazanie u szcze-
poéw Pva zdolnosci precypitowania z kazda surowicg S-Pva, o tyle w tych
doswiadczeniach chodzito o wyeliminowanie reakcji precypitacyjnych, za-
leznych od antygenu lub antygendéw wspélnych podgrupowo, a wykazanie
natomiast u szczepéw Pva izolowanych z poszczegélnych gatunkéow pta-
kow zdolnosci precypitynogennych, zaleznych od ewentualnie istniejg-
cych gatunkowo swoistych komponent anytgenowych.

Teoretycznie zakladano, ze uzycie przy precypitacji w zelu jako suro-
wicy blokujgcej — surowicy dla szczepu izolowanego z ptaka innego ga-
tunku (oczywiscie przy odpowiednim doborze iloSciowym surowicy i anty-
genu) spowoduje zatrzymanie antygenoéw wspoélnych drogg reakcji
z korespondujgcymi przeciwcialami w warstwie blokujgcej, podczas gdy
antygeny swoiste dla wiruséw Pva danego gatunku ptaka pozostang nie-
zwiazane i dopiero z surowicg precypitujaca izologiczng wzglednie homo-
logiczng dadzg czytelny wynik.

Dos$wiadczenia te wykonywano metodg probéwkows i pltytkowg wedtug
ukladu IV rysunek 2. W doswiadczeniach uzywano nierozcienczonych suro-
wic precypitujgcych S-Pva i kontrolnych oraz nierozcienczonych antyge-
néw A-Pva i kontrolnych A-CAM. Do warstwy blokujacej, zgodnie z wy-
nikami miareczkowania, dodawano surowice w ilosci: surowice S-Pvg,
S-Pvc lub kontrolng S-CAM — po 0,1 ml na kazde 0,15 ml zelu 1,6-pro-
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centowego, natomiast surowice S-Pvm w ilosci 0,15 ml na kzade 0,1 ml
zelu 1,6-procentowego.

W poszczegbdlnych do§wiadcezeniach, dla kazdej grupy antygenow wy-
konywano szereg prob kontrolnych, obejmujgcych proéby pozytywne i ne-
gatywne. Stwierdzono, ze blokowanie surowicami precypitujgcymi S-Pva-
-heterologicznymi (np. S-Pvg-2, S-Pvg-7, S-Pvc-1, S-Pvc-3) precypitacji
antygenéw szczepéw wirusa ospy indykow z surowicg S-Pva-izologiczng
nie eliminuje calkowicie zdolnosci precypitynogennych tych antygenéw
wzgledem surowicy precypitujgcej izologicznej. W tym uktadzie otrzymuje
sie bowiem wynik precypitacji w postaci jednego stabego prazka precy-
pitacyjnego. Tylko surowica S-Pvg-12, uzyskana za pomocg jednego z naj-
bogatszych w komponenty antygenowe szczepu kurzego, znosita zupeinie
precypitacje antygenéw szczepéw indyczych z surowicg izologiczna.

Blokowanie surowicami precypitujacymi S-Pva-heterologicznymi pre-
cypitacji antygenéw szczepéw wirusa ospy kur z surowicami precypituja-
cymi S-Pva-izo- wzglednie S-Pva-homologicznymi dalo nastepujace wy-
niki.

Blokowanie precypitacji antygenoéw wiruséw ospy kur, szczepéw o nie-
zbyt licznych lub $redniolicznych komponentach antygenowych (np.
Pvg-T7, Pvg-9, Pvg-11) surowicami dla wirusa ospy indykow czy surowi-
cami dla wirusa ospy gotebi eliminuje w znacznym stopniu zdolnosci pre-
cypitynogenne tych antygenéw, ale niezupeilnie. Z reguly obserwowano
zachowanie stabych zdolnosci precypitynogennych, wyrazdjgcych sie
powstawaniem przewaznie jednego prazka precypitacyjnego, o intensy-
wnosci oscylujgcej w granicach miedzy stabym a watpliwym co do nate-
zenia wynikiem precypitacji, przy réwncczsnym' prawidlowym wyniku
kontroli. Blokowanie precypitacji antygenéw wiruséw ospy kur, szcze-
poéw o licznych komponentach antygenowych (szczep Pvg-12, Pvg-13) su-
rowicami dla wirusé6w ospy indykéw lub golebi powoduje nieznaczne
zmiany w zdolnosciach precypitynogennych blokowanych antygenéw.
Zmiany te dotyczg raczej obnizenia intensywnosci otrzymywanych praz-
kow niz eliminowania prazkéw w ogdle.

Wydaje sie, ze do tego rodzaju badan, przy poréwnywaniu szczepow
o stabych i wybitnych zdolnosciach precypitynogennych, nalezatoby do-
pasowaé jeszcze bardziej dokladne stosunki ilosciowe, pozwalajace na
lepsze dobranie iloéci przeciwcial w surowicy blokujgcej, do ilosci bloko-
wanego precypitynogenu w badanym antygenie.

Warto podkreslié, ze i surowice precypitujgce innych szczepéw wirusa
- ospy kurzej (szczepy Pvg-2 i Pvg-6) o stabszych wlasciwosciach precypi-
tynogennych nie byly w stanie wyeliminowa¢ calkowicie zdolno$ci pre-
cypitynogennych antygenu szczepu Pvg-12. Natomiast antygen szczepu
Pvg-7 zupelnie nie wykazywal zdolnosci precypitynogennych w proébach

L]
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kontrolnych, w ktérych jego precypitacja z surowica izologiczng byla
blokowana surowicami precypitujgcymi wtasng i niektérych innych
szczepéw wirusa ospy kur (S-Pvg-2, S-Pvg-7, S-Pvg-12). Slad precypitacji
pozostawatl jednak przy blokowaniu precypitacji surowicg S-Pvg-6.
Blokowanie surowicami precypitujgcymi S-Pva-heterologicznymi, a wiec
surowicami dla wiruséw ospy kur i indykéw, precypitacji antygenow
szczepow wirusa ospy golebi z surowicami precypitujacymi S-Pva-izo-
wzglednie S-Pva-homologicznymi nie znosilo catkowicie zdolnosci precy-
pitynogennych blokowanych antygenéw, zwtaszcza szczepu Pve-3.

Wyniki do§wiadczen nad blokowaniem surowicg S-Pva-heterologiczng
precypitacji antygenéw A-Pva z surowicg S-Pva-izo- wzglednie S-Pva-
-homologiczng potwierdzily w zasadzie stusznosé zalozenia roboczego. Po-
twierdzily one z jednej strony wyniki poprzedniego doswiadczenia, wska-
zujace na istnienie antygenu wspodlnego u wiruséw ospy réznych gatun-
kow ptakéow — nastepowalo bowiem w znacznym stopniu eliminowanie
zdolnos$ci precypitynogennych blokowanych antygenéw, a z drugiej strony
— daly podstawe do wysnucia wniosku o istnieniu komponent antygeno-
wych gatunkowo swoistych u wiruséw ospy wystepujacych u réznych
gatunkow ptakéw — blokowanie bowiem precypitynogenu surowica hete-
rologiczng nie znosilo calkowicie jego zdolnosci precypitowania z suro-
wicg precypitujgca izologiczng lub homologiczng. Wydaje sie, ze trudnosci,
Jakie obserwowano przy poréwnywaniu szczepéw Pva o silnych i stabych
zdolno$ciach precypitynogennych nie podwazaja stusznosci tych wnmios-
kow, chociaz mozna by je rowniez interpretowaé na korzysé przypuszczen
o wystepowaniu tylko réznic ilo§ciowych w strukturze antygenowej réz-
nych wirusow ospy ptakéw. Przez roznice ilosciowe nalezy rozumieé wy-
stepowanie roznych ilosci danej komponenty antygenowej w antygenie
rozpuszczalnym réznych szczepéw wirusa ospy ptakéow.

Precypitacje w zelu antygenéw A-Pva z surowicami precypitujgcymi
S-Pva-izo, wzglednie S-Pva-homologicznymi, uprzednio krzyzowo absor-
bowanymi antygenem A-Pva-heterologicznym, wykonano metoda pro-
bowkowsy i pltytkowg wedlug uktadu V rysunek 2 oraz metodg ptytkows
wedtug uktadu II rysunek 3. Jako surowice precypitujgce wybrano te suro-
wice, ktére w poprzednich do$§wiadczeniach dawaly najlepsze wyniki:
S-Pvm-1, S-Pvg-12, S-Pvc-3. Kazdg surowice dzielono na 4 porcje, prze-
widziane do zabsorbowania odpowiednim antygenem: A-CAM, A-Pva-izo-
logicznym, A-Pva-heterologicznym pierwszym (I) i A-Pva-heterologicz-
nym drugim (II).

Zakladano, ze absorpcja surowicy precypitujacej antygenem A-Pva-
-heterologicznym spowoduje wyeliminowanie z surowicy precypitujgcej
przeciwcial, wyprodukowanych w procesie hiperimmunizacji, pod wply-
wem oddzialywania wspoélnego antygenu wiruséw ospy ptakéw. Réwno-
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cze$nie powinny zosta¢ usuniete z surowicy przeciwciata anty-CAM, drogg
reakcji z antygenowymi skladnikami CAM, stanowiacymi naturalne za-
nieczyszczenie antygenu A-Pva, uzytego do absoprcji danej surowicy pre-
cypitujacej. W ten spos6b otrzymane surowice w pewnym stopniu mono-
specyficzne powinny zawiera¢ przeciwciala tylko dla ewentualnych kom-
ponent antygenowych gatunkowo wzglednie szczepowo swoistych i tylko
z tymi komponentami powinny reagowa¢ w kolejnym odczynie precypita-
cji w zelu.

Rownolegle wykonywano szereg prob kontrolnych, obejmujacych proby
z antygenami badanymi i kontrolnymi w stosunku do badanych surowic
precypitujgcych nieabsorbowanych i w stosunku do surowic precypituja-
cych absorbowanych antygenem A-Pva-heterologicznym lub antygenem
A-Pva-izologicznym. W wiekszosci prob uzyskano wyniki zgodne z zato-
zeniami teoretycznymi, potwierdzajgce wyniki poprzednich badan i nie
sprawiajgce wiekszych trudnosci w interpretacji. Wszystkie wykonane
proby kontrolne wypadty w zasadzie prawidlowo.

Wyniki mozna by uogélni¢ nastepujgco. Mimo stosowania krzyzowej
absorpcji surowicy precypitujgcej S-Pva antygenem szczepu Pva, wyizolo-
wanego z obcego gatunku ptaka, surowica nie zatraca calkowicie zdolnosci
precypitowania z antygenem wlasnego szczepu wirusa, dajgc przewaznie
jeden stabszy lub silniejszy prazek precypitacyjny. Wlasciwosci precypi-
tujace tak traktowanej surowicy mogg by¢ zachowane w réznym, mniej-
szym lub wiekszym, stopniu, zaleznie od uzytego do absorpcji szczepu
Pva i zaleznie od uzytej surowicy precypitujgcej S-Pva.

Poréwnanie wtasciwosci antygenowych i badanie
pokrewienstwa antygenowego szczepow Pva,
pochodzgcychod ptakéw tego samego gatunku

W badaniach tych postugiwano sie technikg analogiczng do stosowanej
w badaniach oméwionych powyzej. Stosowano wiec precypitacje antyge-
néw A-Pva z surowicami precypitujacymi pokrewnych gatunkowo szcze-
péw Pva, blokowanie surowicg S-Pva-homologiczng precypitacji antyge-
nu A-Pva z surowicg S-Pva-izologiczng lub tez precypitacje antygenéw
A-Pva z surowicg precypitujgcg S-Pva-izologiczng, zabsorbowang uprze-
dnio w danym doswiadczeniu antygenem A-Pva-homologicznym. Stwier-
dzono, ze precypitacja z surowicg gatunkowo pokrewnego szczepu Pva,
blokowanie precypitacji surowicg takiego szczepu lub absorpcja surowicy
precypitujacej anytgenem gatunkowo pokrewnego szczepu Pva mogg da-
waé rozne wyniki, zaleznie od doboru szczepu Pva, uzytych do badania.
Zwlaszcza szczepy wirusa ospy, izolowane od kur i golebi, dawaty rézne
wyniki, Nie wyjasniono, czy zachodzg tu tylko réznice ilosciowe czy tez

.
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jednoczesnie ilosciowe i jakoSciowe. Ogolnie mozna bylo wyréznié szczepy
Pva, z ktorych udawalo sie przygotowaé antygeny A-Pva o silnych zdol-
nosciach precypitynogennych oraz szczepy Pva, z ktérych przygotowane
antygeny A-Pva wykazywaly stabe lub $rednie zdolnosci precypitynogen-
ne. Cbydwa szczepy wirusa ospy indykéw nie wykazywalty wiekszych
roznic w takich badaniach. Warto jednak podkresli¢, ze badano tylko dwa
szczepy wirusa ospy indykow.

Dyskusja

Mimo ze wyniki przedstawionych badan w znacznej mierze powtarzalty
si¢ w kolejnych doswiadczeniach, a réwnolegle wykonywane préby kon-
trolne wskazywaly w zasadzie na swoistosé reakcji precypitacyjnych (tym
samym S$wiadczac o skutecznosci stosowanych sposobéw eliminowania
reakcji niewirusowych), na wartosé¢ przedstawionych badan rzutuje ujem-
nie metodyka przygotowywania surowic precypitujgcych przy uzyciu an-
tygenow surowych, uzywanie antygenéw surowych do precypitacji w zelu
oraz metodyka badan zbyt niedoskonata pod wzgledem okreslania ilosci.
Zmusza to do zachowania ostroznosci przy ostatecznej interpretacji wy-
nikow.

Niemniej jednak wyniki przeprowadzonych badan wydajg sie wskazy-
wac na to, ze u wszystkich szczepéw Pva istnieje wspolna komponenta
antygenowa, co byloby zgodne z obserwacjami Tsubahara i Kato
(19), ktorzy okreslili podobna komponente jako ,,antygen A”. Zdolnosci
szczepOw wirusa ospy kur, indykéw i golebi do precypitacji z surowicami
wlasnymi, mimo uprzedniej absorpcji tej surowicy antygenem wirusa
ospy z innego gatunku ptaka, lub mimo blokowania precypitacji surowicag
przeciw wirusowi ospy z innego gatunku ptaka, nasuwajg przypuszczenie
co do mozliwosci wystepowania komponenty swoistej dla wiruséw ospy
poszczegdlnych gatunkow ptakow.

W charakterze hipotezy roboczej, dla dalszych badan, oznaczono te kom-
ponente u szczepdéw wirusa ospy indykoéw jako ,,m” (meleagris), u szcze-
pow wirusa ospy kur jako ,,g” (gallus), a u szczepéw wirusa ospy gotebi
jako ,,¢” (columba). W doswiadczeniach uwzgledniajgcych absorpcje su-
rowic, blokowanie, precypitacje krzyzowsg, poczyniono obserwacje, wska-
zujgce na mozliwos¢ wystepowania komponenty antygencwej, nieswoiste]j
dla wirusow ospy danego gatunku ptaka, wspélnej dla szczepow indy-
czych i kurzych (oznaczono jg roboczo symbolem ,1”) lub wspélnej dla
szczepow kurzych i golebich (oznaczono jg symbolem ,,2”). Na to, czy
istniejg tego rodzaju powiazania miedzy szczepami wirusa ospy golebi
i indyk6éw, nie znaleziono zadnych dowoddéw, nie wydaje sie to jednak
by¢ niemozliwe. '
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Uklad antygen6éw rozpuszczalnych badanych szczepéw Pva, po narzu-
ceniu nomenklatury roboczej, przedstawia rubryka 7 tabeli 2. Nalezy pod-
kresli¢, ze w przeprowadzonych badaniach ,surowy”’ antygen NP nie da-
wal precypitacji (zawiesina z osadu cialek elementarnych), a w dotych-
czasowych badaniach nie podjeto préb okreslenia wlasciwosci precypity-
nogennych wyciggow alkalicznych z cialek elementarnyth. W oparciu
o wyniki badan innych autoréw, jak réowniez o wyniki badan wtasnych,
mozna odtworzy¢ przypuszczalng strukture antygenowsg wiruséw ospy
ptakéw w sposob przedstawiony w tabzli 3 (rys. 4).

Antyéeny rozpuszczalne
Antygen nierozpuszczalny
wspolny Wsp6l dl der. _ Gatun.ko-
dla grupy Pox-virus ;(’;;_2_};“ iv;_:znfr Gatunkowo swoisty wo fne—
swoisty
NP A M — (meleagridis) (1)
Smadel, Rivers i Ho- | Tsubahara i Kato _
agland (1942) (1960) G — (gallina) | M@
Takahashi i wsp6tlpr. C — (columba) @)
(1959)
Woodroofe i Fenner ? wirusy ospy od in-
(1962) nych gat. ptakow ?

Rys. 4. Hipotetyczna struktura antygenowa wirusé6w podgrupy Pox-virus avium
(na podstawie badan wlasnych i danych z literatury)

Podlega dyskusji to, czy antygen rozpuszczalny wirusa ospy ptakow
jest tak dalece zroéznicowany, ze mozna w nim wykaza¢ komponenty:
wspo6lng podgrupowo, gatunkowo swoistg i gatunkowo nieswoistg. Na po-
ziomie dzisiejszych wiadomosci o antygenie rozpuszczalnym wiruséw
sprawa ta nie moze by¢ wyjasniona. W badaniach nie mozna byto wyklu-
czy¢, czy obserwowane réznice antygenowe sg wyvnikiem réznic jakoscio-
wych czy iloSciowych.

Osobne zagadnienie stanowi tez sprawa adaptacji wiruséw ospy réznych
gatunkéw ptakow do zarodka tylko jednego gatunku ptaka, mianowicie
kury i wplywu tej adaptacji na strukture antygenows. Wydaje sie mozli-
we, ze komponenta antygenowa wspolna, oznaczona przez Tsubahara
i Kato, jak i w niniejszych badaniach, symbolem ,,A” moze by¢ wyra-
zem adaptacji szczepéw Pva réznego pochodzenia do zarodka kury. W tym
sensie antygen ,,A” bylby odpowiednikiem antygenu N-K, opisanego przez
Mayra iwspoétpracownikow (11). '

W przedstawionych badaniach nie zostalo wyjasnione, jaki jest przy
uodparnianiu zwierzat wplyw komponent antygenowych wirusa czy tez
produktéow jego rozpadu zawartych w antygenie ,,surowym’ na wlasciwo-
$ci antygenowe btony kosméwkowo-omoczniowej zarodkéw kury. Pozosta-

¥
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Rys. 5. Struktura antygenowa wiruséw ospy ptakéw wg badan wiasnych met. pre-
cypitacji w zelu
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je.r()wniez otwarta sprawa roznic w strukturze antygenowej bion kos-
méwkowo-omoczniowych, pochodzgcych z zalezonych jaj od réznych kur.
W $wietle dotychczasowych badan immunobiologicznych, wykonanych
nad wirusami ospy pochodzgcymi od réznych gatunké6w ptakoéw, zroznico-
wanie antygenowe wirusow wydaje sie zupelnie prawdopodobne. Wnioski
takie mozna by wysnué miedzy innymi z prac Jacotot i Valle (6),
Wittmanna i Mayra (24).

Na mozliwoéé zroéznicowania antygenowego wiruséw ospy izolowanych
nawet z jednego gatunku ptakéw wskazuja np. badania nad szczepieniem
i rewakcynaCJa réznymi wirusami ospy, Bengelsdorf (2), badnia nad
dozylnym i doskérnym zakazaniem pisklagt, Mayr (10), Hamann (9),
Szakmary (17 i in. Mozliwo$é¢ uzycia szczepoéw golebich do uodpar-
niania przeciw ospie kur wskazuje na to, ze w gre moze wchodzié¢ tutaj
wspolna komponenta antygenowa, silnie wyrazona w odpowiednich szcze-
pach wirusa ospy golebi. Podobnie mozliwo$é stosowania wirusa ospy
indykow do szczepienia indykow, jak i golebi i kur (Suhac i, Ursa-
chei Tomescu —16;Szakmary—17;Bamberger i Szak-
mary — 1; Brill — 3) wskazuje na powigzania antygenowe szczepoOw
Pox-virus avium. -

Warto podkreslié, ze zaobserwowanym réznicom w strukturze antyge-
nowej wiruséw ospy ptakéw odpowiadaly w pewnym stopniu réznice
w wygladzie ognisk ospowych, powstajagcych w CAM zarodkéw kury
w nastepstwie zakazenia. Fot. 4, 5, 6. Obserwacje nad réznym wygladem
ognisk wywolywanych w CAM zarodkéw kury przez wirusy ospy pta-
kow postaly poczynione juz przez szereg badaczy, a jako jeden z pierw-
szych zwrécit na to uwage Burnet (1936). Wyglad ognisk ospowych
moze w duzej mierze zalezeé od zarodkéw kury, uzytych do hodowli wi-
rusa. Zwraca jednak uwage fakt, ze podobnie jak zaobserwowano roéznice
w strukturze antygenowej wiruséw ospy pochodzacych od réznych gatun-
kow ptakow, zanotowano tez roéznice w wygladzie ognisk wywolywanych
w CAM zarodkéw kury przez wirusy ospy pochodzgce z réznych gatunkow
ptakéw. Podobnie jak obserwowano réwniez roznice w zdolnosciach pre-
cypitynogennych antygenéw A-Pva, przygotowanych z réznych SzZczepow
Pva pochodzacych z ptakéw tego samego gatunku, tak samo obserwowano
szereg drobnych, nieraz dos¢ istotnych réznic w morfologii ognisk ospo-
wych, wywolywanych w CAM przez szczepy wirusa ospy, pochodzgce
z tego samego gatunku ptakow.

Niewatpliwie jest rzeczg bardzo 1nteresu]aca stosunek antygenu rozpu-
szczalnego do antygenu zwigzanego w czasteczce wirusowej, ilosé anty-
genu rozpuszczalnego w czasteczce, jego umiejscowienie oraz mechanizm
uwalniania czy tez w ogoéle powstawania antygenu rozpuszczalnego wirusa
ospy ptakéw. Badan w tym kierunku jednak nie prowaglzono.
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WNIOSKI

1. W blonach kosméwkowo-omoczniowych (CAM) zarodkéw kury, za-
kazonych szczepem Poxvirus avium (Pva), wystepuje obok czasteczek
wirusowych antygen rozpuszczalny.

2. Surowy antygen rozpuszczalny wiruséow ospy ptakéw mozna wyka-
za¢ i badaé odczynem precypitacji w zelu, natomiast surowy antygen
czgsteczkowy (zawiesina czasteczek wirusowych w roztworze fizjologicz-
nym NaCl) nie daje w zelu precypitacji z surowicg swoista.

3. W surowym antygenie rozpuszczalnym, przygotowanym z CAM ga-
rodkow kury zakazonych szczepem Pozxvirus avium, mozna wykazaé sze-
reg komponent antygenowych: komponente wspoélng (swoistg) podgrupo-
wo; ktorg zgodnie z badaniami TsubaharaiKato (19) oznaczono jako
»A”, komponente swoistg grupowo, ktorg zaleznie od zrédia izolowania
Szczepu oznaczono jako ,,m” — w szczepach wirusa ospy indykéw, ,g” —
w szczepach wirusa ospy kur i ,,¢” — w szczepach wirusa ospy golebi,
oraz komponente nieswoistg gatunkowo, wspolng dla wiruséw ospy izolo-
wanych z dwoch réznych gatunkéw ptakoéw, oznaczong jako ,,1” — u szcze-
pow wirusa ospy kur i indykéw oraz ,,2” u szczepOw wirusa ospy kur i go-
tebi, vide rys. 5.

4. W oparciu o wyniki precypitacji w zelu z surowicami precypitujg-
cymi swoistymi, szczepy Pox-virus avium izolowane z ptakéw tego samego
gatunku, mozna podzieli¢ na szczepy o silnych, érednich i slabych wtasci-
wosciach antygenowych.

5. Roznicom we wlasciwosciach antygenowych szczepéw Pox-virus
avium odpowiadajag w pewnym stopniu réznice w morfologii ognisk ospo-
wych, wywolywanych w CAM zarodkéw kury.

6. Hiperimmunizacja krolikow zawiesing z CAM, zakazonych wirusem
ospy ptakow, pozwala otrzymaé surowice precypitujgcg, ktéra moze byé
zastosowana do reakcji w zelu, pod warunkiem zapewnienia eliminowania
reakcji precypitacyjnych niewirusowych, np. drogg odpowiedniej absorp-
cji surowicy lub przez stosowanie dodatkowej warstwy zelu, zawierajacej
surowice blokujaca anty-CAM.
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Rys. 6. Probowkowa precypitacja w ze-
lu z kierowanym blokowaniem surowicg
S-CAM. Préby kontrolne:

ozna- Ssurowica surowica
czenie precypit. blokujgca

a S-CAM S-CAM bez antygenu

b S-CAM S-CAM koatrolny
A-CAM 0,5 ml.

c S-CAM S-CAM kontrolny
A-CAM 0,25 ml.

antygen

Rys. 8. Prob6wkowa precypitacja w ze-
lu z kierowanym blokowaniem surowicg
S-CAM. Proby z antygenami szczepu

Pvc-3:
ozna- Ssurowica surowica
czenie precypit. blokujaca

a S-Pve-3 S-CANM A-Pvc-3-W 1500
14} S-Pvce-3 S-CAM A-Pvc-3-W 18000
c S-Pvc-3 S-CAM A-Pvc-3-Filtr.

antygen

Rys. 7. Probéwkowa precypitacja w ze-
lu z kierowanym blokowaniem surowicg
S-CAM. Préby z antygenami szczepu

Pvg-12:
ozna- Ssurowica surowica
czenie precypit. blokujgca

a S-Pvg-12 S-CAM A-Pvg-12-W 1500
b S-Pvg-12 S-CAM A-Pvg-12-W 18000
c S-Pvg-12 S-CAM A-Pvg-12-Filtr.

antygen




Rys. 9. Zmiany makroskopowe wywolywane w CAM zarodkéw kury. Szczep Pvm-1
(izolowany z indyka), drugi pasaz, 5 dzien inkubacji p.i, Powiekszenie ok, 10 X
(Fot, B. Galka)

-

Rys. 10. Zmiany makroskopowe wywolywane w CAM zarodkéw kury. Szczep Pvg-4
(izolowany z kury), czwarty pasaz, 5 dzien inkubacji p.i. Powiekszenie ok. 10 X
(Fot. B. Galka)
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Rys. 11. Zmiany makroskopowe wywolywane w CAM zarodkow kury. Szczep Pve-1
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K. Manunuxku (Bapuara) .

AHTUTEHOBAA CTPYKTYPA BUPYCOB OCIIBI IITHUII,
(POX-VIRUS AVIUM), USOJIMPOBAHHBIX OT KVYP, TOJYBEM
N MHAEEK — B CBETE COBCTBEHHBIX MCCJEIOBAHUUA

PeswomMme

Ha ocHoBe peakuum cBoeobOpa3HOM HpelUINUTALMM B IKeJle C ChIBOPOT-
KaM}1 KPOBM OT THMIIEDMMYHV3UPOBAHHBIX KPOJIMKOB, JCCJELOBalach aHTU-
reHoBasd CTPyKTypa 18 mramMmoB Pox-virus avium, M30JMPOBAHHBLIX OT
Kyp (13), ronybent (3) u mHmeex (2). YCTaHOBJIEHO, YTO B CHIPOM PacTBOPU-
MOM aHTUI€He, M3rOTOBJIEHHBIM M3 Bupyca, BbIpaieHHoro ¢ CAM kypu-
HbIX SMOpuoHOB (3—6 maccaxkeit B CAM), kpome o06l1ero noarpymnmnoBOro
aHTUreHa ,A’”, MNOABJAIOTCA AHTUIEHOBbIE KOMIIOHEHTBI: BMUIAOBO CBOSOD-
pa3zHas — ,m’”, ,¢” uam ,c”’, a TakKe BMUAOBO HecBoeoOpas3Hasd, 00Ilas
IJIA BUPYCOB OCIIbI, M3OJIMPOBAHHBIX OT [ABYX pPa3JM4HbiX nrun — 17
mmmn ,,2”°. B tabauue 6 npuBemeHBbI pe3yJbTaThbl aHaJ M3a aHTUTEHOBOM
CTPYKTYPhI MCCJIeAyeMbIX IITaMMOB, B Tabmauue 7 -— TrumoTerudeckas
aHTUTEHOBasA CTPYKTypa IUTaMMOB Pox-virus avium, BOCIPOM3BeJeHHasd
Ha OCHOBE [aHHBIX M3 JIATEPaTypbl M Pe3yJbTaTOB COOCTBEHHBLIX MCCJIe-
noBaHuit. Kpome TOro, ycTaHOBJIEHO, YTO LUTaMMbl Pox-virus avium, m3o-
JIMPOBAHHBIE OT OJHOIO BMAa NTHUIILI, MOTYT obJjazaTh Pa3JIMYHBIMU, CUJIb-
HbIMM ¥ CJaOBIMM aHTUTeHOBBIMM cBoiyicTBaMM. He BBICHEHO, UIPAKOT JINU
TYT POJIb KOJUMYECTBEHHBIE MJIM KOJMYECTBEHHbIE M KadyeCTBEHHBIE pPa3-
JINYUA.
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K.Malicki (Warszawa)

ANTIGENIC STRUCTURE OF POX-VIRUS AVIUM STRAINS
ISOLATED FROM HENS, PIGEONS, AND TURKEYS — IN THE
LIGHT OF THE AUTHOR’S OWN INVESTIGATION

Summary

Antigenic structure of 18 strains of Pox-virus avium isolated from hens
(13), pigeons (3), and turkeys (2) was studied with agar precipitation test
using hyperimmune rabbit sera. It was found that in crude soluble anti-
gen prepared from virus cultivated in chorioallantoic membrane (CAM)
of chick embryo (3—6 passages in CAM) besides common subgroup
antigen ,,A” there were following antigenic components: , m”, ,,g”, or ,,c”
specific for the species and ,,1” or ,,2” non-specific for the species and
common for pox-viruses isolated from two different avian species. Table 6
presents the results of the analysis of antigenic structure of the strains
tested; Table 7 shows the hypothetical antigenic structure of Pox-virus
avium strains based on data from literature and results of the author’s
studies, In addition it was found that Pox-virus cvium strains isolated from
the same avian species may possess different, weak or strong antigenic
properties. It was not elucidated whether only quantitative or quantitative
and qualitative differences played part in it.



