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Spﬁsob pripravy antigénu pra imunodifiznu

diagnostiku leukdzy hydiny

(57

Riedenie sa tyka spasnbu pripravy ane
tigénu pre imunodifiznu diagnostiku leu=-
kozy hydiny. Ake zdroj pre pripravu an-
tigénu sa pouZil virus z krvnej plazmy
kyréiat infikovanych virusom myeloblas-
tozy. Vlastnd priprava antigénu spodiva
v precipitdcii polyetylénglykolom, solu-
bilizacii p=Isooctylphenoxypolyethoxy=-
ethanolom a volnej izoelektrickej foku=-
sdcii. Ziskany antigén je v podstate
skupinovo=8pecificky gs antigén spolol-
ny pre vietky virusové podskupiny leu=
koznych virugov hydiny. MoZnest vyuZi-
tia tohto sposcbu pripravy je pri viet=
kych virusovych antigénach glykeprotei-
novej povahy, ake st napr. glykoprgtei~
nové antigény virusu bovinnej leukozy.
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Vynélez rie3i progresivny spaéob'pripravy antigénu na diagnostiku leukdzy hydiny.

V stiasnosti diagnﬁza leukdzy hydiny sa urduje predovietkym na zéklade patologice
ko-morfologického vySetrenia ﬁhynutej hydiny. Dostupné vydetrovacie metéay aks je napre
COFAL = komplemenf fixaény test pre leukbzu hydiny & RIF - faktor indikujdei rezisten-
ciu st VeImi ndrodné a ndkladné. Pripravou diagnasticke] sipravy bols by moZné previest
rychlu plednd diagnostiku tohto ochorenia sp33obeného leuksznymi virusmi. Zatia® u nds

na diagnostiku leukdézy hydiny sa komeréne nevyrédba Ziadny antigén.

K diagnostike leukdzy hydiny Frafic a kol. (1983) poufivali antigén pripraveny z
niekterych orgdnov napr. z pedene, sleziny, srdca a jednak z vaje&ného bielka zo zamo-
renych chavove Korec a kol. (1984) vyvinuli a preverovali metédu detekcie leukdzneho
virusu v perovych folikuloch sliepoke Uvedené pokusy o diagnostiku loukGzy hydiny vré=
tane spdsobu ‘pripravy antigénu boli len experimentdlne a bez $irckéhs zavedenia do pra=

Xeeo
Padstata pripravy antigénu pre sérologickd diagnostiku leukdzy hydiny speéiva v
tom, Ze virus z krvnej plazmy kuréiat infikovanych virusom m?alob}astﬁzy sa precipitu~
je 8% obje roztokom polyetylénglykelu pri 4 % vznikly precipilét sa- oddeli od superna-
tantu centrifugdciou, potom sa solubilizuje 1% obj. roztokem p=Iscoctylphenoxypolyetha=-
nolu I hodinu pri 37 % a frékcionizuje izgelektrickou fokusdciou., Ziskany antigén je
skupinovo=3pecificky gs antigén spoloény pre vietky podskupiny leukaznych virusov hy=

diny.
Prednos?ou uvedeného spﬁéobu pripravy antigénu je moZnos® sledoval replikdciu vi-
rusu myelnblastézy na zéklade:zvv§enia hematokrytu. ZvySuje sa podet leukacytov a vi&=
Zinu cirkulujicej krvi aZ 75 % tvoria myeloblasty. Zavedenim sérologicke] diagnostiky
pomocou skupinove=3pecifickéha.gs antigénu sa ziska rychly prehYad o epizootologickej
situdcii leukdzy hydiny a nésledne sa dosiahne zniZenie incidencie leukdzy hydiny fermou

eradikicie pozitivnych reagentove.
Priklad zavedenia spdsobu pripravy antigénue

Jednodhiové kurdatd; chovnd linia Hybra,; boli infikevané virusom myeloblastﬁzy ieve
dévkou 0,1 ml, Na 14, defl boli kurdatd vykrvené. Ziskana heparinizovani plazma bola pre=-
cipitované pomocou 8% obj. roztoku polyetylénglykolu o molskulovej hmatnosti 6 000 pri
20 az 22 %C, Precipitdt po 24 hodinich stdtia pri 4 % bol centrifugovany pri 3 500 g/15
nin. Sediment bol resuspendovany v pufrovanom fyziclogickom roztoku a pH 752 pfi 4 %

a nasledne bola solubilizovand 1z obj. roztoku p-Isgooctylphenoxypolyethoxyethanolu
Ca4Hg0yy © molekulovej hmotnasti 646,86 1 hodinu pri 37 %, Po solubilizécii sa mate-
ridl centrifugoval pri 3 000 g/30 min pri 4 % a resuspendoval do pSVudného ocbjemu v
pufrovancm fyzielegickom roztoku pe dobu 48 hodin. Kvantitativne stanovenie virusovéhe
antigénu bole vykonené pomecou kralifieho IgG anti gs. V pripade pozitivity selubilné~
he roztoku v imunodifliznom teste, tents bol frakcionizovany pomocou izoelektrickej foku-
sécie; pri vodivosti 200 aZ 800 uS. Vzorka po fokusdcii) ktord trvala 48 hodin pri 4 %

a napati 3 mA bola detekovanid na 20 frakcii,

Na vykrese je graficky zndzornensd zdvislost jednotlivych frakcii a na osi y vliave
namerané hodnoty pH a vprave koncentricia bielkovin v mg-ml"1 jednotiivych frakcii.
Krivka 1 zndzorfiuje koncentrdciu bielkovin a krivka 2 znézornuje pH jednotlivych frak=
cif, VSetky frakcie boli cfestované vodi pozitivnemu skupinovo-3pecifickému séru. Pozi-
tivne sérologicki reakciu dévala frakcia 16 s izoelektrickym bodom pI 8/3] ktora pred-
stavuje antigén pre inunodifiznu diagnestiku leukdzy hydiny. Kencentrécia nukleoprotei-
nov bola zis¥ovand Kalckarovou metddou {Leggett, 3J.B.: Ultraviole absorption of proteins
Techniques in protein chemistry. Elsevier publ. Comp., Amsterdam 1967, s. 342-346) a
pri popisovanom konkrétnom priklade boli dosiahnuté hednoty uvedené v tabulke.
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Tabulka
Fracia &. Eago Exs0 X

1 - -

2 - -

3 - -

4 0,280 07350 ) 0,147
5 0,/215 07300 0joso -
6 0,210 0,305 ojozs
7 0,170 0,280 0,039
8 0,170 0270 0046
9 0,105 0,225 0;014
1o 0108 0,225 0,014
11 0,100 . 0,235 0028
12 07115 07260 0,025
13 0,230 0,410 0030
14 0,230 0,370 0;056
15 05215 0,375 0034
16 0,250 0,395 ujo70
17 0,220 0,395 07026
18 07220 ©;390 0,030
19 0,235 0j410 0037
20 07200 072340 0,038

PREDMET VYNALEZU

Spébob pripravy antigénu pre imunodiftznu di@gnostiku'1auk6zy‘hyd1ny vyznadujici sa
tym; Ze virus z krvnej plazmy kuréiat, infikovenych virusom myeloblastdzy sa precipitu-
je 8% obj. roztokom polyetylénglykelu pri 4 °C; vznikly precipitdt sa oddel{ od super~
natantu centrifugéclou, potom sa solubilizuje 1% obj. roztokom p-Iscoctylphanoxypoly~
ethoxyethanolu 1 hodinu pri 37 °C a frakcionizuje izoelektrickou fokusdciou.

1 vykres
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