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'(54) Spbsob pripravy médiového antigénu na diag-

nostiku Markovej choroby hydiny precipitaé-
nym testom

(57) Antigén sa pripravuje v primérnych
alebo sekundarnych bunkovych kultarach
z kuracich alebo kadacich embryi. KultGry
sG infikované apgtogénnym virusom Marko-
vej choroby, kmen MDV-KOL-A BN-MDV-06-
-1985, adaptovanym na bunkové kultGry. Vi-
rus bol izolovany z chovu hydiny bez zjav-
nych klinickych priznakov ochorenia. Po-
mnoZuje sa v kultGrach buniek narastenych
na skle, plastickej hmote, kultivovanych
§taciondrnym spbsobom alebo v oté&¥anych
flagiach pripadne v suspenzii na mikrono-
sidoch. Po pomnoZeni virusu sa kultiva&né
médium zleje, vy&iri a antigén sa z média
oddeli precipitéciou siranom amonnym. Pre-
cipitovany antigén sa zahusti centrifugé-
ciou. Sirany sa odstrania dialyziou a kon-
centrécia antigénu sa upravi tak, aby do-
siahla 25 a% 100n&sobok p&vedného objemu.
Uchovéva sa v zmrazenom alebo lyofilizo-
vanom stave.
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Vynédlez sa tyka sposobu pripravy médiového antigénu na diagnostiku Markovej choro-
by hydiny precipitanym testom.
Markova choroba hydiny je virusové lymfoproliferétivne ochorenie kury domécej, cha-

rakterizované vyskytom nadorov vo viscerdlnych orgénoch, svalovine, kozi, dalej lymfoid-
ngmi infiltréciami v periférnych nervoch a vysokou mortalitou, ‘ktord niekedy dosahuje az
60 %, najdastejsie 10 aZ 20 %.

Kultivaéné médium a bunky z kultGr infikovanych virusom Markovej choroby obsahuj
gpecifické antigény oznalené A, B, C, dokdzate¥né precipita&nym testom v agarovom géli.
V kultiva&nom médiu je pritomny najmd A antigén, ktory sa pouziva na dbkaz precipita&-
nych protilatok proti virusu Markovej choroby v krvi, ako nésledok pritomnosti infekcie
v chove. Okrem toho sa A antigén tvori aj v bunkéch epitelu perovych folikulov kur&iat
infikovanych virusom Markovej choroby. Na pripravu A antigénu pre diagnostické G&ely sa
vyuzivajt najéastej¥ie dva spbsoby s pouZitim virulentného virusu Markovej choroby:

1. Antigén sa zfiskava z kultiva¥ného média bunkovych kultdr infikovanych virulent-

nym virusom Markovej choroby.

2, Na pripravu antigénu sa pouZivajt koncové Sasti peria alebo koZa zvierat infiko-
vanych virulentnym virusom Markovej choroby.

Uvedené postupy majG nasledovné nevyhody. Pri prvom sp8sobe pripravy virulentny vi-
rus pasadzovanim v bunkovych kult@irach meni svoje vlastnosti tak, Ze postupne stréca
schopnost! tvorby A antigénu. Pri ziskavani antigénu z koze infikovanych zvierat - tieto
st trvalym zdrojom nékazy Sirenim infekcie do prostredia - 8o je nefiadGce z hYadiska
tlmenia ochorenia v populécii kury domécej. Okrem toho, antigén pripraveny z koze obsa-

huje mnoho nedefinovanych zloZiek a vyzaduje dalsi Eistenie.

Pod¥a navrhovaného postupu médiovy antigén sa pripravuje v bunkovych kultGrach
z kuracich alebo kaBacich embryonélnych buniek infikovanych apatogénnym virusom Marko-~
vej choroby oznatenym MDV-KOL-A, uloZenym v zbierke vyrobnych kmenov nérodného podniku
Bioveta v Nitre pod &fslom BN-MDV-06-1985. Uvedeny virus bol izolovany z chovu hydiny
bez zjavnych klinickych priznakov ochorenia. V bunkovych kultGrach sa velmi dobre mnoZf
bez predch4dzajiicej adaptécie. Tvorba antigénu do kultivadného média je stabilni aj po
prekonani 25 sériovych pasézi. Spdsob pripravy médiového antigénu na diagnostiku Marko~
vej choroby hydiny je zaloZeny na tom, Ze kmen MDV~KOL-A virusu Markovej choroby, ktory
je negkodny pre kuru domécu, sa pomnoZuje na primérnych alebo sekunddrnych kult(irach
kuracich alebo kaacich embryondlnych buniek narastenych na skle, plastickej hmote, kul-
tivovanych ¥taciondrnym spdsobom alebo v ot4anych flagiach, pripadne na mikronosioch.
Na kultivdciu buniek pre produkciu médiového antigénu sa pouZij vhodné Zivné médié obo-
hatené o kultivatné sérum. Bunkové kultlry sa infikujd virusom Markovej choroby, ktory
je viazany na #ivé bunky. To znamené, Ze inokulum predstavuje suspenzia Zivych buniek,
ktoré obsahujti pomnoZeny produkény virus. Infikuja sa 24 aZ 48hodinové kultiry buniek
narastené na kultivatnom povrchu tak, Ze suspenzia infikovanych buniek sa pridéa do ras-
tového média. Rovnako je moZné suspenziu infikovanych buniek pridat do suspenzie buniek
v rastovom médiu a sGEasne naliat do kultiva&nej nédoby. Virus sa pomnoZuje v bunkovej
kultdre a v jednovrstve buniek vyvoléva viditelné zmeny - rozpad buniek., Tieto zmeny ak
postihnt viac ako polovicu buniek, kultiva&né médium sa zleje a vyéiri nizkoobréatkovou
centrifugdciou. Antigén sa pripravi vyzréZanim po pridani krystalického siranu amdnneho
do média pri chladniSkovej teplote. Precipitat sa zahusti nizkoobrétkovou centrifugéciou
a nésledne dialyzuje proti fosfore¥nanmi tlmenému fyziologickému roztoku chloridu sodné-
ho. ziskany antigén po dialyze sa upravi tak, aby vysledna koncentracia dosiahla 25 aZ
100n&sobok povodného objemu. Antigén sa skladuje pri teplotéch niZ3ich ako O 9% kréatko-
dobo, ale je moZné ho aj lyofilizovat' po rozplneni do ampuliek.

Vyhodou uvedeného postupu pripravy médiového antigénu je, Ze sa pouZiva namiesto
virulentného prirodzene apatogénny virus Markevej choroby, ktory aj po sériovom paséZo-

st
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vani v bunkovych kultGrach si zachovéva schopnost produkcie médiového antigénu. Dalej,
%e na pripravu antigénu nie je potrebné pouZivalt Zivé zvieratéd infikované virulentnym
virusom Markovej choroby, ktoré sG potom trvalym zdrojom infekcie pre spoluumiestnené
vnimavé zvieratd, &o m& vyznam najmd z hYadiska tlmenia nékazy. Priprava antigénu z ko-
e a z koncovych Zasti peria je sice nendroénd, ale jednoduchym postupom sa nedosiahne
také &istota antigénu ako pri priprave z bunkovych kultdr.

Uvedené priklady predmet vyndlezu nijako neobmedzujé, ani nevyderpévaja:
1. Spdsob kultivécie:

Suspenzia buniek, pripraven4 pomocou proteolytickych fermentov z lldnovych kura-
cich resp. 13dnovych ka&acich zé&rodkov v rastovom médiu s definovanym mnoZstvom solf,
aminokyselin a vitaminov s pridavkom 5 % hmot séra uréeného pre tkanivové kultiry sa
kultivuje na skle, plastickej hmote, Stacionérnym sp@sobom alebo v otédanych flagiach,
pripadne v suspenzii na mikronosicoch.

2, Sposob infekcie bunkovych kultGr produk&nym virusom:

Inokulum predstavuje suspenzia Zivych buniek infikovanych produk&nym virusom, kto-
ré sa pridavajG do kultiva&nej nédoby s bunkami v pomere 1:3 aZ 1:6 (suspenzia buniek
z jednej kultivadnej nadoby sa pridéva do 3 aZ 6 né&dob s bunkami). Bunkové kultdry pri-
pravené a pestované podla bodu 1 sa infikujG produk&nym virusom nasledovnymi sp8sobmi:

a. Infekcia narastenej jednovrstvy buniek:

Do rastového média 24 aZ 48hodinovej kultdry buniek sa prid4 inokulum a bunkové kultlry
sa dalej inkubuja bez vymeny média pri teplote 38 °% podas 72 aZ 120 hodin.

b. Bunkova suspenzia v rastovom médiu s hustotou asi 107.m1"! buniek sa zmiesa
s inokulom buniek infikovan¢ch produk&nym virusom a sGdasne vleje do kultiva&nej nédo-
by. Kultivécia sa robi pri 38 °C po¥as 72 az 120 hodin.

3. zber média, ktoré obsahuje antigén:

24 pripadne 48 hodin po infekcii je moZné povodné rastové médium vymenit za médium
rovnakého zloZenia, ale so zniZenym obsahom (0,5 a% 1,0 % hmot,) kultiva&ného séra. Vi-
rus sa pomnofuje v bunkovej kultGre tak, Ze doch&dza pofas 72 aZ 120 hodin k rozsiahle-
mu rozpadu buniek a tym k uvolfovaniu A antigénu do média. Ak zmeny postihujl viac ako
50 % jednovrstvy buniek, médium sa zleje a egalizuje zo vSetkych kultiva&nych nadob.

4, Izolacia médiového antigénu:

Egalizované médium sa vy8iri nizkoobratkovou centrifugéciou. Vy&irené médium sa
zleje a za stéleho mieSania sa pridéva kry$talicky siran amonny v mnoZstve 30 g na
100 ml média. MieSanie pri laboratdrnej teplote sa robi a? do rozpustenia celého mnoZ-
stva siranu. Precipitécia antigénu z média potom dalej pokraduje pri teplote 2 a% 8 °C
podas 24 a 72 hodin. Precipitét od média sa oddeli nizkoobrétkovou centrifugédciou a
dialyzou sa zbavi siranov. Dialyza proti fosfore&nanmi tlmenému fyziologickému roztoku
chloridu sodného sa robi tak, e precipitat sa nerozpG3ta, ale priamo vkladad do dia-
lyzadnej hadice, &im sa dosiahne po dialyze dostato&né koncentrécia - 25 aZz 100n&sobok
pdvodného objemu. Dal¥iu koncentréciu je mo¥né dosiahnut! lyofilizéciou s tym, Ze lyofi-
1lizat sa rozpG3ta v men3om mnoistve destilovanej vody, ako bolo pdvodné mnoZstvo anti-
génu pred lyofilizéciou.
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PREDMET VYNALEZU

nu na diagnostiku Markovej choroby hydiny precipitad-
se apatogénny virus Markovej choroby kmen MDV-KOL-A
Bioveta Nitra pod &. BN-MDV-06-1985, adaptovany

h alebo sekundérnych bunkovych kultdrach
stovom médiu s definovanym mnoZ-

Spbsob pripravy médiového antigé
nym testom, vyznatujlci sa tym,

ulozeny ve zbierke vyv. kmend n. p.
na bunkové kultlry sa pomnoZuje na primérnyc
pripravenych z kuracich alebo kadacich embryi v ra
vitaminov obohatenom o bovinné sérum v mnozstve 0,5 az
médium s antigénom sa

dialyzuje a uchovéva

stvom solf, aminokyselin a
10 % hmot, pri teplote 37 aZ 39 ¢ po dobu 72 a% 120 hodin,
zleje, vy&iri centrifugéciou a precipituje siranom amonnym,
v tekutom alebo lyofilizovanom stave.
spbsob podla bodu 1, vyznadujlci sa tym, Je na pripravu sa pouZijt bunky 2z 10 a% 1l-
diiovych kuracich alebo 12 aZ 13drovych kalacich embryi, narastenych na skle, plas-
tickej hmote, kultivovanych Staciondrnym spdscbom alebo v otéEanych f¥asiach pripadne
v suspenzii na mikronosicoch. '

ujGei sa tym, Ze do produk&nych bunkovych kultar sa
k infikovanych produkénym virusovym kmenom, ktoréd sa
pridédva v pomere 1:3 aZ 1:6 do rastového média v kultivadnej nédobe s narastenymi

alebo suspenzia neinfikovanych buniek v rastovom médiu s hustotou 400 000
ie¥a so suspenziou infikovanych buniek a vleje do

Spsob podla bodov 1 a 2, vyznad
inokuluje suspenzia Zivych bunie!

bunkami,
a¥ 800 000 v jednom mililitri sa zm
kultiva¥nej néddoby.

alujtci sa tym, Ze za 24 aZ 48 hodin po infekcii sa

spbsob pod¥a bodov 1 aZ 3, vyzn
ale so zniZenym obsahom bovinné-

rastové médium vymeni za médium rovnakého zloZenia,
ho séra na 0,5 a% 1,0 % hmot.

Spbsob pod¥a bodov 1 aZ 4, vyznadujlei sa tym, Ze médium s antigénom sa vy&iri nizko-
obratkovou centrifugdciou a za stéleho mieSania pri laboratérnej teplote sa pridéva
kry$talicky siran ambnny v mnozstve 30 g na 100 ml, po jeho rozpusteni pﬁecipitécia
antigénu pokraduje pri teplote 2 a7 8 °C pokas 24 aZ 72 hodin, precipitét od média

sa oddeli nizkoobratkovou centrifugéciou, dialyzuje proti fosforetnanmi tlmenému fy-

ziologickému roztoku chloridu sodného; uchovéva sa v zmrazenom alebo lyofilizovanom

stave.
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