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Vynédlez sa tyka spdsobu pripravy A sntigénu na imunodifdznu diagnostiku Markovej cho-
roby hydiny.

V sdZasnosti bolo vyvinutych iba niekolko spolshlivych metdd pouZivanych v praxi na
diagnostiku Markovej choroby hydiny. Jedné se predovietkym o imunofluorescentni metédu,
ktorou sa dokazuje pritomnost virusu Markovej choroby v organizme vy$etrovanej hydiny. Td-
to metoda je %asovo nérolnd, nakolko vyZaduje pripravu a kultivéciu bunkovjch kultdr, naj-
%astej8ie ke¥acich fibroblastov, ktoré sa pripravuj{ z mélo pristupnfch kafacich embryi
alebo kuracich obliZiek. Posledne menovand bunkovéd kultira patr{ medzi relativne néro¥né
bunkové kultury, nakoTko ich kultivécia vyZaduje pritomnost 002 a kurdatd, z ktorych sa
pripravuji obli¥kové kultury mali by byt geneticky vnimavé k virusu Markovej choroby
a prosté Ipecifickych patogénov.

Uvedené nedostatky si odstrdnené u spbsobu pripravy A antigénu na imunodifiznu cha-
rakteristiku Markovej choroby podla vyndlezu, ktory spoliva v odobrani, pripadne priprave
biologického materidlu, jeho homogenizdcie, centrifugdcif a ¥istenf dialjzou, slebo preci-
pitéciou a lyofilizdcii a ktorého podstatou je, Ze koZa odstrénend a zmragzend minimélne ne
-20 9C z infikovanych virulentnym virusom Markove] choroby alebo koZa odstrénend a zmrasend
na -20 °C minimdlne, 2z Zerstvjch kadavérov hydiny pozityvnych na Markovu chorobu alebo kul-
tiva¥né médium bunkovych kultir s pomnoZenym virulentnym virusom Markovej choroby sa homo-
genizuje za sidasného chladenim, dalej sa na homogendt p8sobi ultrazvukom, a to nejmenej
6-krét 25 aZ 35 a pri 4 °c pouzitim 12 aZ 15 applitdd; homogendt z koZf sa dalej centrifu-
guje pri 5 000 a% 10 000 obrétkach, m:i.n-I 10 aZ 25 minit za z{iskania supernatantu, ktory
sa dalej centrifuguje pri 8 000 a% 10 000 g 20 a% 30 minit, pripadne e¥te dalej pri 80 000
a% 100 000 g jednu hodinu. '
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Balej se takto ziskany supernatant zahust{ dialyzou pri 4 °C za poufitia polyetylén-
glykolu alebo precipitdciou roztokem siranu amonného a to minimélne na jednu desatinu pd-
vodného objemu a ziskanf dialyz4t resp. koncentrdt sa lyofilizuje.

Postupovat ‘je moZné aj tak, %e v pripade pouitia kultiva®ného média s A antigénom
sa médium po homogenizdcii e pSsobeni ultrazvukom centrifuguje pri 8 000 a% 10 000 obrét-
kach. min"1 15 a% 25 mindt a supernatent sa precipituje roztokom sf{renu amonného, ﬁalej
ss ziskeny precipitét resuspenduje najmenej na jednu desatinu pSvodného objemu a dielyzu-
Je proti destilovenej vode 40 aZ 50 hodin pri 4 °c. Ziskany dialyzét je pripadne moZné da- -

lej dialyzovat minimélne na desatinu p8vodného objemu za pouZitia polyetylénglykolu a da-

lej lyofilizovat.

A antigén, resp. koZny antigén virusu Merkovej choroby sa lokalizuje predovietkym -
v epitelovych bunkdch perovych folikulov hydiny, infikovenej virulentnym virusom Markove]
choroby, prifom nositelom, respektf{ve producentom tohto antigénu je iba virulentny virus.
Pripraveny A antigén, je koZnf antigén virulentného vorusu Markovej choroby a vyuZfiva sa
na dSkaz precipite¥nych protildtok v sére, proti tomuto antigénu, za pouzitia refereniného
séra obssehujiceho ¥pecifické protildtky proti A entigénu, respektive koZnému antigénu.

V¥hodou spdsobu pripravy podfe'vynélezu Je to, Ze lyofilizovgné referen&nd sérum je
mo¥né uskladnovat pri teplote 4 °C po dobu minimélne jedného roka.

Predmet vyndlezu je opisany na prikladoch prevedenia.
Pri{klad 1

Poukila se kola z 30-dfiovfch kur¥iat, ktoré boli v prvy deh Zivota infikované viru-

" lentnym virusom Markovej choroby a to Xtandardnym virulentnym kmenom HRPS-16. Ko¥s odstré-

nené z kur&iat sa af do dal¥ej pripravy uchovala pri teplote -20 °C. Dalej se koZa homoge-
nizuje pomocou beZného mixéru tek, eby neprillo k Jjeho prehriatiu za priddvania Yadovych
kociek destilovanej vody. Po ziskani homogénnej pasty sa homogenét vystavil p8sobeniu ultra-
zvuku 8 to Zestkrdt 30 sekind pri 40 ¢ poufitfm 12 a% 15 amplitdd. Homogendét sa dalej
céntrifugoval na 1aborat5rnej centrifige pri 8 000 obrétkach/min-'. Zi{skeny supernatant

sa dalej centrifuguje pri 10 000 obrétkach/min"" 30 mindt a pri 100 000 obrétkach/min™"!
Jednu hodinu..Posledny supernatant sa zehusti dialyzou proti 35% polyetylénglykolu o mole-
kulovej hmotnosti 6 000 a ziskeny dialyzét sa lyofilizuje.

Priklad 2

Postupovalo sa ako v priklade | s tym rozdielom, %e sa poufila ko%a z ¥erstvych kade-
verov hydiny, u ktorych v rdmei patologicko-anatomického vySetrenia bolo zistené, Ze sd po-
sttivne ns skitnu - nddorovi Markowvu chorobu.

Namiesto dialyzy sa posledny supernatant zahustil soPnou precipitédciou roztokom 50%
siranu amonného a to na jednu desatinu p8vodného objemu. Ziskany koncentrét sa lyofilizuje.

Prfklad 3

Postupovalo sa eko v priklade 1, s tym rozdielom, %e sa pouZilo kultivané médium
s A antigénom. Na rozdiel od prikladu ! sa centrifugdcia uskutoZnovala pri 3 000 obrdt-
kach/min".zo minit & zo supernatentu sa precipitoval A antigén s pou¥itim 50% sfranu amon-
ného. Z{skeny precipitét se resuspenduje na jednu desatinu p8vodného objemu a dialyzuje
protl destilovanej vode najmenej 48 hodin pri 4 % a lyofilizuje.
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Priklad 4

Postupovalo sa sko v priklade 3, s tym rozdielom, Ze dialyzdt ziskany spSsobom podla
prikladu 3 sa zshustil na desatinu svojho objemu, dialfzou proti 35% polyetylénglykolu 600
a ziskeny koncentr4t sa lyofilizoval. Molekulovd hmotnost zfskeného A-antigénu je okolo
70 000.

Spbsob podYa vyndlezu je moZné pouZit na pripravu A antigénu na imunodifiznu diagnosti-
ku Markovej choroby v agarovom géli za pouZitie pozitivneho referendného séra. Pritomnost
protildtok proti tomuto antigénu poukezuje na infikovanost, resp. vakcindein hydiny viru-
som Markovej choroby.

Sp8sob pripravy A antigénu na imunodifiuznu diagnostiku Markovej choroby bol overeny
u piatich vySetrovanych skupin kureniec z réznych lokelft a vysledky boli porovnané s pa-
tqlogicko-morfologickym vySetrenim hydiny. U jednej skupiny bola potvrdend Markova choroba
a to v spolupBsobeni s kokcidiemi a kolibacildzou.

PREDMET VINKALEZU

1. Sp8sob pripravy A antigénu na imunodifdznu diagnostiku Markovej choroby, ktory
spodiva v odobrani pripadne priprave biologického materiglu, jeho homogenizécif, centri-
fugdcii a ¥isten{ dialy¥zou alebo precipitéciou a lyofilizdeif, vyznaleny tym, %e koZa
odstrénend a zmrazend minimdlne na ~-20 9¢ z kurdiat infikovanych virulentnym virusom Mar-
kovej choroby alebo koZa odstrdnend e zmrazend minimélne na -20 %¢ z Eerstvych kadeverov
hydiny pozitivnych na Markovu chorobu alebo kultiva¥né médium bunkovych kultir s pomnoZe-
nym virulentnym virusom Markovej choroby sa homogenizuje za chladenia, dalej sa na homoge-
nét pbsobi ultrazvukom a to najmenej 6-krdt 25 a¥ 35 s pri 4 °C pousitim 12 a% 15 amplityd,
homogendt z koZ{ sa dalej centrifuguje pri 5 000 aZ 10 000 obrétkach/min~' 10 aZ 15 mindt
za ziskania supernatantu, ktory sa dalej centrifuguje pri 8 000 aZ 10 000 g 20 aZ 30 mi-
nit, pripadne e3te dalej pri 80 000 a% 100 000 g jednu hoinu a supernatant se zshust{ dia-
lfzou pri 4 Oc za pousitia polyetylénglykolu alebo precipitdciou roztokem siranu amonného
na minimdlne jednu desatinu p8vodného objemu a ziskany dialyzét alebo koncentrét sa lyofi-
lizuje.

2. Spbsob podYa bodu 1, vyzna&eny tym, fe v pripade pouZitie kultiva&ného média s A
antigénom sa médium po homogenizdcii a pSsobeni ultrazvuku centrifuguje pri 8 000 a% 10 000
obrétkach/min" 15 a% 25 mindt a supernatant sa precipituje roztokom sirenu smonného,

a dalej sa z{skany precipitdt resuspenduje najmenej na jednu desatinu pdvodného objemu
a dialyzuje proti destilovanej vode 40 aZ 50 hodin pri 4 °C, pripadne sa dalej dialyzuje
minimdlne na jednu desatinu p8vodného objemu za pouZitia polyetylénglykolu a koncentrét
sa lyofilizuje.
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