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Enzootyczna biataczka bydta (EBB). I. Badania nad
wspétzaleznosciq wystepowania przeciwciat dla wirusa EBB

w surowicy krwi i wydzielinie gruczolu mlekowego

Zaklad Biochemii Instytutu Weterynarii, ul. Partyzantéw 57, 24-100 Pulawy

Koniecznosé rozwijania i doskonalenia diag-
nogtyki enzootycznej biataczki bydia (EBB)
wynika ze znacznego rozpowszechnienia tej cho-
roby w Polsce, o czym $wiadcza wyniki badan
hematologicznych prowadzonych w ubieglych
latach. Wypelnianie przez sluzbe weterynaryj-
na obowiazku organizacji zwaleczania tej choro-
by wymaga dysponowania metoda diagnostycz-
na czula, powtarzalng, latwg i nieabyt kosztow-
ng.

W diagnostyce serologicznej EBB swoiste
przeciwciata oznaczano najczescie] w surowicy
krwi. W ostatnich latach duze zainteresowanie
budzi mozliwosé uzycia mleka do diagnostyii
EBB. Postepowanie takie pozwala na ominigcie
pobierania krwi, ktore jest pracochlonne oraz
stwarza okazje do tramsmisji wirusa (23).
Pierwsze prace z tego zakresu (19, 22) koncen-
trowaly sie nad wykorzystaniem do oznaczania
przeciwcial testu immunodyfuzji (ID). Metoda
ta okazala sie malo przydatna w zwigzku ze
snacznie mniejsza zawartoscig przeciwcial w
mleku niz w surowicy krwi. Wiprowadzenie w
ostatnich latach do diagnostyki metody im-
munoenzymatycznej ELISA, znacznie czulsze]
od ID, stworzylo mozliwost ozaczania przeciw-
cial w mieku.

Badania dotyczace tej tematyki przedstawio-
no w dwoéch odrebnych cze$ciach, Niniejsze
opracowanie zawiera wyniki badan mad ksztai-
towaniem sie miana przeciwciat w tescie ID
podczas rocznego okresu obserwacjl, z uwzgled-
nieniem zaleznos$ci miedzy rodzajem uzytego
do badan materialu i stosowanymi metodami
diagnostycznymi.

Material i metody

Grupe do$wiadczalng stanowilo 12 kréw rasy ncb,
w wieku od 3 do 9 lat, dodatnich serologicznie. W
chwili rozpoczecia do$wiadezenia wszystkie Zwierze-
ta byly zacielone, w tym dwie krowy byly zasuszone.
0Od kazdej krowy w okresie 11 miesigcy, w odste-
pach 30-dniowych, poblerano krew i wydzieline gru-
czolu miekowege. Ogolem pobrano 123 proby krwi,
109 prob mileka, 20 prob wydzieliny przedsiarowej i
3 proby siary. Uzyskang po odwirowaniu surowice
kewi rozlewano do 1 ml ampulek, liofilizowano i
przechowywano do konca obserwacii. Mleko uzyskane
7 czterech platébw wymienia lgczono 1 okolo 10 ml
fakiej proby wirowano 20 min. przy 3000 obr/min.
Odwirowang warstwe tluszezu usuwano, Seiggajac
pipeta odtiuszezone mleko, ktére liofilizowano w 1 ml
ampulkach. Podobnie postgepowano z siarg i wydzie-
ling przedsiarows. W pobranym materiale testami
ID i ELISA oznaczano swoiste dla wirusa EBB prze-
ciwciala okre$lajgc ich miano.

Test immunodyfuzji wykonano zmodyfikowang me-
todg opisang przez Miller i Van Der Maatena (18).
0,8 g agarozy (Fluka A. G.) z dodatkiem 8,9 g NaCl
Inczono ze 100 ml 0,05 M buforu Tris-HCl o pH T,2
i ogrzewano na wrzgcej lazni wodnej przez okolo
30 min. Plvnne podloze rozlewano po 5 ml do su-
chyeh, czystych chemicznie szklanych plytek Pefriego
o 4rednicy 6 cm. Celem zelifikacji podioza, plytki
przechowywano 1—2 godz. W temp. 4°C. W ostudzo-
nym zelu na kazdej plytce wycinano sztanca 14 stu-
dzienek ulozonych w dwie rozety. Srednica kazde]
studzienki wynosila 5 mm, a odleglosé miedzy sasied-
nimi hrzegami studzienek 3 mm., Do studzienek cen-
tralnych nanoszono antygen wirusa EBB w ilosci 25
ul. Uzywano antygenu produkowanego w Instytucie
Weterynarii, serie A-247, A-52. Studzienki obwodowe
napeiniano surowicami kontrolnymi dodatnimi (po
dwie w lazdej rozecie) oraz badanym materialem.
Przed przystapieniem do oznaczen przeprowadzono
dodatkowe badania, ktore wylkazaly, ze wykrywane w
wydzielinie gruczolu mlekowego reakcje maja cha-
ralcter swoisty dla antygenow wirusa EBB. Odeczyty-
wanie i interpretacje wynikéw odezynu przeprowa-
dzono zgodnie z Instrukeja nr 54 MRiG.Z. z dn.
83.02.20. (Nr Wetf, 2 II 4411—4/83) w sprawie Sero-
logicznego rozpoznawania enzootyeznej bialaczki byd-
Ia przy uzyciu testu immunodyfuzji (ID) (8).

Test immunoenzymatyczny (ELISA) wykonano me-
todg posrednig, w klorej antygen wirusa EBB wiaze
sie z plytka polistyrenowa. W drugiej fazie reakcji
nastepuje wigzanie antygenu Z2e specyficznymi prze-
ciwcialami zawartymi w badanej proeie. W przy-
padku obecnosei przeciwcial wylworzony kompleks
wykrywa sig antyimmunoglobuling skoniugowana 2
enzymem, ktory rozklada odpowiedni dla enzymu
substrat. Intensywnosc zabarwienia bedacego wyni-
kiem rozloZenia substratu jest proporcjonalna do za-
wartoéei przeciwcial. Polistyrenowe plytki firmy
Plasomed, typu U, oplaszezano antygenem, nanoszic
do dotkow po 0,1 ml odpowiednio rozeienczonego an-
tygenu. Plytki zawijano szezelnie folia aluminiowsg
i przechowywano w temp. 4°C przez 16 godz. Przed
uzyeiem plytki dolkd oprozniano i przemywano Jje
3-krotnie 0,05% rozitworem Tween 20 w wodzie de-
stylowanej. Proby surowicy krwi, m.le}ca,_si’ary i
wydzieliny przedsiarowej do oznaczen roZcienczano
buforem ELISA (0,01 M tufor fosforanowy o DH 7.2
zawierajacy 05 M NaCl, 0,05% Tween 20 i 4% suro-
wicy konskiej). Objetose naktadanej préby wynosila
0.1 ml, przy czym surowice krwi rozcienczano 1/64,
mileko 1/8, siare i wydzieline przedsiarowg 1/64. Su-
rowice standardows dodatnig i ujemna rozeienczano
w stosunku 1/64, Na kazdej plytce wykonywano pro-
by odezynnikows, dodajac zamiast materialu bada-
nego 0,1 ml buforu ELISA. Plytki przykrywano i
inkubowano 1 godz, w temp. 37°C w wilgotnej ko-
morze. Po inkubacji dolki oprézniano i plukano 3-
_krotnie roztworem Tween 20. Nastepnie dodawano
0,2 ml rozcienczonego koniugatu, plytke przykrywa-
no i ponownie inkubowano 1 godz. w temp. 37°C.
Dolki oprézniano i plukano 3-krotnie, po czym doda-
wano 0,2 ml 0,1% roztworu kwasu 5-aminosalicylo-
wego i 02 ml H,0, 0,005%. Wyniki festu odezytywa-
no wizualnie po 2 godz. i weryfikowano po 18 godzi-
nach. Za dodatnie przyjmowano préby, dla ktérych
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intensywnos$¢ Larwy byla co najmniej taka sama,
jak dla surowic standardowych dodatnich. Za ujem-
ne uznawano proby, gdy odpowiadajace im dotki w
Swietle przechodzacym mialy barwe dotkéw suro-
wicy standardowej ujemnej lub byly bezbarwne.

Wyniki i omowienie

Na ryc. 1 przedstawiono ‘ksztaltowanie sie
sredniej arytmetycznej miana przeciwecial w
plynach ustrojowych krow w kolejnych mie-
sigcach obserwaciji.

Amnaliza wynikow wykazala okresowe waha-
nia miana przeciwcial w surowicy krwi w tes-
cie ID 1 ELISA z tym, zZe przy stosowaniu
pierwszej metody u 9 kréw w surowicy krwi
okresowo wystepowaly rezultaty ujemne. U 2
zwierzat serokonwersja z wyniku dodatniego
na ujemny wystapita 4-krotnie, u jednego
3-krotnie, u dwoch 2-krotnie, a u trzech zwie-
rzat obserwowano jednorazowe pojawienie sie
wyniku ujemnego. Czas utrzymywania sie ta-
kich rezultatow nie przekraczal dwoch miesie-
cy, a szezegolnie czeste ich wystepowanie bylo
widcczne w okresie przed porodem.

Amnaliza wynikéw badania wydzieliny gru-
czolu mlekowego wykazala, ze stosujge test 1D,
przeciwciata wykrywa sie jedynie w wydzieli-
nie przedsiarowej i siarze, poniewaz zadna ze
109 prob mleka nie wykazala obzcnoici prze-
ciweial w tescie. Testem ELISA wykrywano
przeciwceiata w trzech badanych plynach wstro-
jowych, obserwujac znaczne wahania miana.
W mleku 6 krow zanotowano okresowo rezul-

taty ujemne, ktore wystepowaly glownie po
porodzie pomiedzy 7 a 36 dniem.

Krowy, u ktérych wystepowala najwicksza
zmiennos¢ rezultatow badania surowicy krwi
i mleka posiadaly mizsze miana przeciwcial w
surowicy krwi niz zwierzeta z niezmiennymi
rezultatami. Stwierdzono takze, ze u takich
zwierzat dodatni wynik w surowicy krwi wy-
stapil juz 13 miesiecy przed rozpoczeciem ob-
serwacjl, podczas gdy U krow z serokonwersja
rezultaty takie obserwowano na 3 miesiace
przed rozpoczecdiem obserwacii.

W celu okreslenia zaleznosci miedzy mianem
przeciweial w surowicy krwi i wydzielinie gru-
czolu mlekowego analizowano statystycznie
otrzymane miana. Dla 109 prob surowicy krwi
i mleka badanych testem ELISA (ryc. 2), przy
wispblezynniku  korelacji r=0,280 (p=20,01)
otrzymano prosta regresji y=—0,17x+9,65, kto-
ra podaje wartos¢ miana przeciwcial w suro-
wicy krwi dla poszezegélnego miana przeciw-
ciat w mleku i wskazuje, ze miano przeciwcial
w surowicy krwi jest 32 razy wyzsze od miana
przeciwcial w mleku. U 8 krow, ktorych mleko
bylc ujemne, miano w surowicy obzjmowalo
zakres od 256 do 4096. Zalezno$é miedzy mia-
nem wprzeciweial w mleku badanym testem
ELISA i surowicy krwi badanej testem ID gpi-
suje prosta regresji y=0,64x+4,95 (ryc. 3).
Przy wspotezyniku regresji r=20,265 (p=0,01)
wskazuje, ze miano przeciwcial w mleku bada-
nym testem ELISA jest ponad 16 razy wyzsze
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Ryce. 1. Ksztaltowanie sie miana przeciweial w surow

v krwi i wydzielinie gruczolu mlekowego w ko-

lejnych miesigcach przed i po porodzie
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Ryc. 2. Zalezno$é miedzy mianem przeciwcial w
surowicy krwi i mleku badanych testem ELISA

od miana oznaczanego testem ID, obserwowa-
nego w surowicy krwi. U 8 krow, ktorych mle-
ko byto ujemne, surowica krwi w dwoch przy-
padkach wykazala taki sam odczyn, a w pozo-
stalych niskie miana od 0 do 2. Okreslajgc za-
leznogé miedzy surowica krwi i wydzieling
przedsiarowg lub siarg badang testem ELISA
(ryc. 4), otrzymano ujemng korelacje (r=
=—0,176, p=0,05). Prosta regresji y=
=—0,16x+10,95, ktéra podaje wartos¢ miana
przeciwcial w wydzielinie przedsiarowej lub w
siarze wskazuje, ze miano przeciwcial w tych
wydzielinach jest okoto 1,5 raza wyzsze od mia-
na w surowicy krwi.

Zalezno$ci te odnoszg si¢ do przeciwcial
przeciw antygenowi gpdl. Przeciwciala przeciw
antygenowi p24 wystepowaly znacznie rzadziej,
stwierdzono je jedynie w kilkumiesiecznych
odstepach. Okresowo wystepowaly takze w 6
probach wydzieliny przedsiarowej 1 we WsSzy-
stkich probach siary, W stosunku do przeciw-
cial przeciw antygenowi gpbl, miana ich byly
kilkakrotnie nizsze.

Jak wynika z przeprowadzonych badan, u
krow zakazonych wirusem EBB miano prze-
ciwcial w surowicy krwi nie jest stale, ale ule-
ga okresowym wahaniom. Nasilenie tego
rodzaju odczynéw jest szczegbdlnie widoczne w
okresie ofxotoporodowym, kiedy przeciwciata
przemieszczajg sie z surowicy krwi do gruczo-
hu milekowego. Badania immunochemiczne im-
munogzlobulin w siarze i surowicy krwi (14, 20)
wskazuja, ze sg to te same immunoglobuliny,
ktore przed porodem sg selektywnie transpor-
towane do gruczolu mlekowego, gdzie osigga-
ja wysoka koncentracje (6, 24). Zjawisko to ma

Miano
surawicy (1D logz)

Rye. 3. Zaleznoé¢é miedzy mianem przeciwcial w
surowicy krwi i mleku badanych testami ID i ELISA
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Ryc. 4. Zalezno$¢ miedzy mianem przeciwcial w su-
rowicy krwi i wydzielinie przedsiarowej oraz siarze
badanych testem ELISA

écisly zwiazek z obnizaniem sie poziomu immu-
noglobulin w surowicy krwi juz od 5—6 ty-
godnia przed porodem (4, 6, 12). Potwierdze-
niem tego jest ujemna korelacja (r=—20,176)
miedzy poziomem przeciwcial w surowicy krwi
oraz 'w wydzielinie przedsiarowej i siarze. W
nastepstwie obnizania sig poziomu immunoglo-
bulin w surowicy krwi dochodzi do powstawa-
nia rezultatéow ujemnych, co bylo opisywane
przez licznych autoréow (2, 3, 5, 7). Wedlug
Schmidta (21), wplyw na wystepowanie tego
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rodzaju odczynéw ma miano przeciwcial w su-
rowicy krwi, okreslane na 2—3 miesigce przed
porodem, 7 przedstawionych badan wynika, ze
niedogodnosc te mozna wyeliminowac stosujgc
do bagan wydzieline przeasiarowsg i siare, gdzie
przeciwciala osiggajg kilkakroinie wyzszg xon-
centracje niz w surowicy krwi. Naturalna re-
tencja przeciwcial w tych wydzielinach wyda-
je sig byC wystarczajgca do otrzymania doaxt-
niej reakcji w tescie 1. U kilku zwierzgt oo-
serwowano serokonwersje z wymniku dodatnie-
g0 na ujemny, nie zwigzang z porodem. Podon-
ny takt podkresiajg w swych badaniach Kaa-
den (10) oraz Hugh-Jones (Y).

W ocenie wystepowania zmiennych rezulta-
tow w surowicy krwi zwraca uwage Zjawisko,
ze zwierzeta z takimi odczynami charakteryzu-
Ja sie niskim mianem przeciwcial i pozniej-
szym okresem zakazania miz zwierzeta ze sta-
bilnymi rezultatami. Nalezy przypuszczaé, ze
W grupie zwierzat Swiezo zakazonych dochodzi
do wyksztalcenia stabej odpowiedzialnosci im-
munologicznej 1 okresowych fluktuacji miana
przeciweial,

Serokonwersja z wyniku dodatniego na
ujemny, obserwowana tuz po porodzie wynikac¢
moze z faktu drastycznego obnizania sie pozio-
mu immunoglobulin, gltownie IgG,, w mleku
w plerwszych miesigcach po wycieleniu. Gul-
dry i wsp. (9) wykazali w tym okresie wysoka,
ujemng korelacj¢ (r=—0,53) miedzy stezenia-
mi IgG, w surowicy krwi i mleku.

Proba okreslenia zaleznosci miedzy mianem
przeciweial w surowicy krwi i mleku wykaza-
la, ze miano w surowicy krwi jest 32 razy
wyzsze od miana w mleku, Ban i wsp. (1) oraz
Mammerickx i wsp. (13) w podobnych bada-
niach stwierdzili 15 i 27 krotnie wyzsze miano
przeciwcial. Tak duze réznice miedzy mianem
przeciwcial w surowicy krwi i mleku obhserwo-
wane przy stosowaniu czulego testu jakim jest
ELISA, wyjasniaja brak dodatnich reakcji w
probach mleka badanego metoda ID. Wedlug
niektorych autoréow (13, 19) testem ID mozna
oznaczaC przeciwciala w mleku mnielicznych
zwierzgt. Niska korelacja (r=20,28) miedzy mia-
nem przeciweial w surowicy krwi i mleku wig-
ze sig z faktem znacznego rozrzutu uzyska-
nych mian, co spowodowane mogto by¢ pobie-
raniem prob mleka w roznych fazach laktaciji.
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Kyspmak . — DH300THYECKNHA JeiiKo3 ckora (9ac). I,
Mcenenosanma B3aUMO3aBHCHMOCTU IOSIBJIEHUS IIPOTV-
BOTEJI [JIA BUPyCa 3JIC B CHIBOPOTKE KDPOBM M CeKpeTe
MOJIOYHOM ZKeJie3bl

ITens paboTnl cocrosima B OUPEAECNCHMM B3anMo3a-
BUCUMOCTM IIOABJICHMA IIPOTMBOTEJN JJfA BUpyCa SH-
300TUYECKOTO JEMKO3a CKOTa (9JIC) B CHIBOPOTKE KpPO-
B M CEKpeTe MOJOYHOM Xeje3bl, OT 12 KOpom HATY-
pasbHO MAMUUMPOBAHHBIX BUPYCOM 97IC, 11 MeCcslUes
B MECAYHBINI MHTepBajax Opaluch KPOBbL U CEKPET
MOJIOYHOM 2KeJIe3bl M OIpeeldauch Kpurepusmu 1D
u ELISA TUTpel OPOTUBOTEN, VICCienoBaHMsa II0KAa3a-
M CUIUECTBEHHOE IIOHMIKEHMEe TUTPa IIPOTUBOTEN B
CBIBOPOTKE KPOBM B OKOJIOPOZOBOM NEPUOA C OZHOBPE-
MEHHBIM DPOCTOM THUIPA B IIPEJMOJIO3MBHOM CEKpEeTe M
mono3mBe., B kpurepun ELISA TUTP IDPOTUBOTEN B
9TUX CeKperax Obll 1,5 pa3a Bbille UeM B CBIBOPOTKE
kKpoBu. B 109 mpofax MOJOKa, MCCIEAYEMBIX KpUTE-
puem ID, He o00HAPYXKMUIOCH NPOTUBOTE]N. Ilpu IIpu-
MeHeHUU Kputrepua ELISA 0TMETHMIIMCH B MOJOKE IIe-
PMOIUMYECKY OTpyUUaTeNbHbIEe pPe3yJabTaThl B OKOJIO-
popoBoii ImepuoA. B MoJCKe, uCCIefyeMOM KPUTEPHUEM
ELISA, tntp nporuBored 6Ob11 32 pa3a BbLIIE YeM B
CHEIBOPOTKE KDOBU.

Kuimak J. — Enzootic bovine leukaemia (EBL). I, The
correlation between the presence of antibodies aga-
inst EBLV in sera and lobular milk secretions

Blood and lobular milk secretions were being taken
for 11 months at intervals of 1 month from 12 cows
infected naturally with enzootic bovine leukaemia
virus (EBLV). The titres were established by the
AGID test and the ELISA. It was found a significant
drop of titres in sera in the perinatal period and an
increase of the titres in pre-colostral secretions and
in colostrum. The titres determined by fhe ELISA
were 1.5 fold higher in the secretions than in sera.
In 109 samples of milk tested by the AGID test the
presence of antibodies was not stated. Using the ELI-
SA negative results were found in the postnatal
period examining milk samples. The titres of anti-
bodies in milk were 32 fold higher than in the se-
rum using the ELISA test.



