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STANISŁAłV KLIMENTOIł-SKI

Zoslosowonie łesłu ELISA do diognoslyki enzoołycznei biołoczki
bydło (EBB) przy użycio zagąszczonych

rób surowicy mleko

Katcclra Epizootiologj,i i Klinika chorób zakażnyc}r. wydziału weterynalyjnego
pl. Grunwaldzki 45, 50-366 wrocław

' W ruty,no,wej diagnostygę serologicznei EBB
uzywa się głównie krwi. Badanie krwi jest jed-
nak związane z wy,sokirini korsztami i zlnarcznie
trudnieiszym je..i pozysiki,waniem. A]tenna,ty,w-
nym, równ,oważnie swoistym i tańszy,m ma,te-
riałem do baCań serologicz,nvch olkazało się
ml,eko.

Behrens i wsp. (3), Manz i wsp. (12) i Bauerr
(1) stwierdzllt, że badanie ,mleka p,rzy użyciu
testu ELISA iest w B-10% czulsze a,nize]i ba-
da,nie surowicy klwi przy użyciu testu AGID,
TeLn ostatni może byc wvil<orzvsŁany tylko do
ba,dan surowicy krwt, g,dzie koncentracja prze-
ciwciał iest wyzsza aniżeli ,w łd]eku.

O,bec,nośc Lplzeciwcliał anty-BLV w ,mleku
stwie,rdzi]i li,czni autorzy (2, 3, 10, 16), przy
czym zawartość ich z w.yjątkiem okresu siaro-
WegO, lv ]którym no,tuje się wzrosb poziolmu
przeciwcliał, iest znacz,rlie niższa anizeii W Su_
rorvicy krrrvi, Dlatego też d,o badainia mleika
stosuie się wielokro,tnie cziulszy-w ]poloiw,naniu
z AGID test ELISA.

'W os,tatnich latach do baclań teste,m ELISA
wylkorzvsIuje się z]klioiczc pr1(|y mleka, Paile-
se,rr (14) wyl<azala, ze iedno baelatlnie kontlolnc
kllwi plzy uzycriu AGID rćlwtta się koszilom B
badari zbio,rezycLt prrib mlc,ka. I]aclirnia zbi,or-
czyelr p,ró,b mle,ka zostały szczcgólnie rozwinię:
te vr krajach EWG, w ktorvch test ELISA zo-
slał zaadaipltowa,ny do rozLpoznawania BHV-1,
]BR/IPV, EBB i bru,celozy (6). Mają one zas,to-
sowa,nie w kolntro]i stad wolnych o,d EBB lub
o nislkim o,dsetku zw|erząt zalkażo,nvch w sta-
dzie.

Przy lnołw.ych zarkaźeniach ozio,m pnzeciwciał
w mleku ie,st bardzo niski, Dlateg,o staie się ko-
niec_zne zagęszczanie prz,eciwoiał w surowicy
mle'ka. Manz i wsp. (11) opisali zagęszczenie

Ma,terńał d rneto,d,v

2 r§,i^|T"J;"Ł,iłsi l,onym na poC-

sitawrie ibardań suroŃi,cy krwi ńelste,m AGID. Wynik,i
tych badań przedstawiają się następująco:

- goistpoidbrsttwo o,O" - 9 [<rrów _ ło,dse|te[< zwńerząt
zake,żanych 4,40k,,_ goslpo,diarrtsttwto ,,{" - 59 krrów _ ,o,dse,teil< zwierząt
zakażourycLr 33,9%,

- Ęo,sp9ldą6ttwro ,,Cz" - 60 [<rrów _ od§ertek zwierząt
za|każonych 53,3Yo,

- gosłp,oidBlrsrtwo ,,S" - 41 l<rrlów _ o,dsettre[r awiarząt
zalkalżorrrycr}r 87,BYo.

Mleko po pobraniu wirowano przy 1600 g 10-15
rnlim,, a nasitęprrie po,o,dldtzielleniu tłuslzc,zru drrr[<uhorwano
24 go,dlz. 1y (emlp. 37oC cellem wytrąc,errlia [<azeił:ty. Po
riLnfi<,u,bacji pró,by porrowniie wdrrolwarno, a rutzysllrairre su-
rowice wysailano 1p,rlzy luży,c,iu n]a§lyconego nodtrworru
sńariclzatn,u almo[lu zachowuiąc rproporrc je 1 [11J, ls)u]ro-
wdLcy rnlelka, na 0,7 rnl nałsa/clorlLego nrozńworlu siiarnczarr,u
amoinu. WysarlaLnlie lprowadzono w prłohówkac,h na ro.
Lerze Erzez 1 go,drz., po c,zym próhy willowarxo prz.v
1600 g 15 min,, a następnie zlewano supernatant,
Uzyrsikaury prrecypritatt JcJiałel]< srerwatlki o[<. 0,5 g nelsu-
slpeur,do,wano, zachowu jąc płr,op,oric ję dtzriesrĘcdol<irrotnle go
zagęszczania tj, rozcieiczano w 1 mI wody destylowa-
nej. Tak p.l otoiwalny rrnaLterrrira]l hył użrywaury lbezpo-
śrre,dinio dio baldrań ,te,sltern EIrISA.

Do testu AGID surnoLwircy [<,rwi tlżywano alnł}tgerru
glp tilrrny ,,H,o,ecftrsrt" (irru>rort z RFN); ]tesity ELISA
sunorwiilcy 0<rwti li irnlefl<a wy[<o[lałll,o lp{zy łrżyicLiru gotlo-
wych zestawów Enzygnost-Rinderleukose firmy Be-
lirr]ingwerke (lilmponlt z RFN) zg,odnlie z mcltodyką po-
doną we wczeŚrrriejszej plr€lcy (B).

Wyrrtki i ,omówierrrie

Wvni[r,i,poró,wnaw,czyLch lradań diagnos,tycz-
nych pró,b krwi i mleka w l<ierunku EBB przv
użyciu AGID i ELISA w go§lpodarst,wach ,,O",
,,M", ,,Cz" i ,,S" plze,dstawiono w tab. 1-4.

W go,spoda,rsitwie ,,O" (tab. 1) ogołem otrzy-
mano ina 69 badanych k,rów 3 I(4,40l0) wynilki do-
datnie w teście AGID, 7 (10,17o) w teś,c,ie ELISA
surowi,cy krwi i 11 (15,90/o) wynil<ów doda,t-
nich w teś,cie trLISA mleka. Wszystlkie ,dodat-
nlie wy,niki te,s,tu AGID zostały potwierd,zorne w
teściie ELISA su,rowicy krwi i ,rnlelka, ia[< rów-
nież wszy,stkie doda,tnie wynilki lM teście
ELISA surowicy krwi potwierdzono w badaniu
rnleka. W czterech przvpadkach dodaltnich te-
stu ELISA sulowicy mtreka nie po,t'w,ieirdzornyich
łv badaniu surowicv krwi ,sttwierdzono że, 2
próbv ,pochodziły od krów będącvch w czasie
zaisuszanla pr]]zed wylcie]enielm, d I prÓba od
krowy wlkrótce po wyciele,niu, W priśmienni,c-
twie znane i opisywane iest p,rze,dporod,owe
i lpo,por,odowe zani'ka,nie pirzeciwciał ałrty-BLV
w surowiicy kirwi (2, 10). Według tych au]torów
miana przeciwciał obniżały się już od 4 tygod-
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Taib. 11" Wym]ifldi por,ółrrnawczy,ch badań p,r,óib
rnlefl<a w fl<ri,erlun]ku EBB p,my ulżycilu tresńów

EIjS,A w grolstp,oldlatrstwie,,O"

nia plzed wycidleniem, a nastęrp'nie uleigały
podwy,ższeniu dolpiero 2 tygodniie po pol]:odz,ie.

W g,ospodarstwie ,,M" (taLb. 2), w lktórvm od-
setek krów za[<ażolny,ch w teście AGiD wyno-
sił 33,90/o (20 k,rów), w teśicie ELIISA surowlicy
krwi uzyŃalrro 23 (3B,17o), podczas gdy w teś-
cie ELIISIA surowicy mleka 20 (33,9%) wyni-
ków dodatnich na 59 ba,da,ny,ch z,w]ie,rząt. Nie-
zlgodnośó wrrnilków testu ELISA i AGID suro-
wicy krwi dotvczvły 5 p,rzvpad[<ów wyniJków
dodaltnlch i w 2 pirz\Tpadlkach uiernny,ch; te,stu
ELISA surowicv 'krwi i ml,eka w 4 przypad-
ka,ch wy,ni]ków dodat]n,ich i w 1 przvpaidfi<1u \My-
nik,u uiemrne,go. Powsltałe niezgtordności rnogły
być uwatnunkolwane świeżłlmi zakażeni.ami
BLv.

W gospodarstwie ,,C,z" na 60 badanych krów
otlzvmainio w telśrcie A|GID suro-wicy [<rwi 32
(53,3ło) wyntków dodaltlnich, podczas gdy w teś-
cie ELISA surowi,cy ł<rwi 39 (65%), a su,rowicy
rrlloka 37 (61,60/o) wynilków d,ordatnlich, l,go,d-
ność wrrnifl<ów te,stu AGID i ELISA su]:o]wi,cy
krwi wvnio,sła BB,30/o, nait,omlia§t te,stu AGID
surowi,cy krwi i ELIrSA sulo\Micy ,mletka BI,7010.

lW go5lp,grdąrstwie ,,S" o najwyższym odselŁ,k,u
zwierząt zakaż,onych w stadżie wyno§zącvm
87,BOh p,rzv badanych 41 krowach otrzym,a,no w
teście ELISA,suroryvi,cy krwi 100ło wy|nlków dO-
dat,nich, a w teście trLISA surowicy m[e[<a
90,20lo wrrniików dodalt]nich.

Porówiniuiąc Zastosio,wane trzv testv naleŻy
pod,kireślić, że naillly,żs,zą zgodlność,wynitkó,w
międzv ,ni,mi (BB,4-94,2010) otrz5rtmano w go-
spo,Carstwi€ ,,O", w 'którrym odsetek zwieruąt
zakażonycll w stadzie był niewielki (4,4ło). W
miarę wzrro,stu te,go wskaźnlkd rosną ,,nieznacz-

nie rówrrdeż rrriez,godnościi wynilków, co uwi-
doczniorne ie,st szczególnie w,€]osLpodarrsitwie
,,C:z", w [<,tórym wyniki dodaLt,nie w p,oszcz€-
gótrnvch testa,ch .po&<ryłv isię w 81,7-88,30/0. W
tŃ. 5 przedstawtono wynlifi<i badania tesrte,m
ELISA losowych żblorczy,ę\ pró rrlleka, po-
chodzącvch ,o,d qrup zwieltzĄt o różnytm odset-
ku zal]<azernia BT-V. Wytnilka z niej, że stosuiąc
w te,chnic,e ELISIA zagęisz,czone surrowice mle-
ka i,st,nieje rnożItiWośó wylk,rycia infekc,i[ nawe,t
w rprzy,padku, qdy 7 z B krów jest zakaż,ona
BLV. Potwierdza to przydatność zbiotczych
prób mleka do badań skriningowych.

,Wvkorzy,stanie mle[<a w diagLn65tvce la]bo-
raltoryjinei EBB i eslt prze,dh,iolterm LkiikutletLnfch
badań licżnych autorr,óiw (1, 5, 6, 8, 9, 11, 12).
Początkowo używano natywnych prób mleka,
[<itóre w 6Ęlg§l|ornylgh sitanach f iz-iologicznvch
zawierając nisl<i rpoziofit przeciwciał ogranicza-
łv rnożliWości diagnosiy,czne. Dopiero' r,ozwój
i starnldaryzacja technilki ELI;SA olraz o,pracotwa-
nie me,tod za,gęśzlczania prrze,ciwciał w rnleł<,u
urnorżl,jwiłv jego wvkorzystenie do diagnostyli<i
EBB.

Is,toit'nylm zagadrdie,nielm w uzyskaniu suro-
wicv ,rnleka otkazuie stię wytrąca,nie kazeiny.
Matnz i wsp. (11) użwvali w tym celu podpusz-
cżki otaz nat,uralne,go zakwaszalnia w temp.
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Tah. ż. Wymjil<ti piorówrrawczych haldań pró,b
rnilefi<a w l]<ierunlku EBB ,przy ,użycŃu testiów
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Tatb. 3. Wynifiłi por,ówtn]aNqczyeih baldań rpnólłl
rn,le[<ą ,w fl<iiermlku EBrB prrrzy tużycriu ń,esliów

ELISA w gospodarstwie ,,Cz"
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Wyalki
bodolz

AGlD surowlcy
krwi

Tab. 4. Wynrikń porr,ównawczych badĘń pr,óh fl<irwi

m]eka w kiietrunlklu EBB przy użyciu tesitów AGID
ELISA w goslpoda|slt,wlire ,,S"

Pierv/sze pr:oby w odlniesielniu do EBB bez
Zagęszcza|nia plIZeCiWciał pro,WadZlli Prewost
(15), Baue;r (1) oraz Tolma (17) i dosztri orni do
wniosku, ze mi|rlimum o[<. l00lo z:,w,ierząt miu-
siałolb}. być zaka,,żone w ,stadzie, a]ry uzyskaĆ
dodatni wy,niq< w zbiorczei ipróbie mlleka. Po-
dobnie Noirtin i Fedida (13) uzyskali pozytyw-
nę ryylnlk]i badań ób
krów, z ktorych ażo

Zagęszczanie p ulo
doprowadziło do uzyskiwarlia doda't,nich wyn,i-
kó Za_

ka nie
od,,
zb 50
kró,w, z ]k,tórych iedna bvła zaikażona w-ilusern
EBB (5, 1l, 14). Zbiorcze pró,by rnleka mogą
być ,pobierane z ,udoiu bańl<owego oTaz ze
zbio,rników młeika.

Reasumruiąc można stwierdzić, że zgęszczone
surow_ice indywidtralnv,ch rób mlelka są v/
pełni łvartoś,ciołvym rnateriałe,m w diagnosty,ce
seroloqicznej trBB przv wykolzys,taniu techni-
ki ELISA.

Zasto,sowanie zaqę\szczonych surowic zbior-
c7,ych pró,b mleka wvdaie się godne polecernia
ze względu na niskie koszta do kontrol,i zdlro-
ulotności gospodarstlv wolnl,ch o,d EBB (woie-
.,voCztwa rvschodnich regionów Potrsl<]i, gospo-
darstrva indywidualne) 1uilc o niski,m odsetl<u
z,łlierząt zakażcny,ch rv s,tadzie. Badanie to iest
znacznte tańsze, w porównaniu do bada,nia su-
rowicy klrwi, Na obniżenie tyich kosztów lzutu-
je zwłaszcza,wyeliminowarnie uciązliwego i stre-
soqcnnego ryrobierainia krwi.

piś]nićllnictwo
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objaśnienia: + wynik dodatni, - wynik ujemny.

Tab, 5. Wyurrilni badrainńa tersrtem ELTSA a,brirorLczyc,ł-r prób
mleka pochrordlzącyc,h o,d glup tzwielr:ząt ro różnym iod-

,setkrr-r zakEżenia HLV

Llczbą prób zbtor-
czyclz rale,ko

Rodzoj próbzbior- vra
czycź |tileRa by

2

?
2
2,

2
\
2
2
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+

+
+
+
+

+
.ł,

J,

Ol]J.iśnienie: " - 1ic7.]]a Dfób doclatnich reager]tóW uży-
t},Cir c[o ZbiorcZCj p]:óby nleka.

.]7''C lu1,1 w tetnp. pokojowej. Najbardziej po-
rvtal,zalrro y7.71lilki otrzynlali po naturalnym za-
kwaszaniu w temp. pokojowej. Biinger i Forsch-
nCf (4) lpof own\r,Wali ,naturalnc Zał(WasZaniC
rn]e]ka z,,p]]owokowalnym" zalkwasze,nierm (do-
datek bakterii kwasu mleLkoweg,o), che,miczny,m
(doclatek kwasu mlekowego) oraz e,nzymatycz-
n),m (doCartek pod,puszcżki) i stwierdziii, że
uży,cie podpuszcz[<i daie podolbne wvnilki jaik
natulalne zalkwasza,nie rnleka.

Drugim isto,tnym ele,mentom w przygotowa-
niur surowicy mletka .jesL zagęsz,czaLnie przeciiw-
ciał. Do 6y5,pozvcii memy obecnie dwie tech-
niki:

- ultrafiltracia przv uzycliu ,,Miln'icornu" (F-m,y
Amicon) opisana przezManza i ws,p, (11) i Pa1-
lesen (14);

- zastosowanie siar-czanu anonu opisane przez
Forschnera i wsp. (5) oraz w niniejszej pracy.
Obie tech,n]i]ki są ,równie skuteczne, choć dlruga
r,vYdaie się prost,sza, szVbsza i tańsza.

Zaqęszczanie przeciwciał w surowicv m,leka
stosu,itl się w zbtorcz7rcll próbach mleka do
kontroli zdrowotnoś,ci stada.

L, Bą.llsf -.F.: Ein_satzlnó8! ] der EL,]sĄ*MethOalik
gegenliller def AGID gnosli]{ (ler enz()otiscl]cn
ieilk,,se des Ttincles : llel]cle tlntersucllungen an
Blut- und MilchT]rOt]e11. Pl,ace dokt, Gj.csscn, 1c83,

z. ,l:ai"o I -, S(:hmidt, !'. W.: T'iel,erztl. tIlDschau 35, 642,

1980,
s.'ńói,r""., F., Zicoelm,eier R., 'I'ottl 'l'., ]{elJscrL|llgk M,,*' 

Forschlłcr r: nerl. Miirrclr. tielalz.tl. wschr", 9ż, 527,

19?9.
4. !'orschncr E., Iliilltlcl I.: r]t, tieIerZtl, wsclr]- !)3, 269,

1r86.
s. ióisctma, E !3iingu -L: I)t, tief ef ztl, Wsclrl 93, 112,

1986.
e . 'iói""trrn, E,, Iliinger L, Kótlcr D , Mehrkens L,| Dt,

r. ilfl*"nT.,rł"rlnihn.*,

". 
42, 342, 1986,

9. l Medycyna wet, 42,

10.

11,
93, 10?, 19B6,

p. ń"ń)''n., liltegana D,, Behrens F,| zb]r. vet, Med, B

13.
74.

vet. 160. 53, 1984,
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Knlł'lleHtosc:r^vń C. _ Ilprłuerrerue KprlTepllff ELI§A
AJIff AlrarHocrlrKll 9H3ooTr,rqecxolo ileftxosa cxora (snc)
c ,rcIIoJIb3oBaIIrreM cryułenllblx npo6 crrnopoTxlr Mo-
JIoKa

IIpr noltotlrI Kpr{Tą)J4eB ELISr'r u AGID rccJleAo-
Bano 229 npo6 csmopoTK]ł Kpo,BrI ]4 MoJIoKa uz 4 xo-ggńcrs c pa3HLlM [poIłeHToM lrHSexqlrz ,BrLV (4,30/o,
33,9%, 53,30ń, B7,80/o). CsrsopoTKm MoJIoIta nJIfi ,lccJleAo-
BaHMff KpI,lTetrMeM ELISA clyulaJlr4cĘ, 10-xparHo c
IIp]4MeHeHI4eM HacbllqeHHoro paclBopa cy.ns@ata alr-
MoHlfi. Bo Bcex xogańcrgax odHapyx<lrea.rrocr rra
2,4-71,5010 6o;rrrue zH$rłqlrposaHrublx l(opoB Kpr{Te-
prełr ELISA MoJIo,Ka .re]yI AGID ctIBo,poTKM Kpo,B[4.
Csepx roro, g xosRżcroax c HM3r<IIM npoI{eHToM }KT4-
BoTHblx, lłHQrqlrponaHrrux BLV (ox. 50/o), o6Hapy>xłr-
BaJIocb flpilreprleM ELISA cLIBopoTKrr MoJIoKa Ha 5,B0/o
6o.rrsrrre IIoJIo>K[4TeJIbHrIx peaIeHToB qeM B Kplrrlepww
ELLSA cbIBopoTI<]ł Kpotsrf. Cxogcrso pe3yJIE TaToB
MexrAy IIpr{MeHeHHbrMr! MeToAaM]4 Sopłrnponałocr
[o-pa3HoMy B 3aBficvfMocTrt oT cTeneHr rłHQexrlmz cra-
Aa J4 cocTaBr4Jlo B c]peAHeM 85-950ń. I,4ccrre4oearacr
TaK)Ke Bo3Mo>KHocTb [p]łMeHeHrfE cdopHblx iltr}o6 Mo-
JIoKa AJIa ItoHTpoJIa rrr$erqrłr BLV B cTaAe. IIoA-
rBepA]4Jlacb [pilroAnocTb IIpo6 MoJIoKa AJIIł A!4arHo-

STANISŁAW CĄKAŁA, MARIAN KONDRACKI

cllłKrl 3JIc rax 6olee AellleBoro I,1 JlerKoro AJIa noJly-
qeHr{ff MaTepilaJla.

Klimen,towski S. - The
enzootic bovine leukosis
mil\ sarnples

ELISA test and diagnosis of
using concentrate sera and

There were tested 229 samptres of serum and milk
derived from four farms in which the number of
animals infected with bovine 1eukaemia virus was
4.3Vo, 33.90lo, 53.30/o, and 8?.B%, The samples of milk
tested by the ELISA were concentrated 1O-fold by
ammonium sulphate. In all the farms at 2.4-17.5010
more infected cows we testing milk by
the ELISA compared examińation by
the AGID test. Besides s with low per.-
centage of animals infected, at 5.50/o more positive
reactions were stated by the ELISA using milk in-
stead of serum. The consistence of r,esults between
the methods used ranged from 85-95% depending
on the degree of herd infections. The possibility tó
use the colIective milk samples to control the stateof infection in a herd was also examined. It wasconfirmed the usefulness of mi]k examination to-walds enzootic bovine ]eukosis.

Enzoolyczne zokqźne odoskrzelowe zópolenie płuc
u cielqt i młodego bydło-)

zakład Badania
'Ą1.

wego, a w zaleznoŚci od warunków w Stadzie
w.jego powstawaniu mogą odgrywać rolę czyn-
niki zarówno natury zakażnej, jak i niezańaź-
neJ.

..E.t i o l_o_g i a. Wśród usposabniających czyn-
ników EZOZP duże znacżenie mó-siara. Do-

krotnie (2).

. Ważną rolę zynniki
stresowe takie zmiana
środowiska i pi mikro-
klimat pomiesz em od-

J)Artykuł opracoWano głó§nicxIV Kongl,esu chorób Brdla w
26_29.

752

chorób Bydla
PartyZantów

i o§,iec Tnstytutu Weterynarii,
57, 24-700 Pulawy

ległości i czasu trwania transportu stwierdzasię większą zachorowalność i śmiertelność,

r]a podstawie nrateriałó\\,
Dublinie, Irlandia, 19B6,0B.


