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Zastosowanie testu ELISA do diagnostyki enzootycznej biataczki

bydta (EBB) przy uzycia zageszczonych

préb surowicy mleka

Kalcedra Epizootiologii i Klinika Choréh Zakaznych Wydzialu Weterynaryjnego AR,
pl. Grunwaldzki 45, 50-366 Wroctaw

W rutynowej diagnostyce serologicznej EBB
uzywa sie glownie krwi, Badanie krwi jest jed-
nak zwigzane z wysokimi kosztami i znacznie
trudniejszym jej pozyskiwaniem. Alternatyw-
nym, rownowaznie swoistym 1 tanszym mate-
rialem do badan serologicznych okazalo sie
mileko.

Behrens 1 wap. (3), Manz 1 wsp. (12) i Bauer
(1) stwierdzili, ze badanie mileka przy uzyciu
testu ELISA jest w 8—10% czulsze anizeli ba-
danie surowicy krwi przy uzyciu testu AGID.
Teéen ostatni moze by¢ wykorzystany tylko do
badan surowicy krwi, gdzie koncentracja prze-
ciwecial jest wyzsza anizeli w mileku.

Obecnos¢ mprzeciwcial anty-BLV w mileku
stwierdzili liczni autorzy (2, 3, 10, 16), przy
czym zawartos¢ ich z wyjatkiem okresu siaro-
wego, w kiorym mnotuje sie wzrost poziomu
przeciwcial, jest znacznie nizsza anizeli w su-
rowicy krwi. Dlatego tez do badania mileka
stosuje sie wielokrotnie czulszy w poréwnaniu
z AGID test ELISA.

‘W ostatnich latach do badan {estem ELISA
wykorzysiuje sie zbiorcze proby mleka. Palle-
sen (14) wykazala, ze jedno badanie kontrolne
krwi przy uzyciu AGID réwna sie kosziom 8
badan zbiorczych prob mlceka. Badania zbior-
czych prob mileka zostaly szezegolnie rozwinie-
te w krajach EWG, w klorych test ELISA zo-
stal zaadaptowany do rozpoznawania BHV-1,
IBR/IPV, EBB i brucelozy (6). Maja one zasto-
sowanie w konktroli stad wolnych od EBB lub
o mniskim odsetku zwierzat zakazonych w sta-
dzie.

Przy nowych zakaZeniach poziom przeciweial
w mleku jest bardzo miski. Dlatego staje sie ko-
nieczne zageszczanie przeciwcial w surowicy
mleka. Manz i wsp. (11) opisali zageszczenie
przeciwcial w surowiey mleka przy uzyciu sy-
stemu ultrafiltracji (Minicon {firmy Amicon).
Po 23% zageszezeniu zbiorczych prob mleika
uzyskali oni pozytywne wyniki przy zakazeniu
stada wynoszacym 2%, Celem pracy byla adap-
tacja testu ELISA do diagnostyki EBB przy
uzyeiu zageszezonych prob surowicy mleka.
Badania te stanowig kontynuacje wezesnie j-
szych eksperymentow (8).

Material ¢ metody

Do badan uiyto préb lerwi ;| mileka pobranych od
229 krdéw rasy neh g czterech gospodarstw o réznym
stopniu zakazenia wirusem EBB olkreslonym na pod-

stawie badan surowicy krwi testem AGID. Wyniki

tych badan przedstawiajg sie nastepujaco:

— gospodarstwo ,,0” — krow — odsetek zwierzgt
zakazonych 4,4%,

— gospodarstwo ,,M” — 59 krow — odsetek zwierzat
zalkazonych 33,9%,

— gospodarstwo ,,Cz” — 60 kréw — odsetek zwierzat
zakazonych 53,3%, ;
— gospodarstwo ,,8” — 41 kroéw — odsetek zwierzat

zakazonych 87,8%.

Mleko po pobraniu wirowano przy 1600 g 10—15
min., a nastepnie po oddzieleniu tiuszezu inkubowano
24 godz. w temp. 37°C celem wytrgcenia kazeiny. Po
inkubacji proby ponownie wirowano, a uzyskane su-
rowice wysalano przy uzZyciu nasyconego roziworu
siarczanu amonu zachowujgc proporcje 1 ml suro-
wicy mieka na 0,7 ml nasyconego voztworu siarczanu
amonu. Wysalanie prowadzono w probéwkach na ro-
lerze przez 1 godz., po czym priby wirowano przy
1600 g 15 min, a nastepnie zlewano supernatant.
Uzyskany precypitat biatek serwatki ok. 0,5 g resu-
spendowano, zachowujgc proporcje dziesieciokrotnego
zageszczania tj. rozcienczano w 1 ml wody destylowa-
nej. Tak przygotowany materiat byt uzywany bezpo-
srednio do badan testermm ELISA.

Do testu AGID surowicy krwi uzyweno antygenu
gp tirmy ,Hoechst” (import z RFN); testy ELISA
surowicy kowi i mleka wykonano pgzy uzyciu goto-
wych zestawow Enzygnost-Rinderleukose firmy Be-
hringwerke (impowt z RFN) zgodnie z mectodyks po-
dang we woezesniejsze] pracy (8).

Wyniki i omoéwienie

Wyniki poréwnaweczych badan diagnostycz-
nych prob krwi i mleka w kierunku EBB przy
uzyciu AGID i1 ELISA w gospodarstwach ,,07,
»M7, Cz7 i ,,S” przedstawiono w tab. 1—4,

W gospodarstwie ,,0"” (tab. 1) ogdlem otrzy-
mano ma 69 badanych krow 3 (4,4%) wyniki do-
datnie w tescie AGID, 7 (10,1%) w tescie ELISA
surowicy krwi i 11 (15,9%) wynikow dodat-
nich w tescie ELISA mleka. Wszystkie dodat-
nie wyniki testu AGID zostaly potwierdzone w
tescie ELISA surowicy krwi i mleka, jak réw-
niez wszystkie dodatnie wyniki w tescie
ELISA surowicy krwi potwierdzono w badaniu
mleka. W czterech przypadkach dodatnich te-
stu ELISA surowicy mleka nie potwierdzonych
w badaniu surowicy krwi stwierdzono ze, 2
proby pochodzilty od kréow bedgcych w czasie
zasuszania przed wycieleniem, a 1 proba od
krowy wikrétce po wycieleniu, W pismiennic-
twie znane i1 opisywane jest przedporodowe
i poporodowe zanikanie przeciwcial anty-BLV
w surowicy krwi (2, 10). Wedbug tych autoréow
miana przeciwcial obnizaly sie juz od 4 tygod-
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Tab. 1. Wyniki porownawczych badan préb krwi i
mileka w kierunku EBB przy uzyciu testow AGID f
ELISA w gospodarstwie ,,0”

Wyniki AGIDSurow;cy ELISAsurowicy ELISA mlaka
badan Krwi Krwi
+ - + - " -
+ 3 0 3
AGID | 43% 43%
A A 4 62 8 58
rwi —
58% 899% 5% 841%
3 A4 6 1,
ELISA 43%  58% 87% AL%
SUTOWiCY
krwi - 0 62 5 57
' 859% | 73% 826%
3 8 6 5
Yo% Me% 87% 2%
EL'LS/?(Q, 0 58 4 57
mle -
844% 15% 828%
ogofem, 3 66 7 62 1 58
3 43% 957% 4101% 899% 159% 8u41%
Objasnienia: 4+ wynik dodatni, — wynik ujemny.

Tab. 2. Wyniki pormdéwnawczych badan prdéb krowi
mileka w kierunku EBB przy uzyciu testdow AGID i
ELISA w gospodarstwie , M

Wyrziki AGIDsurow;cv ELISA su.rowxcy ELISA mleka
badarn Krwi Krw
+ - + - | -+ —
+ 18 2 16 4
AGID 305% 34% 271% 68%
" surOWiCy
krwi = 5 34 4 35
85% ' 576% 61% 592%
+ 18 2 19 4
ELISA . 305% 3i% 322% 68%
surowiCy
Krwi - 2 37 1 35
34% 627% A% 593%
+ 16 4 9 4]
274% 68% 322% 17%
ELISA
mleka - 4 35 4 35
68% 593% 69% 593% . | B
ogotem 20 39 23 36 20 39
339% 661% 39,0% 610% 339% 661%
Objasnienia: + wynik dodatni, — wynik ujemny.

Tab. 3. Wyniki poréwnawczych badaty prob krwi i
mileka w kierunku EBB przy uzyciu testéow AGID i
ELISA w gospodarstwie ,,Cz”

WyRiky AGIDsurowicy ELISAsurowicy ELISA mleka
badan Krwi Krwi
+ = - =, g %¥: ra
32 0 29 30
AGID 533% 483% 5%
surowicy
- 7 24 8 20
Kt MT% 5%  A33% 533%
. 22 il 33 6,
ELISA 533% M1% 55% 10%
surowicy
Krwi -~ 0 21 4 17
" 35% 67% 283%
« 29 8 33 i
483% 133% 55% 67%
EL]lsﬁ 3 20 6 17
eka -
" 5% 335% 6%  283%
tem 32 28 39 24 37 28
°gore 533% 467% 65%  35%  617% 283%
Objasnienia: 4+ wynik dodatni, — wynik ujemny.
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nia przed wycieleniem, a mnastepnie ulegaly
podwyzszeniu dopiero 2 tygodnie po porodzie.

W gospodarstwie ,,M” (tab. 2), w ktérym od-
setek krow zakazonych w tescie AGID wymo-
sit 33,9% (20 krow), w teScie ELISA sumow“icy
krwi uzyskano 23 (38,1%), podczas gdy w tes-
cie ELISA surowicy mleka 20 (33 9“7) wymni-
kow dodatnich na 59 badanych ZWI@I‘ZQ'E Nie-
zgodnos¢ wynikéw testu ELISA i AGID suro-
wiecy krwi dotyezyly b przypadkdw wymnikow
dodatnich i w 2 przypadkach ujemnych; testu
ELISA surowicy krwi i mleka w 4 przypad-
kach wynikéow dodatnich i w 1 przypadku wy-
niku ujemnego. Powstale niezgodnosci mogly
by¢ uwarunkowane Swiezymi zakazeniami
BLV.

W gospodarstwie ,,Cz” na 60 badanych krow
otrzymano w teScie AGID surowicy krwi 32
(53,3%) wynikow dodatnich, podczas gdy w tes-
cie ELISA surowicy krwi 39 (65%), a surowicy
mileka 37 (61,6%) wynikow dodatnich, Zgod-
nos$é wynikéw testu AGID i ELISA surowicy
krwi wyniosta 88,3%, natomiast testu AGID
surowicy krwi i ELISA surowicy mieka 81,7%.

W gospodarstwie ,,S” o najwyzszym odsetku
zwierzat zakazonych w stadzie wymnoszacym
87,8% przy badanych 41 krowach otrzymano w
tescie ELISA surowicy krwi 100% wynikow do-
datnich, a w teScie ELISA surowicy mleka
90,2% wynikow dodaltnich.

Poréwnujge zastosowane trzy testy mnalezy
podkreslic, ze najwyzszg zgodno$¢ wynikow
miedzy nimi (88,4—94,2%) otrzymano w go-
spodarstwie ,,0”, w ktorym odsetek zwierzat
zakazonych w stadzie byl niewielki (4,4%). W
miare wzrostu tego wskaznika rosng nieznacz-
nie rowniez niezgodnosei wynikow, co uwi-
docznione jest szczegdlnie w gospodarstwie
,Cz”, w ktorym wyniki dodatnie w posz\cze—
golnvch testach pokryly sie w 81,7—88,3%.
tab. 5 przedstawiono wyniki badaima tes d:evm
ELISA losowych zbiorczych prob mleka, po-
chodzgeych od grup zwierzat o réznym odset-
ku zakazenia BLV. Wynika z niej, ze stosujgc
w technice ELISA zageszczone surowice mle-
ka istnieje mozliwos¢ wykrycia infekciji nawet
w przypadku, gdy 1 z 8 krow jest zakazoma
BLV. Potwierdza to przydatnosé zbiorczych
préb mleka do badan skriningowych. ,

Wykorzystanie mleka w diagnostyce labo-
ratoryjnej EBB jest przedmiotem Kkilkuletnich
badan licznych autorow (1, 5, 6, 8, 9, 11, 12).
Poczatkowo uzywano natywnych préb mleka,
kitére w okreSlonych stanach fizjologicznych
zawierajgc niski poziom przeciwcial ogranicza-
ly mozliwosci diagnostyczne. Dopiero rozwoj
i standaryzacija techniki ELISA oraz opracowa-
nie metod zageszezania przeciwcial w mleku
umozliwily jego wykorzystanie do diagnostyki
EBB

Istoinym zagadnieniem w uzyskaniu suro-
wicy mileka okazuje sie wytracanie kazeiny.
Manz i wap. (11) uzywali w tym celu podpusz-
czki oraz naturalnego zakwaszania w temp.
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Tab. 4. Wyniki pordéwnawczych badan prob krwi i
mleka w kierunku EBB przy uzyciu testéw AGID i
BLISA w gospodarstwie ,,S”

Wyniki AGIDsurowicy ELISAsurowicy ELISA mleka
badan _ krwi kewi

_* = & = + =

+ 36 0 33 3

AGID 87,8% 8057% 7,3%
SUFOWICY
KEwi ~ 5 0 4 ]
o 1214% 98% 24%

36 5 37 4
ELISA 878% 421% 90,2% 99%
Surowicy
Krwi -~ 0 0 0 0

= 33 4 37 . 0

805% 98% 902%
ELISA :
mleka - 3 | 7 4

'72/9 B 24% 97%
ogotem, 3 5 41 37 4

878% 42,2% 100% 902% 91%
Objasnienia: -+ wynik dodatni, — wynik ujemny.

Tab. 5. Wynikli badania testem BELISA zbhiorczych prob

mleka pochodzgcych od grup ezwierzat o wdznym od-
setku zaikazenia BLV

Liczba prdg Zbior- Rodzaj prob zbior- Wynik badario
czych mleka czych. miecka zb:okr;czczj proby
mieka

*40/40
8/40
2/8
1/8
3/
u/6
2/6
1/6
3/5
0/5

P Sl SISO ORE il ST SR IR VIR AU I oV
14+ ++++ + + +

Objasnienie: * — liczba prob dodatnich
tych do zhiorczej proby mleka.

reagentow uzy-

30 e

37°C lub w temp. pokojowej. Najbardzie] po-
wiarzalne wyniki otrzymali po naturalnym za-
kwaszaniu w temp. pokojowe]j. Blinger i Forsch-
ner (4) porownywali mnaturalne zakwaszanie
mileka z ,prowokowanym’ zakwaszeniem (do-
datelk bakterii kwasu mlekowego), chemicznym
(dedatek kwasu mlekowego) oraz enzymatycz-
nym (dodatek podpuszezki) i stwierdzili, ze
uzycie podpuszcezki daje podobne wyniki jak
naturalne zakwaszanie mleka.,

Drugim istotnym elementem w przygotowa-

niu surowicy mleka jest zageszczanie przeciw-
cial. Do dyspozycji mamy obecnie dwie tech-
niki: ;
— glt:rafil:tra:cja przy uzyciu ,,Miniconu” (F-my
Amicon) opisana przez Manza i wsp. (11) i Pal-
lesen (14);
— zastosowanie siarczanu amonu opisane przez
For'schnera i wsp. (5) oraz w niniejszej pracy.
Obie techniki sg réwnie skuteczne, cho¢ druga
wydaje sie prostsza, szybsza i tansza.

Zageszezanie przeciweial w surowicy mileka
stosuje sie w zbiorczych probach mleka do
kontroli zdrowotnosei stada.

Pierwsze proby w odniesieniu do EBB bez
zageszczania przeciweial prowadzili Prewost
(15), Bauer (1) oraz Toma (17) i doszli oni do
wniosku, ze minimum ok. 10% zwierzat mu-
siatoby byt zakazone w stadzie, aby uzyskac
dodatni wynik w zbiorczej probie mleka. Po-
dobnie Noirtin i Fedida (13) uzyskali pozytyw-
ne wyniki badan zbiorczych prob mleka od 7
krow, z ktorych jedna byla zakazona na BLV.

Zaseszezanie przeciweial w surowicy mileka
doprowadzito do uzyskiwania dodatnich wyni-
koéow badania zbiorezyeh prob mleka przy za-
kazeniu stada wynoszacym 2%, co praktycznie
odpowiada wykryciu przeciwcial anty-BLV w
zhiorczej probie mleka pochodzgcej od 50
krow, z ktoryeh jedna byla zakazona wirusem
EBB (5, 11, 14). Zbiorcze proby mleka mogg
byé pobierane z udoju bankowego oraz ze
zbiornikow mileka.

Reasumujge mozna stwierdzi¢, Ze zgeszczone
surowice indywidualnych préb mleka sg w
pelni wartosciowym materialem w diagnostyce
serologicznej EBB przy wykorzystaniu techni-
ki ELISA.

Zastosowanie zageszczonych surowic zbior-
czych préob mleka wydaje sie godne polecenia
ze wzgledu na niskie koszta do kontroli zdro-
wotnosci gospodarstw wolnych od EBB (woje-
woédztwa wachodnich regionéw Polski, gospo-
darstwa indywidualne) lub o niskim odsetku
zwierzat zakazonych w stadzie. Badanie fo jest
znacznie tansze, w porownaniu do badania su-
rowicy krwi. Na obnizenie tych kosztow rzutu-
je zwlaszeza wyeliminowanie uciazliwego i stre-
sogcnnego pobierania krwi.
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KaumentoBcknuii C. — IIpuMeHeHne kputePpus ELISA
AT TUATHOCTHKH 9H300TMYECKOro JeiKo03a cKora (9JIcC)
€ JCI0JIb30BAHMEM CrYIIEHHBIX HPO00 CHLIBODOTKHM MO-
JIOKa

IIpu nomomm kputepues ELISA u AGID wuccieno-
Bano 229 mpob CHIBOPOTKM KPOBM YU MOJOKa M3 4 Xo-
3AMCTB ¢ pa3HbIM OpoueHToM uHdexknuu BLV (4,3%,
33,9%, 53,3%, 87,8%). CLIBOPOTKM MOJOKAa AJA MCCIEN0-
BaHMda kpurepuem ELISA crymanuce 10-KpaTHO C
NPMMEHEHMEM HACBIIEHHOTO PacrBopa cyiabdara aM-
MoHuAa. Bo Bcex x03aiicTBax O0O6HADPYXMBaJIOCH HA
2,4—11,5% OGoabme uHMUIMPOBAHHBLIX KOPOB KpUTE-
puem ELISA Mosoxka dYeM AGID CbIBOPOTKM KpOBM.
Ceepx TOro, B X03A/CTBAX C HM3KUM IIPOLEHTOM KU-
BOTHBIX, MHMDUUMPOBAHHBEIX BLV (0x. 5%), obnHapyxu-
Banocs npurepueM ELISA CbIBODOTKM MOJIOKa Ha 5,8%
GoJblllEe TOJOKUTENBHBIX PEATEHTOB YeM B KPUTEpUN
ELISA cBIBOPOTKM KpoBU. CXOZCTBO pe3yJabTaTOB
MeXNy TIDMMEHEHHBIMM MeTomaMy (QOPMUPOBAJIOCH
O-Pa3sHOMY B 3aBMUCMMOCTM OT CTENEHM MHGEKINM cTa-
Ja ¥ cOCTaBMIO B cpegHeM 85—95%. llccuezmoBajiach
TaxzKe BOBMOXKHOCTbL IPMMeHEHUd COOPHBIX IIPos MO-
JoKa AnA KoHTpona uHdexnuyr BLV B craze. ITox-
TBEPAMJIACh IIPUTOJHOCTL P00 MOJIOKA XIJd IMArHO-

STANISLAW CAKALA, MARIAN KONDRACKI

CTMKM 3JIC KaK §oJjiee [AEUIeBOTO M JETKOr0 IJA I0Jy-
YeHUA MaTepuaJa.

Klimentowski S. — The ELISA test and diagnosis of
enzootic bovine leukosis using concentrate sera and
milk samples

There were tested 229 samples of serum and milk
derived from four farms in which the number of
animals infected with bovine leukaemia virus was
4.3%, 33.9%, 53.3%, and 87.8%. The samples of milk
tested by the ELISA were concentrated 10-fold by
ammonium sulphate. In all the farms at 2.4—11.5%
more infected cows were discovered testing milk by
the ELISA compared with serum examination by
the AGID test. Besides, in the farms with low per-
centage of animals infected, at 5.5% more positive
reactions were stated by the ELISA using milk in-
stead of serum. The consistence of results between
the methods used ranged from 85—95% depending
on the degree of herd infections. The possibility to
use the collective milk samples to control the state
of infection in a herd was also examined. It was
confirmed the usefulness of milk examination to-
wards enzootic bovine leukosis.

Enzootyczne zakazne odoskrzelowe zapalenie pluc
u cielgt i miodego bydta?

Zaklad Badania Chorob Bydla
Al. Partyzantow

Enzootyczne zakazne odoskrzelowe zapalenie
pluc (EZOZP) jest najezestsza przyczyng znacz-
nych strat ekonomicznych w chowie mlodego
bydla, szczegblnie w wigkszych stadach. Jak-
kolwiek w typowym przebiegu choroba wyste-
puje zwykle w postaci przewleklej lub pod-
ostrej, to jednak nierzadko dochodzi do jej na-
silenia w postaci ostrej. Schorzenie to nalezy
do patologicznego syndromu ukladu oddecho-
wego, a w zaleznosci od warunkéw w stadzie
W jego powstawaniu moga odgrywaé role czyn-
niki zaréwno natury zakaznej, jak i niezakaz-
nej.

Etiologia. Wsréd usposabniajgcych czyn-
nikéw EZOZP duze znaczenie ma siara. Do-
swiadczalnie wykazano, ze zachorowalnosé jak
rowniez $miertelnosé cielat sa tym wieksze, im
nizsza jest zawarto$¢ immunoglobulin (Ig) w
ich surowicy; przy niskich wartoéciach Ig ry-
zyko émiertelnosci moze wzrastaé nawet szescio-
krotnie (2).

Wazing role w etiologii odgrywaja czynniki
stresowe takie jak transport, glodzenie, zmiana
Srodowiska i pielegnacji, nieprawidlowy mikro-
klimat pomieszezen itp. Wraz ze wzrostem od-

*)Artykul opracowano gtéwnic na podstawie materiatéw
%‘IVgKongresu Chorob Bydla w Dublinie, Irlandia, 1986.08.
26—29,
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leglosei i czasu trwania transportu stwierdza
sie wigkszg zachorowalnosé i $miertelnose.
Zwigkszaja sie rowniez koszty leczenia i straty
masy poszezeg6lnych zwierzat (24). Stres akty-
wizuje przedni plat przysadki mozgowej do
zwiekszonego wydzielania ACTH, ktéry stymu-
luje kore nadnerczy do sekrecji glikokortykoi-
déw. Te z kolei wplywaja immunosupresy jnie
zaréwno na odporno$¢ humoralna (zniesienie
pierwotnej reakcji), jak réwniez odpornos$é ko-
moérkowa. W tym ostatnim przypadku dochodzi
do braku reakcji na czynniki pobudzajace mi-
tozg, do zahamowania migracji neutrofiléw w
kierunku zapalnego ogniska na skutek utraty
adherencji, zniesienia enzymatycznej lizy bak-
terii pod wplywem neutrofiléw i do obnizenia
fagocytarnej i bakteriob6jczej aktywnosei ma-
krofagow. Immunosupresyjny wtérny wplyw
stresu przejawia sie takze uposledzeniem wyda-
lania bakterii z gérnych drég oddechowych. Na-
stepuje woéwczas namnazanie pastereli w jamie
nosowo-gardlowej, ulatwienie ich adherencji i
tworzenie sie mikrokolonii w ukladzie oddecho-
wym, szczegblnie w plucach. Podobny efekt
immunosupresyjny mozna uzyskaé¢ w przypad-
ku reaktywacji i wydalania wiruséw IBR pod
wplywem steroidéw jak réwniez podania 3-me-
tylindolu, mogacego powodowaé ostry obrzek
i rozedme pluc (,fog fever”), a powstajacego w



