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Odczyny nieswoiste w tescie immunodyfuzii

w zelu agarowym

przy rozpoznawaniv niedokrwistosci zakaznej koni

Z Zakladu Higieny Weterynaryjnej w Warszawie

Prowadzone od 1976 r. badania w kierunku
niedokrwisto$ci zakaznej koni wykazuja syste-
matyczny wzrost liczby reakcji nieswoistych.

Stosowany w diagnostyce laboratoryjnej test
immunodyfuzji pozwala na uzyskanie prawid-
towych wynikéw w 95% badanych surowic (1,
2, 6). Istnieje mozliwosé uzyskania pewnego
procentu wynikéw blednych. Falszywie dodat-
nie wyniki mozna otrzymaé np. w przypadku
nabycia przez zwierzeta odpornosci biernej (1,
5). Pewien procent wynikéw falszywie dodat-
nich lub niespecyficznych wystapié moze réw-
niez w przypadku badania surowic zwierzat
poddanych uprzednio szczepieniu przeciwko
tezcowi oraz zakaznemu zapaleniu mézgu i
rdzenia koni (5).

Precypityny wykrywane testem immunody-
fuzji reaguja z antygenowo réznymi szczepami
wirusa niedokrwistosci zakaznej koni (7), nie
reaguja natomiast krzyzowo z innymi wirusami
jak wirus influenzy, zakaZnego ronienia klaczy
itp. (1).

Przeciwciala precypitujace w tescie immuno-
dyfuzji naleZzg do klasy immumnoglobulin 7S (11),
w zwigzku z czym nie jest mozliwe wyelimino-
wanie ich przy pomocy dwumerkaptoetanolu,
ktéry znalazl zastosowanie przy eliminacji in-
nych odezyndw miespecyficznych, np. w diagno-
styce brucelozy czy mykoplazm,

Celem pracy byla proba ustalenia zrédla po-
chodzenia odczynéw mnieswoistych stwierdza-
nych w badanych surowicach.

Material i metody

Surowice
A. Surowice badane uzyskane z réznych Zrédel:

1. 16 surowic reagujacych dodatnio w trefci immu-
nodyfuzji, pochodzacych od 8 koni uzywanych
do produkeji surowicy przeciwrdzycowej. Konie
badano w odstepie jednego miesigca.

2. 23 surowice kofiskie reagujace niespecyficznie
w teks$cie immunodyfuzji.

B. (Surowice kontrolne:

1. NZK (Pitman — Moore, seria 745-845),

2. przeciwrézycowa ,Rhusionormin” (Biowet”),

3. antysurowica bydleca uzyskana z Instytutu
Chordéb Zakaznych i Inwazyjnych SGGW-AR w
Warszawie.

Antygeny:

1. NZK (Pitman — Moore, seria 745-845),

2. plyn Eagle’a (Wytwornia Surowic i Szczepionek
w Lublinie),

3. plyn Eagle’a z dodatkiem 10% surowicy bydle-
cej (,Biomed” w Lublinie),

4. hodowla bulionowa 34 szczepdéw laboratoryjnych
wloskowca rézycy z dodatkiem 10% surowicy
konskiej (18 szczepéw serotypu A, 13 szczepdw
serotypu B, 3 szczepy z grupy N) (,Biowet” w
Drwalewie) oraz 3 szczepéw terenowych,

5. bulion z dodatkiem 10% surowicy konskiej.
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Test immunodyfuzji w zelu agarowym wykonano
zgodnie z instrukcjg Pitman — Moore’a (9).

Przy badaniu surowic reagujacych dodatnio stoso-
wano kolejne antygeny 1, 3, 4, 5, natomiast przy ba-
daniu surowic reagujgcych niespecyficznie antygeny
1—3.

Antygeny od 1—3 stosowano w zestawieniu z su-
rowica kontrolng NZK, antygeny 4 i 5 kolejno z su-
rowicami 1 i 2,

Z 11 losowo wybranymi surowicami reagujgcymi
niespecyficznie wykonano dodatkowo immunoelektro-
foreze stosujac rozdzial antygendéw od 1—3 uzywajac
do precypitacji jako kontroli surowice 1 i 3.

Wyniki i oméwienie

1. Surowice reagujace dodatnio w tedcie immuno-
dyfuzji

Surowice uzyskane od koni uzywanych do produkeji
surowicy przeciwrézycowej, badane w kierunku NZK,
tworzyly linie precypitacyijne Iaczace sie z liniami
powstajgeymi pomiedzy antygenem a surowicg kon-
trolng, sugerujac dodatni wynik testu (ryc. 1). Linie
te powstawaly w nie zawsze jednakowych odlegltos-
ciach pomiedzy basenem z antygenem a basenem z ba-
dang surowicg. Identyczny obraz linii precypitacyj-
nych przy badaniu wymienionych surowic uzyskano
stosujac antygen NZK, a zamiast surowicy kontrolnej
NZK, surowice przeciwrdzycows ,,Rhusionormin”.

W przypadku stosowania jako antygenu hodowli
bulionowej wloskowca rozycy oraz jako surowicy
kontrolnej — dodatniej surowicy NZK, uzyskano linie
precypitacyine jedynie pomiedzy antygenem a bada-

nvmi surowicami. Brak bylo linii precypitacyjnych
pomiedzy antygenem a surowicg kontrolng NZK
(ryc. 2).

Przy zastosowaniu jako antygenu tygodniowych
bulionowyeh hodowli wloskowea rozyey uzyskano po-
miedzy antygenem a badanymi surowicami mniejsze
lub wieksze pola zmetnienia, ktére stanowia prawdo-
podobnie strefe rozlanej precypitacji (ryc. 3, 4). Suro-
wice kontrolna stanowila surowica przeciwrdzycowa
,Rhusionormin”.
~ Przy zastosowaniu jako antygenu szezepdw seroty-
pu A wloskowea rézyey uzyskano pomiedzy antyge-
nem a kontrolna surowieca w 72.2% przypadkéw pod-
wojne linie precypitacyjne na granicy pola zmetnienia,
w 11,1% linie precypitacyine pojedyncze, w 16,7% brak
byle wyraznej linii precypitacyjnej.

Szezeny serotypu B wloskowea rézyey jako antygen
w 30,7% tworzyly z kontrelng surowica podwéjne linie
precypitacyine na graniey pola zmetnienia, w 7.7
linie precypitacyijne pojedynecze, natomiast w 61,6%
brak bylo linii precvpitacyinych. Wystepowaly dwa
rodzaje pola nieograniczonego liniami precypitacyiny-
mi: 1 — pole dobrze wyrazone (rye. 4), odpowiada-
jace konturami zarysom pél powstajaeych z analogicz-
nymi surowicami, tworzacymi pojedyncze lub podwdij-
ne linie precypitacyine na granicy pola zmetnienia
(46.2%), 2 — npole male, stabo wyrazone, wystepuigce
jedynie bezpodrednio przy basenie z antygenem, zani-
kajace stopniowo w miare oddalania sie od basenu
(15.4%).

Szezepy z grupy N wloskowea rozyey uzyte jako
antygen dawaly w 66,7% pole zmetnienia ograniczone
pojedynezymi liniami precypitacyjnymi, a w 33,3%
pole zmetnienia odpowiadalo opisanemu W punkcie 2.

Uzyte jako antygen szczepy terenowe wloskowca
roézycy tworzyly silniej wyrazone linie precypitacyjne
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oraz wyraZhiejsze pola zmetnienia w stosunku do
szezepOw laboratoryjnych.

W zadnym z zastosowanych dwéch ukladéw kon-
trolnych, w ktdérych jako antygenu uzyto bulionu z
dodatkiem 10% surowicy konskiej, a jako surowic
kontrolnych surowicy przeciwrézycowej ,Rhusionor-
min” i surowicy dodatniej NZK, nie uzyskano linii
precypitacyjnych.

Zastosowanie jako antygenu plynu Eagle’a z dodat-
kiem 10% surowicy cielecej oraz plynu Eagle’a bez
dodatku surowicy w przypadku surowic reagujacych
dodatnio w te§cie immunodyfuzji nie doprowadzito do
utworzenia linii precypitacyjnych. Préby krwi pobra-
ne po uplvwie 1 miesigca dawaly wyniki identyczne
z przedstawionymi. Powtdérne badanie tych samych
surowic wylkonane po uplywie 7 miesigcy dalo takie
same wyniki. )

2. Surowice reagujace niespecyficznie w tescie im-
munodyfuzji .

Surowice reagujace niespecyficznie dawaly linie
precypitacyjne (pojedyncze lub podwdjne) pomiedzy
surowicami a antygenem, ktoére krzyzowaly sie z
liniami precypitacyjnymi utworzonymi pomicdzy an-
tygenem a surowicg kontrolng (ryc. 5).
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Ryc. 1. 1, 2, 3 — Surowice badane reagujace dodat-
nio; As — Surowica NZK kontrolna dodatnia; A —
Antygen NZK

Ryc. 2. 1, 2, 3 — Surowice badane reagujace dodatnio;

As — Surowica NZK kontrolna dodatnia; A — Ho-

dowla bulionowa szczepu X wloskowca rézycy z do-
datkiem 10% surowicy koriskiej

Ryc. 3. 1, 2, 3 — Surowice badane reagujace dodatnio;

As — Surowica przeciwréozycowa ,Rhusionormin”;

A — Hodowla bulionowa szczepu X wiloskowcea rézy-
cy z dodatkiem 10% surowicy konskiej

Ryc. 4. 1, 2, 3 — Surowice badane reagujace dodatnio;

As -— Surowica przeciwrézycowa ,,Rhusionormin”;

A — Hodowla bulionowa szczepu Y wloskowca rozy-
¢y z dodatkiem 10% surowicy konskiej

Rye. 5. 1, 2, 3 — Surowice badane reagujace nie-
specyficznie; As — Surowica NZK kontrolna dodatnia;
A — Antygen NZK

Ryc. 6. 1, 2, 3 — Surowice badane reagujgce niespe-
cyficznie; As — Surowica NZK kontrolna dodatnia;
A — Plyn Eagle’a z dodatkiem 10% surowicy cielecej

Rye. 7. T.S. — Surowica badana reagujgca niespecy-
ficznie w teScie immunodyfuzji; As — Antysurowica
bydleca; A — Antygen NZK

Zastosowanie jako antygenu plynu Eagle’a z dodat-
kiem 10% surowicy cielecej pozwolilo uzyskaé pomie-
dzy uzytym antygenem a badanymi surowicami jed-
na lub wiecej linii precypitacyjnych. Liczba linii pre-
cypitacyjnych, nie byla analogiiczna do liczby linii
uzyskanych w ukladzie poprzednim (ryc. 86).

W przypadku zastosowania jako antygenu plynu
Eagle’a bez dodatku surowicy cielecej nie uzyskano
linii precypitacyjnych.

W wyniku zastosowania immunoelektroforezy do
rozdzialu antygenu NZK w przypadku 8 badanych
surowic uzyskane luki precypitacyjne odpowiadaly
precypitatom antysurowicy bydlecej zastosowanej jako
kontrola (rye. 7).

Rozdzial plynu Eagle’a z dodatkiem 10% surowicy
cielecej dat identyczny uklad jak przy rozdziale anty-
genu NZK, natomiast rozdzial samego plynu Eagle'a
nie doprowadzil do utworzenia lukéw precypitacyj-
nych.

Stosowanie jako surowicy kontrolnej dodatniej su-
rowicy NZK nie dawalo w powyzszych ukladach lu-
kéw precypitacyinych. Pozostate 3 surowice spodrod 11
badanych metodg immunoeclektroforezy nie tworzyly
lukéw precypitacyjnych.

Dodatnie wyniki badanin w kierunku NZK, uzyskane
testem immunodyfuzji z surowicami koni uzywanych
do produkeji surowicy przeciwrédzycowej, jak roéwniez
uzyskanie takich samych dodatnich wynikéw z anty-
genem NZK i surowicg przeciwrdézycowa ,,Rhusionor-
min” moze przemawiaé za wystepowaniem powino-
wactwa antygenowego pomiedzy wirusem NZK a wlo-
skkoweem rézycy. Brak linii precypitacyjnych pomiedzy
hodowla wloskowea rézycy jako antygenem a surowi-
ca kontrolng NZK nie przeczy takiemu przypuszeze-
niu. Podobne zjawisko obserwuje sie w przypadku
reakeii krzyzowych pomiedzy wirusem biegunki hyd-
la (BVD) a wirusem pomoru $win. W tym ostatnim
przyvpadkn wspdélne ugrupowania antygenowe odgry-
waja istotng role w reakeji z surowieg anty BVD, na-
tomiast maja niewielkie znaczenie w reakeji z prze-
ciweialami homologicznymi dla wirusa pomoru $win
(10). Pofwierdzenie lub edrzucenie postawionej hipo-
lezvy wymaga oczywiseie dalszych szezegdlowyeh ba-
dan immunochemicznych. Niemniej jednak mozna juz
nhecnie stwierdzid, #e uzvskanie dodatnich wynikow
W tescie immunodviuzji nie zawsze fwiadezy o zaka-
zenin wirusem NZK.

Na wystepowanie falszywie dodatnich i niespeey-
ficznyeh wynikéw w tefeie immunodyfuzii zwréeili
uwage Gaskin i wsp. (5). Autorzy ci stwierdzili, ze
surowice, ktére w tedcie immunodyfuzii dawaly wy-
niki dodatnie lub niespecyfiezne. zawieraly przeciw-
ciala skierowane przeciwko frakejom surowicy ploddw
cielecych.

Uzyskane przez nas wyniki badah 23 surowic rea-
guigcyeh niespecyfieznie w tescie immunodyfuzii po-
twierdzaia wyniki badafi wyzej wymienionyeh auto-
réow. Nalezy jednak zaznaczyé, Ze w zadnvm przypad-
ku z opisanymi w naszym doswiadezeniu surowica-
mi. nie uzyskano linii precypitacyinveh o charakterze
dodatnim, co odbiega od wynikéw Gaskina i wsp. (5).

Wystepowanie odezyndéw niespecyficznych bylo juz
wezesniej obserwowane nrzez innvch autoréw (8, 9).
Autorzy ei zwracaja uwage na fakt, ze dostepny w
handlu antygen NZK stanowi zakazong wirusem NZK
hodowle tlkankowa. Stosujac go mozna uzyskaé w pew-
nych przypadkach linie precypitacyine pomiedzy po-
rostaloSciami  surowiey plodéw cielecyeh, zawartymi
w antygenie,” a przeciweialami przeciwko frakejom
tejze surowicy, powstalvm w wyniku szezepienia ba-
danego zwierzecia. Potwierdzaja to réwniez uzvskane
przez nas wyniki immunoelektroforezy, w ktérvch
stosujac rozdzial antygenu uzyskano identyezne tuki
precvnitacyine z badang surowica, jak i z antysuro-
wica bydleca.

Wielu autoréw uwaza (1, 2, 3, 5), Ze stosowanie
antygenu ze S$ledziony zwierzecia zakaronego wiru-
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sem NZK, a wigc nie zawierajgcego pozostalosei su-
rowicy plodéw cielecych, pozwala unikngé wystapie-
nia reakcji niespecyficznych.

Brak zmian charakteru linii precypitacyjnych w od-
tzynie immunodyfuzji, wykonanym z prébami suro-
wic, pobranymi w odstepie jednego miesiaca od koni
uzywanych do produkcji surowicy przeciwrézycowej
oraz uzyskanie identycznych wynikéw odeczynu z wy-
mienionymi surowicami po uplywie 7 miesiecy od da-
ty ich pobrania sugeruja, ze wystepujace w badanych
surowicach precypityny moga utrzymywaé sie przez
diuzszy okres czasu.

Przeprowadzone badania pozwolily ustali¢ w naszym
przypadku pochodzenie reakeji niespecyficznych i do-
datnich w teScie imunodyfuzji.

Reakcje niespecyficzne w tefcie immunodyfuzji spo-
wodowane byly zawartymi w badanych surowicach
przeciweialami przeciwko frakejom surowicy plodow
cielgecych, natomiast linie odpowiadajace precypitatom
swoistym powstaly w wyniku szczepienia badanych
koni wielowazng szczepionka przeciwrézycows. Istnie-
je rowniez teoretyczna mozliwosé wystepowania do-
datniego odezynu w wyniku naturalnego zakazenia
koni wloskoweem rézycy.
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PomatioBekas 1., Banesckaa-llentanmep H. — Hee-
neun@HuecEne peakuum B Tecre ummynomuddy3un
B arapoBoM Trejie NPM PAacHo3HaBaHHM HHODERUMOHHOI
AUEMKH JIOHMIAOei.

Haa yeTauoBAEHNsA MCTOMHMKA IPOMCXOMKSHIA 1ec-
neuMhHuecKnX PEeOKHWil B Tecre MMy Homch gy 3um
npu  JuihERIWONNON aHeMuI Jomagelt Mccienasa i
16 JourajublXx  CRIBOPOTOK, DEATHDYIOIIMX TIOJI0MH-
TEABbHO, ¥ 23 CHLIBODOTKM, Pearupyiolue Hecnepidm-
veckit. ITonyumam mMpeHTUYHBIT pPe3yNBTAT TECTA WMM-
MyHomuddysun ¢ 16 CbIBOPOTKaMM, PEarvpyoIMu
MOJIOZKUTENbIO, NPUMEHAA B KAa4YeCTBE KOHTDPOJA II0-
JOHAUTENhIHYI0 CRIBOPOTKY MAJ M CLIBOPOTKY IIPOTHB
poxut ,Rhusionormin®”, 23 cemBopoTiy, pearmpyioiue
HecmeuudmIecKky ¢ auturenom VMAJ B TecTe MMMyHO-
micbysims, ofpasoBanu TaKKe NPENMIUMTALOHHLIE
JHMHUY NPY UCTIONL30BAHMM KaK aHTUTEHa XKUIKOCTU
Urna ¢ npmubasroit 10% Tensyrell CbLIBODOTKY, 8 CbI-
BGPOTOX, DpearMpymolux HecHelIKpuiecKu B TecTe
UMMyHOIMDDY3MM NOPY  PACHpPefeseHI M aHTUIeHA B
MMMYHO9JIEKTPogope3e, o6po30Bany MISHTUYHBIE TIpPe-
IUIIUTAOMOHHbBIE AYTM € @HTUCBIBOPOTKOM KPYIIHOTO
DOraToro CKOTa. Pe3ynbTaThbl TIPOBEIEHHBIX MCCIEN0-
BaHUM TIOZBOJIMIN YCTAHOBUTHL B MCCIEAYEMBIX CBLIBO-
POTKaX MPUYMHY BOZHMKHOBEHMA HecTeundpuiecKmx
peaxumit B TecTe MMMYHOIMDIY 3.

Romanowska D., Zalewska-Schonthaler N. — pnspe-
cific reactions in case of the diagnesis of equine in-
fectious anaemia by agar gel immunodiffusion test.

In order to elucidate the reason of unspecific rea-
ctions sixteen horse positive sera and twenty three
sera reacting unspecifically have been examined. Iden-
tical result was obtained with 16 positive EIA sera
and anti-erysipelas ,,Rhusionormin” serum in immu-
nodiffusion test. Twenty three sera reacting unspe-
cifically with EIA antigen produced also precipitation
lines with Eagle’s medium supplemented with 10 per
cent calf serum. Eight sera reacting unspecifically
produced precipitation arcs identical with those for-
med with bovine antiserum after separation of the
antigen by immunoelectrophoresis. The findings of the
examinations permitted to establish in the sera under
study the cause of unspecific reactions found in case
of the use of immunodiffusion test. ’

YONKES T. D.,, STURM R. R, THOMAS R. W.: Po-
réwnanie skutecznosci linkomycyny i tylozyny w for-
mie iniekeji w terapii mykoplazmy u nowo narodzo-
nych prosiat i warchlakéw. (Comparative efficacy of
injectable lincomycin and tylosin in treatment of my-
coplasmosis in neonatal and growing swine). Vet. Med.

small anim. Clin. 74, 1324—1328, 1979 (9).

Celem badan bylo okreslenie wplywu linkomyeyny
i tylozyny stosowanych w formie iniekeii u nowo na-
rodzonych prosigt i warchlakéw zakazonyveh Myeo-
plasma hyorhinis na przyrosty wagowe i stopiern wy-
korzystania paszv. Obserwacje trwajace przez okres 8
fygodni przeprowadzono na 221 prosietach pochodza-
evch z 21 miotéw w trzech grupach: grupa 1 nie le-
czona stanowila kontrole, prosieta z grupy 2 otrzymy-
waly iniekcje domieéniowe tylozyny w dawce 4 mg/
/funt wagi ciala, jeden raz dziennie przez 3 kolejne
dni, za$ prosigtom z grupy 3 podawano linkomyeyne
domieéniowo w dawce 5 mg/funi, codziennie przez 3
kolejne dni. Ponownie antybiotyki podano prosietom
w wieku 4 tygdni. U prosigt otrzymujacych antvhiotylk
przyrosty wagi ciala byly wieksze w odniesieniu do
kontroli. Ten wzrost byl jednakze statystveznie istotny
iedynie u prosiat u ktdryveh stosowano linkomycyne.
Rowniez wspélezynnilkk wykorzystania paszy byt wyz-
szy u prosigt z grup doswiadczalnych w poréwnaniu
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do kontroli. Zaobserwowane réinice nie byly staty-
stycznie istotne.
G.

ANDERSON N., LORD V.: Skutecznoié¢ przeciwpaso-
zytnicza oksfendazolu, fenbendazolu i lewamizolu u
bydla zaraionego na drodze naturalnej Ostertagia
ostertagii i Trichostrongylus axei. (Anthelmintic effica-
cy of oxfendazole, fenbendazole and levamisole against
naturally acquired infections of Oslcriagia ostertagit
and Trichestrongylus axei in cattle). Aust. vet. J. 53,
158—164, 1979 (4).

Badania przeprowadzono na krowach wypasanych
na pastwiskach zanieczyszczonych larwami nicieni. W
plerwszym ekspervmencie stosowano doustnie oksfen-
dazol w dawece 0625: 1,25: 25 i 5.0 mg/kg, fenhenda-
zol w dawee 25: 5.0: 100 i 200 mg/ks wzglednie
lewamizol w dawee 3,5: 7.0: 14.0 i 21 mg/ke. W dru-
gim doSwiadczeniu stosowano wylacznie fenbendazol
jednorazowe w dawce 7.5 mg/kg wagi ciala. Badania
wykazaly, Zze oksfendazol i fenbendazol cechuja sie
identyezna efekiywnoscia w przypadkach zarazen wy-
wolanveh przez Ostertagia ostertagii. Stezenie lekdw
osiggalo maksymalny poziom w okresie 24—48 godzin
nn podaniu doustnym, za§ okres poéltrwania wynosit
24--26 godzin.

G.



