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Enzootyczna biataczka bydta (EBB). Il. Badania poréwnawcze

surowicy krwi i mleka przy uzyciu testéw ID i ELISA

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

Proby zastosowania mleka jako materiatu do

badan serologicznych nie sg nowe, bowiem po-
stepowanie to uprzednio bylo stosowane przy
rozpoznawaniu brucelozy bydta (8).
" Badania Segera (16), Pipera i wsp. (15) oraz
Forschnera i wsp. (6) dowiodly, ze przeciw-
ciala przeciw wirusowi EBB s3 wydzielane
wraz z mlekiem. Wstepne badania nad okres-
leniem wartosci diagnostycznej przeciwcial w
mleku podjeli Nougayrede i Gayot (14), kto-
rzy testem immunodyfuzji w zelu (ID) ozna-
czali je w serwatce mleka, mleku i surowicy
krwi 111 kréw oraz Grundboeck-Jusko i Kuz-
mak (7), ktérzy tym samym testem oznaczali
przeciwciala w mleku 1 surowicy krwi 232
krow. Powyizsze badania wykazaly, ze badajgc
mleko stwierdza sie od 5 do 12 razy mniej do-
datnich reagentéw niz przy badaniu surowicy
krwi. Ze wzgledu na niska czulo$¢ metoda ta
jest mato przydatna w badaniach. Obserwacje
te zostaly nastepnie potwierdzone w pracach
polskich autoréw: Steca i wsp. (17) oraz Kli-
mentowskiego (9).

Zastosowanie w diagnostyce EBB immuno-
enzymatycznego testu ELISA i radioimmuno-
logicznego (RIA), znacznie czulszych od meto-
dy 1D, zwré6cilo uwage na mozliwos¢ oznacza-
nia przeciwcial w mleku i uzycia go jako ma-
teriatu do badan w rutynowej diagnostyce EBB.
Swoiste przeciwciala oznaczano przewaznie tes-
tem ELISA (1, 2, 3), rzadziej testem RIA (4).
Wysoka czulo$¢ testu ELISA pozwolila ozna-
czat przeciwciala takze w zbiorczych prébach
mleka (11, 20). Przydatno$é¢ takiego postepo-
wania nie zostata jednoznacznie okreslona, jak-
kolwiek Toma i wsp. (19), badajgc 118 prob
mleka zbiorczego wykazali, ze metoda ta po-
zwala stwierdzi¢ infekcje, gdy ilos¢ zakazonych
zwierzat w stadzie waha sie od 5 do 10%.

W prezentowanej pracy oceniono wartose
diagnostyczng przeciwcial dla wirusa EBB w
mleku poszczegélnych kréw, badanym testem
ELISA, w pordéwnaniu z rutynowo stosowang
metodg badania surowicy krwi testami ID i
ELISA.

Material i metody

Material do badant stanowily préby krwi i mileka
pobrane od kréw rasy ncb, w wieku od 3 do 11 lat,
pochodzacych z 5 stad: B, K, O, S, W. Wczesniejsze
badania surowicy krwi tych zwierzat przeprowadzo-
ne na okolo 4—6 miesiecy przed pobraniem materia-
Iu, wykazaly zréznicowany stopien zakazenia, wyno-

szagcy od 18 do 40%. W chwili badania liczebnosé
stad wahala sie od 46 kréw w stadzie S do 148 w
stadzie O. Lgcznie pobrano 307 préb krwi i mileka.
Ze stada B pobrano 63 proby, ze stada K — 58, ze
stada O — 90, ze stada S — 35 oraz ze stada W —
61 prob. Wiekszoéé prob mleka byla pobrana od kréw
znajdujacych sie w 2—4 miesiacu laktacji. Sposéb
uzyskiwania i postepowania z probami krwi i mleka
byt analogiczny jak w pracy uprzednio prezentowa-
nej. Mleko badano testem ELISA, a otrzymane wy-
niki konfrontowano z rezultatami badania surowicy
krwi tych samych zwierzat, testami ID i ELISA.

Wyniki i omdéwienie

W tab. 1 przedstawiono wyniki badan po-
réwnawczych surowicy krwi i mleka 307 kréw
z b stad. Badanie surowicy krwi testem ID
wykazalo w 130 (45,6%) przypadkach wynik
dodatni, przy czym w zalezno$ci od stada, sto-
pien zakazenia zwierzat wahal sie od 34,4% do
68,5%. Badajagc mleko testem ELISA odczyn
dodatni stwierdzono u 143 krow (46,6%).

Nie wszystkie wyniki dodatnie, ktére wyste-
powaly w surowicy krwi zostaly potwierdzone
w mleku, bowiem u 9 kréow przy dodatnim
wyniku w surowicy otrzymano ujemny wynik
w mleku. Odczyny takie wystepowaly u zwie-
rzat we wszystkich stadach, przy czym naj-
wiekszg ich liczbe obserwowano w stadzie B.
Ze 143 dodatnich prob mleka rezultaty nie po-
krywajgce sie z badaniem surowicy krwi obser-
wowano w 22 przypadkach. Rezultaty takie
wystepowaly w 4 stadach, przy czym liczha
ich byla od 2 do 5 razy wieksza, niz liczba
rezultatow dodatnich w surowicy krwi i ujem-
nych w mleku. F.gcznie na 307 badanych krow
rezultaty rozbiezne w badaniu surowicy krwi
i mleka obserwowano u 31 (10,1%) zwierzat.

W przypadku badania surowicy krwi testem
ELISA (tab. 2), odczyn dodatni stwierdzono u
160 (52,1%) zwierzat. W mleku odczyn ten po-
twierdzono u 139 (45,2%) krow. Dodatni wynik
badania surowicy krwi i ujemny mleka obser-
wowano lgcznie u 21 zwierzat, najczesciej w
stadzie W 1 O. U 4 kréw badaniem surowicy
krwi nie potwierdzono dodatniego wyniku ba-
dania mleka. Ogélem rozbiezne rezultaty mie-
dzy surowicg krwi a mlekiem wystapily u 25
(8,1%) zwierzat. i

Z badan poréwnawczych wynika, ze korzyst-
niejsze rezultaty okreslajgce przydatnos¢ mleka
jako materialu do badan uzyskano, gdy suro-
wice krwi badano testem ID. W tym przypad-
ku liczba zwierzat reagujacych dodatnio, okres-
lona w oparciu o badanie mleka, byla tylko
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Mieko ELISA (+)

e Mieko ELISA (=)
Stado zwierzof surowica krwi ID() surowica krwi IDE) surowica krwi iD (+) surowica KrwhID{=)
s 35 19 5 4 0
B 63 24 0 3 36
w 61 32 2 2 18
0 90 26 5 1 58
K 58 20 3 2 33
ogofere 307 424 22 9 155

Tab. 2. Porownanie wynikéw Ladania serologicznego surowicy krwi i mleka testem ELISA

+
Stado Liczba, Mieko (+)

Zwierzat  surowicakrwi{t) surowica kewi )  surowica Krwi(t) surowica krwi (-)

s 35 23 1
B 63 24 0
w8 44 0
o 90 28 3
K 58 23 G

Cootem 307 139

Meroda Lezbapreb  dodataich
Surowie kews ELIBA 307 180 (52
Migko ELISA 307 AL3 (46
Surowicakewt 1D o) 130 (42

o 1% wicksza od liczby zwierzat dodatnich,
okreslonych badaniem surowicy krwi. W przy-
padku badania surowicy krwi metodg ELISA
liczba zwierzat dodatnich byla o 5,5% wieksza
od liczby zwierzat, u ktorych stwierdzono do-
datni wynik w mleku. Podohng relacje obser-
wowano, gdy dodatnie rezultaty badania suro-
wicy krwi potwierdzono badaniem mleka. Re-
zultaty dodatnie potwierdzono w 93,1% (121/
/130), gdy surowice krwi badano testem ID
i w 86,8% (139/160), gdy badano jg testem
ELISA.

Poréwnanie czulosci stosowanych metod (tab.
3) wykazalo, ze badajgc surowice krwi testem
ID stwierdza sie obecno$¢ przeciwcial u 130
zwierzat, co stanowi 80% czulto$ci metody ELISA
w surowicy krwi. Oznaczanie przeciwcial w
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Mieko (=)
o ) 10
3 36
6 Al
7 52
y 3/
Y TR

) AT (LT 8% 0]
5% 464 (53 5%) 8234
2%) 199 (57,7%) 81 %

mleku pozwolito stwierdzi¢ odczyn dodatni u
143 zwierzat, co stanowi prawie 90% czulosci
metody ELISA w surowicy krwi.

Stosujac do badania mleka czuly test ELISA
nalezalo przypuszczaé, ze liczba zwierzat po-
siadajgcych przeciwciatla bedzie wieksza od
liczby zwierzat posiadajacych je w surowicy
krwi badanej testem ID. Przypuszczenia te zos-
staly poparte rezultatami poprzednich badan,
ktore wykazaty, ze miano przeciwcial w mleku
jest 16 razy wyzsze od miana w surowicy krwi
badanej testem ID, oraz rezultatami prac in-
nych autoréw, poréwnujacych badanie surowi-
cy krwi testem ID z badaniem mleka testem
ELISA. Behrens i wsp. (3) stosujac test ID do
badania surowicy krwi stwierdzili 76%, a sto-
sujac test ELISA w mleku 85% dodatnich rea-
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gentow, w stosunku do 100% dodatnich w tescie
ELISA w surowicy krwi. Bauer i wsp. (2) otrzy-
mali odpowiednio 90% i 98,8% dodatnich reagen-
tow w tescie ID w surowicy krwi i ELISA w
mleku. Podobne rezultaty obserwowane bytly
przez Bana i wsp. (1) oraz Manza i wsp. (12).
Rezultaty badan wiasnych, w ktorych test ELI-
SA w mleku okazat si¢ 0 10% bardziej czuly niz
ID w surowicy krwi, potwierdzaja obserwacje
cytowanych autoréw. Roéznig sie natomiast od
wynikow Tomy i wsp. (19), ktérzy uzywajac
nawet rozcienczonych préb mileka otrzymali
o okolo 5% nizsze rezultaty w poréwnaniu z
badaniem surowicy krwi metodg ID. Na uwage
zastuguje fakt, ze w badaniach wtasnych do-
datnie rezultaty badania surowicy krwi tg me-
toda zostaly potwierdzone badaniem mleka w
93"%, co wskazuje, ze metode te mozna uwazac
za alternatywna w stosunku do metody ID w
surowicy krwi. Wystepowanie rezultatéw roz-
bieznych w badaniu mleka i surowicy krwi zo-
stalo potwierdzone przez niektoérych autorow.
Toma i wsp. (18), badajgc 387 krow, az u 32
stwierdzili dodatnig reakcje w tescie ID w su-
rowicy krwi i ujemng w tescie ELISA w mle-
ku. Obserwowane w badaniach wtasnych roéz-
nice tlumaczy¢ mozna duzo wiekszg czuloscig
testu ELISA niz ID, uwarunkowaniami fizjo-
logicznymi kréw w okresie po porodzie — o
czym pisano wczesniej, jak rdéwniez lgczyé z
wystepowaniem nowych zakazen w stadzie.

Przyjmujac, ze u zwierzat $wiezo zakazonych
miano przeciwcial w surowicy krwi jest sto-
sunkowo niskie, miano w mleku — bedgce
okolo 16 razy nizsze — jest praktycznie nie-
wykrywalne. Potwierdzeniem tego moze byc¢
fakt, Ze najwieksza liczba omawianych nie-
zgodnoséci w badaniu krwi i mileka wystepo-
wala w stadach W i O, ktére byly kilkakrotnie
badane, a zwierzeta dodatnie eliminowane,
wzglednie izolowane. Prawdopodobienstwo wy-
stapienia w tych stadach osobnikéw swiezo za-
kazonych bylo wiec duze. Nie mozna rowniez
wykluczy¢ udziatu reakeji nieswoistych. Uwa-
ga ta odnosi sie do testu ELISA, ktorego nad-
czulos¢ przy wykrywaniu swoistych dla wirusa
EBB przeciwcial jest okreslana na 8—10%. Na-
lezy doda¢, Zze wg niektoérych autorow (5, 10,
21) stopien wykrywania dodatnich reagentéw
zalezy od wieku zwierzat, struktury stada oraz
formy i sposobu zwalczania ehoroby.

Prezentowane wyniki potwierdzaja opinie
Manza i wsp. (13), Ze metoda oznaczania prze-
ciwcial w mleku testem ELISA przewyzsza
czutoscig metode ich oznaczania testem ID w
surowicy krwi, jest natomiast mniej czuta niz
badanie surowicy krwi testem ELISA. Za oz-
naczaniem przeciwcial w mleku przemawia
fakt, ze pobieranie probek mleka jest tansze
i prostsze niz krwi, a w fermach bydla mlecz-
nego jest czynno$ciag wykonywang rutynowo.
Eliminuje sie przy tym pobieranie krwi, ktére
jest bardziej pracochlonne i stwarza okazje do

rozprzestrzeniania wirusa. Inne argumenty to:
obiektywna ocena wynikéw przy odczycie spek-
trofotometrycznym, automatyzacja czynnosci
zwigzanych z nastawieniem préby, mozliwosé
zbadania duzej ilo$ci préb w krotkim czasie.
Za badaniem surowicy testem ID przemawiajg
takie argumenty jak: latwos¢ przygotowania
reagentow, prosty sposéb nastawienia i odczy-
tu préby, wysoka swoistos¢, mozliwose wyko-
nania w kazdych warunkach bez potrzeby po-
siadania odpowiedniego zaplecza laboratoryjne-
go, co ma szezegolne znaczenie w masowych
akcjach rozpoznawczych. Nalezy zaznaczy¢, ze
przepisy dotyczgce diagnostyki EBB w wiek-
szoscl panstw oraz w skali miedzynarodowej
zalecaja postugiwanie sie testem ID.

Biorge pod uwage wszystkie te elementy w
programie uwalniania stad zakazonych wiru-
sem EBB, celowym wydaje sie w pierwszym
etapie akcji badanie surowicy krwi metods ID,
poszerzone o badanie siary i wydzieliny przed-
slarowe] z réwnoczesnym usuwaniem dodat-
nich reagentéow. Alternatywnym postepowa-
niem byloby badanie mleka poszczegdlnych
krow testem ELISA, a takze siary i wydzieli-
ny przedsiarowej. Taki sposéb postepowania
pozwolitby przeprowadzi¢ badanie calych stad
bydta mlecznego wylgcznie w oparciu o bada-
nie wydzieliny gruczolu mlekowego. W konco-
wym etapie akcji nalezaloby zastosowaé czulg
metode ELISA w surowicy krwi celem osta-
teczne] weryfikacji wynikdow.

W wyborze metod postepowania nie bez zna-
czenia sy wzgledy ekonomiczne, Nalezy pod-
kresli¢, ze jakkolwiek koszty laboratoryjne ba-
dania ELISA s3 prawie o 100% wyzsze w sto-
sunku do ID, to biorac pod uwage zuzycie an-
tygenu, przy wykorzystaniu tej samej masy
wirusa i jego biatek, uzyskiwanych z hodowli
komérkowe]j, testem ELISA mozna zbadaé od
20 do 25 razy wiecej prob niz metods ID.
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Putawy

KyssMmak f. — OH300THYeCKMii JICHKO3 CKOTa, II.
CpaBHUTEJIbHBIE MCCIEJOBAHUA CBHIBOPDOTEM KPOBM M
MoJI0Ka ¢ mpumenenmeM kpurepues ID u ELISA

Ilenp paboThI COCTOAJA B CPABHUTENBHBIX MCCAENO-
BAHMAX CHLIBOPOTKM KPOBM, MCCJEAyeMOil KpUTepuaMu
ID u ELISA, M MOJOKa, JCCIeAYEMOTO KPUTEPHEM
ELISA. MaTepnan A MCCIEHOBAHMUI TIPOMCXOIUI OT
307 KOpPOB, HATYPAJIBHO 3apazKEeHHBIX BUPYCOM 3H300TH-
YyeeKoTo JIefKo3a CKOora, M3 5 cTaj. B MCCIeToBaHMAX
MOJIOKa TIOJIOKUTEIBHYI0 DPeakIuio OTMedeHo y 143
KOpPOB. B CLIBODOTKE KPOBM, MUCCIIEAYyeMOli KpUTepreM
ELISA, mpoTuBoTesNa mpucyTcBoBamu y 160, a B Kpu-
Tepun ID y 130 =mBOTHBIX, Ilo0XMUTENbHbIE DE3YJIb-
TATHI MCCJeNOBaHMA KPOBM KpUTepueM ID Oblin B 93%
(121/130) mmoxTBepAeHEI MCCIELOBaHMEM MOJOKA. Koraa
CLIBOPOTKA KpOBU 1cciegoBasiachk meronoM ELISA, mo-

ANDRZEJ RUDY

JIOXKUTEeIbHbIE PEe3yJILTATHI NOINTBEPIKIEHO MUCCHeno-
paHyeM MOJIoKa B 81% (129/160). MccnemosaHus MOKa-
34, 9TO METOJ OIpe/efieHus NPOTHUBOTE] B MOJOKe
kpuTeprueM ELISA MOKHO CHMTAThL ANbBTEPHATHBHBIM
OTHOCHUTEJIBHO MCCJEJ0OBAHMA CLIBOPOTKM KPOBM METO-
noMm ID.

Kuzmak J. — Enzootic bovine leukosis (EBL). II. Com-
parative examinations of blood and milk using the
AGID and ELISA tests

The examination were carried out using the mate-
rial derived from 307 cows coming from 5 herds na-
turally infected with EBL virus. Positive reactions
were found in the samples of milk of 143 cows. Po-
sitive seroconversion was stated by the ELISA in 160
and by immunodiffusion in 130 cows, respectively.
The presence of specific antibodies in the sera tested
by the AGID test were confirmed in 93% (121/130)
using millk samples. When sera were tested by the
ELISA positive results were also stated in milk sam-
ples in 129 per 160 examined (81%). The author sug-
gests that milk examination by the ELISA gives to
some extent comparable results with those obiained
using serum samples and the AGID test.

Wplyw zakazenia drobnoustrojami aparatéw klujnikowych

na stan zdrowoiny brojleréw kurzych

w pierwszych dniach zycia

zaklad Higieny Weterynaryjnej, ul. Wroctawska 170, 45-836 Opole

W czasie klucia, tramsportu i odchowu pi-
skleta poddawane sa dzialaniu réznych stre-
50w, a najpowazniejszy stanowia zakazenia bak-
tery jne powodujace wysoka Smiertelnosc. Z ba-
dan Mazurkiewicza i wsp. (7) wynika, ze wsrod
okreslonych przyczyn zejs¢ dmiertelnych kur-
czat w Polsce najczestszy byl udzial chorob
bakteryinych 29,3—52,7%, a wsréd nich zapa-
lenie pepka i woreczka zoltkowego, kolibakte-
rioza oraz salmoneloza. W $wieftle danych pis-
miennictwa (1, 2, 5, 6, 9, 10, 11) w warunkach
chowu towarowego piskleta wprowadzone do
brojlerni staja si¢ zrodltem zanieczyszczenia mi-
krobiologicznego pomieszczen. Badania Pietrz-
kiewicz (8) wykazujg, ze zapalenje pepka i wo-
reczka zoltkowego stanowi 41,56% przyczyn pad-
nie¢ w pierwszym tygodniu zycia kurczat broj-
leréw. Badania wlasne (10, 11) oraz Sauterg
i wsp. (14) wskazuja, ze od 2—5 dnia Zzycia
kurczat brojleréw straty z powodu zapalenia
pepka i woreczka zoltkowego wynoszg 75,4—
—80,1%, salmonelozy 1,7—3,2%, a aspergilozy
od 1,3—1,9%, w zaleznosci od warunkoéw cho-
wu. U padlych kurczat wykazujacych zapale-
nie pepka i woreczka zoltkowego Mazurkiewicz
i wsp. (7) izolowali poza Escherichia coli, Pseu-
domonas aeruginosa, urzesione pateczki Salmo-
nella (8—14,8%), natomiast w badaniach wlas-
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nych (12) u kurczat, ktérych wiek nie przekra-
czal 5 dni zycia odsetek zakazenia salmonela
wynosit 51,5% badanych pisklat.

Wysoki udzial strat na tle zapalenia pepka
i woreczka zoltkowego wedtug Borzemskiej (3)
moze byé warunkowany takimi czynnikami jak:
niska warto$é¢ biologiczna jaj wylegowych, nie-
wtlasciwa technologia legu, brak higieny w ko-
morze klujnikowej oraz zaniechanie brakowa-
nia pisklat.

Celem mniniejszej pracy byla proba wykaza-
nia wpltywu zakazenia bakiteryinego aparatéw
klujnikowych na stan zdrowotny kurczgt w
pierwszych 5 dniach zycia.

Material i metody

Badania przeprowadzono w Zakladach Wylegu Dro-
kiu w rejonie woj. opolskiego i objeto nimi 120 le-
gbw pisklat brojleréw kurzych. Badaniami objeto:

— stan sanitarny aparatéow klujnikowych przed
wstawieniem do Kklucia, okre$lajagc ogdlng liczbe bak-
terii i grzybéw w 1 m?® powietrza (13) oraz liczbe
bakterii i grzybéw ma 1 cm? powierzchni (4),

— stan sanitarny aparatéw klujnikowych w chwili
wyjmowania pisklat na podstawie zakazenia mikro-
biologicznego powietrza. Badania wykonano metodg
sedymentacji wg Gogoberidze oraz Jakubowskiej icyt.
13). Poszezeg6lne rodzaje drobnoustrojow identyfiko-
wano w oparciu o metody podane w padreczniku



