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ANDRZEJ SALWA, BEATA DONDERSKA

Badania poréwnawcze przydatnosci odczynu seroneutralizacji i odczynu.
ELISA w serodiagnostyce otretu u bydta

Zaklad Higieny Weterynaryjnej, ul. Kaprow 10, 80-316 Gdansk

Summary

The value of VN and ELISA tests in the serodiagnosis of
IPV-IBR of cattle

For detecting antibodies against IPV-IBR there were used
two serological methods, i.e. the virus neutralization and
ELISA tests. The tests were compared using 1277 samples
of blood. A high degree of correlation-between,two methods
was observed. However, the ELISA- proved to be more
sensitive and therefore it should be applied particularly
during mass control examinations of cattle.

W ostatnich latach obserwuje sie nasilenie zakazen
wirusem IBR/IPV (BHV-1), ktére u buhajow moze
przebiega¢ pod postacig pecherzykowego lub wrzodzie-
jacego zapalenia blony Sluzowej napletka i pracia.
U krow podobne zmiany wystepuja w blonie $luzowej
sromu i pochwy (19, 20, 21). Zakazenie wirusem IBR/IPV
nie zawsze manifestuje sie zachorowaniem z widocz-
nymi objawami klinicznymi. Liczne badania wykazaly
istnienie zakazen latentnych, przy ktorych klinicznie
zdrowe zwierzeta moga nawet przez calte zycie by¢ no-
sicielami wirusa (8, 17, 21).

Okreslenie miana swoistych przeciwcial w surowicy
krwi bydila jest jedna z podstawowych metod w diag-
nostyce zakazen BHV-1, stosowana w celu wykrycia
w stadach krow seroreagentow dla oceny sytuacji epi-
zootycznej. W rutynowej diagnostyce serologicznej tej
jednostki chorobowej zastosowanie znalazl odezyn se-
roneutralizacji 1 liczne jego modyfikacje (2, 4, 5).
Oprécz wymienionego odczynu stosowany jest odezyn
wigzania dopelniacza, odezyn biernej hemaglutynacji,
odczyn precypitacji w zelu agarowym oraz metoda
radioimmunologiczna (12, 16, 18). Odczyn seroneutra-
lizacji, ktéry wykonuje sie w oparciu o hodowle ko-
morkows, jest metodg pracochlonng i czasochlonna.
W zwigzku z tym zainteresowanie wzbudzila metoda
immunoenzymatycznego wykrywania przeciwcial w su-
rowicy krwi przy pomocy odczynu ELISA. Charakte-
ryzuje sie ona duzg czuloScia swoistoScia i prostota
wykonania pozwalajgca na jednoczesne wykonanie du-
zej iloSci badan {6, 9, 11, 13, 19).

Celem powyzszej pracy bylo poréwnanie wynikow
dwéch metod wykrywania przeciweial anty IBR/IPV
za pomocg odczynu seroneutralizacji i metody ELISA.

Material i metody

Badaniu poddano surowice krwi 1277 kréw ozdrowien-
cow w wieku od 1 roku do 6 lat. Zwierzeta pochodzily
z kilku stad, z gospodarstw uspolecznionych, w ktérych
wezesniej stwierdzono kliniczng postaé otretu bydia. Po-
wyzsze badania przeprowadzono w okresie jesienno-zimo-
wym w latach 1988—1989. Badania serologiczne wykonano
przy pomocy odczynu seroneutralizacji metodg beta w
oparciu o efekt cytopatyczny w hodowli komérkowej jgdra
cielecego (HKJC) przy uzyciu dawki 100 TCIDg wirusa
IBR/IPV (2). Wykrycie przeciwcial swoistych w rozcien-
czeniu surowicy 1:2 uznano za wynik dodatni. Odczyn
ELISA wykonano za pomocg zestawu odczynnikéw Enzyg-
nost IBR/IPV (Behringwerke AG, Morburg W. Germany)

wgZ instrukeji podanej przez producenta. Surowice kréw
badano w rozcienczeniu 1:20. Wynik rejestrowano czytni-
kiem mikroelisa i przyjmowano za wynik dodatni, jezeli
ekstynkcja badanej probki byla wyzsza od wartosci pro-
gowe]j podanej przez producenta. Uzyskane wyniki badan
poddano analizie statystycznej, ocemiajgec zaleznos¢ miedzy
wynikami uzyskanymi w odczynie seroneutralizacji a wy-
nikami testu ELISA. Poslugiwano sie przy tym wspélczyn-
nikiem kbretacji_Jliniowej. (r). Obliczono réwniez wzglednag
czulosé i swoistosé- SN i ELISA (7).

Wyniki i omdédwienie

Wyniki przeprowadzonych badan przedstawiono w
tab. 1 i 2 oraz na ryc. 1. Wykazano, ze testem ELISA
reaguje dodatnio o 2,8% surowic (36 probek) wiecej
niz w odczynie seroneutralizacji. Wérod wszystkich
badanych surowic uzyskano tylko 1 wynik rozbiezny,
ujemny w te$cie ELISA, a dodatni w odczynie SN, co
nie wydaje sie by¢ istotne przy tak duzej liczbie testo-
wanych surowic. Wyjasnienia stwierdzonej ro6znicy

Tab. 1. Zestawienie wynikéw badan 1277 surowic Kkrow
i jalowek w kierunku obecnosci przeciwcial anty-IBR/IPV

. Metoda Liczba i odsetek
SN |  ELISA probek surowicy

‘ + ‘ 726 (56,9%0)

— o 514 (40,3%0)

B ¥ ‘ 1 (0,1%)

- ‘ + 36 (2,8%)

Tab, 2. Wzgledna czulo$é¢ i swoistosé testu SN i ELISA
w wykrywaniu przeciwcial anty-IBR/IPV

Wzgledna
czulo$¢  swoistos¢
SN wzgledem ELISA 95,00%0 99,80%0
ELISA wzgledem SN 99,86%0 99,80%0

ELISA
3E
1.3m‘_§_§_
4,200
1400
1000
0,900
0,800
0700
0,600 4=086
0,500 n=A4277
p< 0
0,400 miano
s . . . v " y SN
Yo om M Me Ya ¥ Aans

Ryc. 1. Schemat korelacji (r) miedzy wartosciami odczynu
ELISA a odczynem SN
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miedzy wynikami mozna doszukiwaé sie w odpowiedzi
immunologicznej typu humoralnego, ksztaltujgcej sie
w trakcie zakazenia wirusowego. Istotna role odgrywa
czas uplywajacy od momentu zakazenia wirusem do
pojawienia sie we krwi poszczegédlnych klas immuno-
globulin. Jak wskazuja dane z piSmiennictwa we
wezesnym  stadium  choroby pojawiaja sie wpierw
przeciwciala antywirusowe klasy IgM, a dopiero poéz-
niej przeciwciala klasy IgG (13, 14). Najwieksze ich
stezenie w surowicy stwierdza sie dopiero po okolo
dwoéch tygodniach. Na uwage zastuguja wyniki badan
Rodaka i wsp. Autorzy ci wykazali, ze u bydla zaka-
zonego eksperymentalnie wirusem IBR/IPV pierwsze
przeciwciata z klasy IgM pojawiaja sie w o6smym dniu
po zakazeniu, a IgG dcpiero w 11—17 dniu po wnik-
nieciu wirusa do organizmu (18). Zastosowanie testu
ELISA pozwala na jednoczesne oznaczanie przeciw-
cial w klasach immunoglobulin IgM i IgG. Jest to za-
gwarantowane uzyciem koniugatéw — przeciwcial
sprzezonych z wperoksydaza, swoistych dla fragmentu
Fc bydlecych IgG i tancucha u bydlecych IgM, wy-
produkowanych przez firme Behringwerke A.G.
Wzgledng czulo$é i swoistosé odczynu seroneutrali-
zacji i testu ELISA przedstawiono w tab. 2. Obliczone
wskazniki wskazujag na mniejszg czulos¢ odezynu SN
wzgledem testu ELISA. Stopieh korelacji miedzy wy-
nikami uzyskanymi przy pomocy odczynu SN i odczy-
nu ELISA ilustruje tab. 1. Wspoélczynnik ten byl wy-
soki i wynosil dla wszystkich badanych probek suro-
wicy r = 0,86. Wysoki stopien korelacji miedzy wyni-
kami uzyskanymi przy pomocy tych odczynow stwier-
dzili takze inni autorzy (9, 11, 13, 15, 19). Dotyczy to
zaréwno diagnostyki serologicznej, zakazen wirusem
IBR/IPV, jak i choroby Aujeszkyego, wirusowej bie-
gunki bydla, parainfluenzy-3 u bydla, nosowki pséw
(1, 3, 7, 10). Jak to wspomniano we wstepie pracy,
odczyn ELISA, poza duzg czuloScig umozliwiajacg wy-
krycie nawet niewielkiej ilosci przeciwcial w surowi-
cach o mianach ponizej efektu neutralizacji, jest
testem tanszym, szybszym, pozwalajagcym na przeba-

danie w krotkim czasie duzej iloSci probek. Oceniajge
przydatnos$¢ praktyczna metody ELISA i odczynu SN
nalezy podkreSli¢, ze ta druga metoda wymaga specjal-
nego zaplecza laboratoryjnego, przygotowania odpo-
wiednich hodowli komoérkcwych, czystosei 1 jatowosci
szkla laboratoryjnego. Problemem sg réwniez bardzo
czesto wystepujgce zakazenia bakteryjne i czynniki
toksyczne wystepujace w badane] probece surowicy,
z czym ispotkano sie w trakcie prowadzonych badan.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze metoda ELISA
jest metodg czulszg w porownaniu do odczynu SN
i pozwala na wykrycie wiekszego odsetka zakazen
wirusem IBR/IPV, w zwigzku z tym w diagnostyce
serologicznej otretu bydla mozna zaleci¢ test ELISA.
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PRZEMYT NARKOTYKOW
PRZEZ LEKARZA WET. W WB

Brytyjska Izba Lekarsko-Weterynaryjna oglosita ostat-
nio o skresleniu z rejestru lekarzy wet: dr. M. B. H. Munro
za przemyt narkotykéow. Wymieniony zatrzymany zestal
przez wladze celne- w porcie Portsmouth, na podstawie
informacji, kiedy prébowal przemyci¢ w przewozonej, na
przyczepie samochodowej, lodzi motorowej 60 kg zywicy
konopi indyjskich, stuzgcych do wytwarzania narkotykéow.
Warto$¢ rynkowsg surowca oceniono na 250 tysiecy funtéw.
W lodzi znaleziono takze dwa duplikaty paszportow, ze
stemplami pobytu w Maroku oraz rewolwer. Dr. Munro
skazany zostal na 4 lata wiezienia.

JAK ODZYWIAJA SIE 80-LATKI

Na Uniwersytecie w Giessen, RFN przeprowadzono ana-
lize sposobu odzywiania, drogg doktadnie okreslonej ankie-
tyzacji, jak odzywiajg sie i to na przestrzeni wielu lat
ludzie, ktérzy przekroczyli 80 rok zycia. Byli to wszysecy
zupelnie zdrowi osobnicy. Okazalo sie, ze przez cale swe
zycie spozywali codziennie réznorodne S$rodki spozyweze,
w tym kazdego dnia mieso, jaja i produkty mleczne. God-
nym uwagi bylo, ze w grupie tej nie bylo zadnego wege-

tariamina, ani tez stosujgcego specjalne odzywianie alter-
natywne.

PROBLEMY ZE STOSOWANIEM
STYMULATOROW WZROSTU W KRAJACH EWG

Stosownie do zalecenia Parlamentu Zachodnio-europej-
skiego poszczegblne kraje EWG winny wprowadzi¢ na
drodze zarzagdzen zakaz stosowania u zwierzat stymulato-
row wzrostu. Objete majg byé zakazem nie tylko hormo-
ny, ale takze preparaty z grupy tzw. beta-antagonistow.
Problem dotyczy nie tylko ewentualnej szkodliwosci pozo-
stalo$ci tych zwiazkéw w tkankach zwierzat dla ludzi-
-konsumentéw, ale takze mnadprodukcji mleka 1 miesa.
Kraje Europy Zachodnie] posiadajg tak wysokg produkcje
tych s$rodkéw spozywcezych, Ze istniejg juz obecnie duze
trudnosci z ich zbytem, co rzutuje nastepnie na rentow-
nos¢ gospodarki rdlnej. Mimo tych zalecen stymulatory
wzrostu ciggle sa nielegalnie stosowane. Ostatnio wykryto
w Belgii zorganizowang akcje¢ rozprowadzania tych prepa-
ratow wsréd producentéw bydla. Zamieszani sg w tym
takze lekarze wet.,, ktoérzy z tego niedozwolonego proce-
deru majg niemale korzysci materialne.



