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Wplyw czasu i warunkéw przechowywania surowic na stabilnoé¢ miana
swoistych przeciwcial przeciw wirusowi enzootycznej biataczki bydta

zaklad Biochemii Instytutu Weterynarii, Al Partyzantow 57, 24-100 Pulawy

Summary

The influence of time and sera storage conditions
on the titers of specific antibodies against enzootic
.bovine leukaemia virus

The influence of time and storage conditions on the sta-
bility of specific antibodies against EBLV was determined.
The titer of antibodies was tested by use of the immuno-
diffusion test and ELISA. The sera in the Iyophilized form
with the addition of 0.01%¢ sodium azide and 0.01?/¢ merthio-
late were stored at +—4°C, — 20°C and at — 20°C after fre-
ezing and thawing. Sera with the above preparations stored
at - 4°C were tested every three days for three weeks and
the remaining sera every months for one year. The titers
of the specific antibodies did not change their values in sera
stored at - 4°C for 21 days, at — 20°C for 6 months. The
most significant changes in serum titers were observed after
several thawings and refrigerations.

Diagnostyka enzootycznej bialaczki bydla (ebb) po-

lega na wykrywaniu w surowicy krwi swoistveh prze-
ciwciat przeciwwirusowych. Wykrywanie tych prze-
ciweial mozliwe jest przy uzyeiu réznych technik, jed-
nak w badaniach rutynowych stosuje si¢ odczyn im-
munodyfuzji w zelu (ID). Obok testu ID w diagnostyce
laboratoryjnej coraz czeSciej stosuje sig metode immu-
noenzymatyczng (ELISA), za stosowaniem ktérej prze-
mawiaja liczne argumenty: wysoka czuloéé (1, 3), wezes-
ne wykrywanie przeciwceial, obiektywna ocena wynikow
przy odczynie spektrofotometrycznym.
- Powaznym utrudnieniem masowo przeprowadzanych
badan, na co wskazuja obserwacje licznych laboratoriow,
jest koniceznosé weryfikacji wynikéw 1 zwigzana z tym
potrzeba gromadzenia i przechowywania surowicy krwi.
Celem badan bylo okre$lenie wplywu czasu i warun-
kéw przechowywania surowic na stabilno$¢ miana
swoistych przeciweial przeciw wirusowi ebb.

Material i metody

Badania przeprowadzono na surowicach krwi bydla. po-
chodzacego ze stada o wysokim stopniu zakazenia bialacz-
ka. W zaleznosci od sposobu przechowywania surowice- te
podzielono na grupy:

— surowice przechowywane w temp. lodowki (+-4°C);
badano 21 surowic w odstepie 3 dni do 21 dnia przecho-
wywania,

— surowice przechowywane w temp. zamrazarki (—20°C);
badano 21 surowic w odstepie 1 miesigca przez 1 rok,
—- surowice przechowywane w temp. zamrazarki (—20°C)
or_jmraianfe przed kazdymr badaniem i.zamrazane ponow-

nie;

badano 10 surowic w odstepie 1 miesigca przez 1 rok,
— surowice przechowywane w postaci liofilizowanej;

badano 11 surowic w odstepie 1 miesigca przez rok,

— surowice konserwowane 0,01% azydkiem sodu i 0,01%
mertiolatem;
badanie 9 surowic przeprowadzono po 22 dniach prze-
chowywania w temp. lodéwki (-+4°C).

Miano przeciwcial dla wirusa ebb oznaczano testem ID
oraz testem ELISA.

Te§t ID, Wykonano go zgodnie z Instrukcja Ministerstwa
Rolnictwa nr 54 (2). Studzienke $rodkowsg wypemhiano anty-

genem S-445 wyprodukowanym w Instytucie Weterynarii
w Pulawach, za$ studzienki obwodowe kolejnymi rozcien=
czeniami badanej surowicy (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32)
Odczytywanie i interpretacje wynikow wykonano zgodnie
z Instrukcja Min. Rol. Nr 54.

Test ELISA. W badaniach stosowano handlowe zestawy
ELISA firmy Bioveta (CSRS). Przy okreslaniu miana prze-
ciweial badang surowice rozcienczano 1:32, 1:64, 1:128,
1:956. 1:512, 1:1024, 1:2048, 1:4096. Wartosé ekstynkceji
odezytywano w spektrofotometrze Titertek Uniskan L Mia-
no przeciwciat okreslano jako odwrotnosé ostatniego roz-
cienczenia surowicy. przy ktorym wystgpowala jeszcze do-
datnia reakeja testu zgodnie z interpretacia wynikow za-
wartg w instrukcji do zestawu.

Wyniki i omoéwienie

Wyniki przeprowadzonych badan ilustruja ryc. 112,
Miano przeciwcial przeciw wirusowi ebb w surowicach
przechowywanych w temp. 4°C przez 21 dni zmienito
sie nieznacznie, W zdecydowanej wigkszosel badanych
surowic (90% surowic badanych testem ELISA i 95%
surowic badanych testem ID) miano przeciwcial w ostat-
nim badaniu mialo taka samg warto$¢ jak w badaniu
pierwszym. W pierwszej surowicy (5%) badanej testem
rozcienczenia (np. miano przeciwcial 64 obnizylo war-
toéé do 32). Rowniez testem ELISA stwierdzono obnize-
nie sie miana przeciwcial o wartosé jednego rozciencze-
nia w pierwszej surowicy (4,8%0) oraz o warto$¢ dwoch
rozcichczen réowniez w pilerwszej surowicy (4,8%). Prze-
chowywanie surowic w zamrazarce (temp. —20°C) przez.
12 miesiecy powodowalo wyrazne obnizenie si¢ miana
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Ryc. 1. Wplyw warunkéw przechowywania surowic krwi
badanych testem ELISA na miano swoistych przeciwcial
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Ryc. 2. Wplyw warunkéw przechowywania surowic krwi

badanych testem ID na miano swoistych przeciwciat

przeciwcial. Tylko w okolo 5% surowic badanych testem
ELISA miano przeciwcial przez caly okres przechowy-
wania surowic nie zmienilo swojej wartoSci. W pozosta-
fych surowicach miano przeciwcial obnizylo sie o war-
to$¢ jednego rozcienczenia (23,8%), dwodch rozeienczen
(42,9%0), a nawet trzech rozcienczen (28,5%). Obnizanic
sie warto$cli miana przeciwcial obserwowsano od 6 mie-
sigca przechowywania surowic.

Badanie tych samych surowic testem ID nie wykaza-
to tak duzych réznic w zachowaniu sie miana przeciw-
cial, co wynika z mniejszej czulo$ci testu. W 63% su-
rowic badanych miano przeciwcial nie zmienito sie a w
pozostatych surowicach (27%) uleglo obnizeniu o warto$é
jednego rozcienczenia.

We wszystkich surowicach przechowywanych w temp.
- 20°C odmrazanych przy kazdym badaniu i zamraza-
nych ponownie, stwierdzono obnizenie sie wartosci mia-
na przeciwcial oznaczanego testem ELISA. Spadek war-
todci miana byl rézny. W wiekszoéci badanych surowic
(60%v) stwicrdzono obnizenie sie miana przeciwcial
o dwa rozcienczenia; spadek, miana o jedno rozcien-
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czenie wystgpil 'w 30% badanych surowic, a obnizenie
miana o trzy rozciehczenia zaobserwowano w niewiel-
kim procencie badanych surowic (10%). Rownolegle
przeprowadzone badania surowic testem ID nie wykaza-
ly takiej zmiennos$ci w zachowaniu sie miana przeciw-
cial. W 33° badanych surowic miano przéciwcial przez
caly okres przechowywania nie zmienito warto$ci, na-
tomiast w 66% surowic uleglo obnizeniu o wartoié jed-
nego rozcienczenia.

Miano przeciweiat przeciw wirusowi ebb w surowi-
cach liofilizowanych utrzymywalo stata wartosé do 8
miesigeca przechowywania surowic. Po tym okresie w
znacznej czesel surowic (72,7 surowic badanych testem
ELISA i 60% surowic badanych testem ID) miano przc-
ciwcial obnizylo sie o warto$¢ jednego rozcienczenia.
W pozostalych surowicach (27,3% surowic badanych
testem ELISA i 400 surowic badanych testem ID) mia-
no przeciwciat nie zmiecnito sie.

Test ELISA wykonany z surowicami konserwowany-
mi (0,01% NaN, i 0,01% mertiolat) wykazal, zc miano
przeciweial we wszystkich badanych surowicach bylo
nizsze: o wartoéé jednego rozcienczenia (66,6%0 surowic)
lub o warto$é dwoch rozcicnczen (33,3% surowic) w po-
rownaniu z mianem przeciwcial w tych surowicach nie
zawicrajgcych konserwantow.

Badanie tych surowic testem ID wykazalo, ze w zde-
cydowanej wiekszosci surowic (89”¢) miano przeciwcial
nie zmienilo si¢ (4). Jedynie w plerwszej surowicy (11%0)
obnizylo sie o wartosé jednego rozcicnczenia.

Wnioski

1. Miano swoistych przeciwcial nie ulega zmianie przy
przechowywaniu surowicy krwi w temperaturze lodéwki
przez 21 dni, zamrazarce (—20°C) przez 6 miesiecy
i w surowicy liofilizowanej przez 8 miesiecy.

2. Najwiekszy wplyw na zmienno$¢ miana przeciw-
cial ma kilkakrotne odmrazanic i zamrazanie surowicy.
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YASUDA J, TATEYAMA K, SYUTO B. TOO K.: Izoen-
zymy dchydrogenazy mleczanowej i fosfokinazy kreatyny
w tkankach zwierzat laboratoryjnych. (Lactate dehydroge-
nase and creatine phosphokinase isoenzymes in tissues of
laboratory animals). Jpn. J. Vet, Res. 38, 19—29, 1990 (1)

Przebadano rozmieszczenie izoenzymoéw dehydrogenazy
mleczanowe]j (LDH) i fosfokinazy kreatyny (CPK) w watro-
bie, trzustce, odcinku sercowym i oddzwiernikowym zo-
tadka, jelicie cienkim, przedsionku serca, mie$niu udowym,
macicy, korze nerek, sledzionie, mézgu, rdzeniu kregowym
i krwinkach czerwonych myszek ICR, szczuréw rasy Wistar,
$winek morskich i kroélikéow. Izoenzymy LDH i CKP wy-
osobniono z tkanek metodg elektroforezy dyskowej w po-
liakrylamidzie, W tkankach myszek, swinek morskich i cho-
mikéw syryjskich izoenzymy LDH tworzyly 5 odrebnych
pasm, u szczura wystepowaly 4 frakcje. Natomiast izoen-
zymy CKP tworzyly trzy pasma. Jeden z prgzkdéw rozdzie-
lal sie przy tym w niektéorych gatunkéw na dwie pod-
frakeje. Uzyskane wyniki sg bardzo przydatne w analizie
enzymbéw krwi zwierzat laboratoryjnych i czlowieka ponie-
waz sg one czesto wykorzystywane jako biochemiczne
markery chordéb organicznych.

G.

HUNGLIND A., WIEDEMANN V., KUHLMANN R, ER-
HARD M., SCHMIDT P., LOSCH U.: Zastosowanie przeciw-
cial z zoltka jaja kurzego w prefilaktyce i leczeniu chorob
zakainych przewodu pokarmowegs IV, Badania in vitro nad
dzialaniem c¢chronnym przed adhezja enterotoksynogennej
Escherichia coli do wyizolowanych enterocytow. (Chicken
egg antibodies for prophylaxis and therapy of infectious
intestinal diseases. IV. In vitro studies on protective effects
against adhesion of enterctoxigenic Escherichia coli to
isolated enterocytes). J. Vet. Med. B. 38, 373—381, 1991 (5)

Enterotcksynogenne szczepy Escherichia coli (ETEC) sa
najczestszg przyczyng u ssacych i odsadzonych prosiagt. Istot-
ne znaczenie w zjadliwosci odgrywa adhezja zarazka do
komorek mabtonka jelit cienkich i wytwarzanie endotoksy-
ny. Fimbrie odgrywaja najwazniejszg role jako czynnik
adhezji. Stosujgc przeciwciala ekstrahowane z zéitka jaja
kur uodpornionych E. coli przedledzcno ich role w hamo-
waniu adhezji ETEC do enterocytédw Swini. Znamienne ob-
nizenie adhezji ETEC obserwowano pod wplywem przeciw-
ciat specyficznych dla E. coli pochodzacych z zéltek jaja ku-
rzego. Nie wszystkie enterocyty cehujg sie jednakze wiaseci-
waoscig adhezji ETCE. Ta wilasciwosé posiadajg enterocyty
wyposazone w receptory dla fimburii.
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