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Summary

Evaluation of three serclogical tests and delayed
hypersensitivity te diagnese IBR-IPV virus infec-
tions in cattle

There has been compared a diagnostic value of three
serological methods and a delayed — type skin hepersen-
sitivity (DTSH) test in cattle infected with bovine herpesvi-
rus type 1 (BHV-1). VN24 test, i.e. the neutralization test
with an incubation of virus-serum mixture or 24 hours,
showed the highest sensitivity, whereas an ELISA and
a standard mneutralization (VN1) assay failed to detect
BHV-1 antibody in some VN24 positive serum samples, The
DTSH test also failed to detect some animals that were
pesitive by VN24, however, in contrast to the ELISA and
VN1 assays about 4 per cent of cattle with negative VN24
results appeared to be positive by DTSH reaction.

W diagnostyce serclogicznej zakazen bydla wirusem
IBR-IPV, znanym takze jako bydlecy herpesvirus typ 1
(BHV-1), podstawowec znaczenie ma test scroneutrali-
zacjl wykonywany czesto w wersji klasycznej z 1-go-
dzinng inkubacjg mieszaniny wirus-surowica badana
(SN 1), (5, 6, 11, 14, 20, 24, 28). Weryfikujac wyniki
tego testu innymi odczynami (12, 16, 17) stwierdzono,
ze u zwicrzat z niskimi mianami swoistych przeciwcial
daje on nierzadko falszywie ujemnc wyniki, co z kolei
ma istotny wplyw na efektywnos$¢ zwalczania zakazen
tym zarazkiem. Prébowano zatem podniec$é czultosé SN1
poprzez dodatek dopelniacza (18, 19), obnizenie dawki
wirusa (3) lub wykonanie odezynu w wersji ze stalg
dawka surowicy (15). W 1978 r. Bitsch (4) wykazal, ze
znaczne zwigkszenie czulo$ei tego testu mozliwe jest
przez wydluzenie czasu inkubacji mieszaniny wirus-su-
rowica badana do 24 godzin (8N24). Wyniki te potwier-
dzili nastepnie Edwards 1 wsp. (12). Dalszg mozliwosé
udoskonalenia sposobéow diagnozowania zakazen wiru-
sem IBR-IPV stwarza alergiczny test skorny w wykona-
niu podobnym do testu tuberkulinowego. Daje on bo-
wiem nic tylko wyniki zblizone do vzyskiwanych w ba-
daniu serologicznym (2, 7, 10, 25, 27), ale umozliwia
ponadto wykrywanie seroujemnych nosicieli zarazka
(x, 9).

Celem niniejsze]j pracy bylo poréwnanie warto$ci
diagnostycznej dwu odmian odezynu seroneutralizaciji
(SN1, SN24) testu ELISA oraz alergicznej préby skérnej
u bydta zakazonego w sposéb naturalny lub sztuczny
wirusem IBR-IPV.

Materiat i metody

Zwierzeta. Badaniami poréwnowczymi w testach se-
roneutralizacji (SN1 1 SN24) oraz alergiczne] prébie skérnej
objete 170 zwierzgt, w tym 24 buhaje, 95 krow mlecznych
craz 51 jalowic w wieku powyZej 6 miesiecy, natomiast po-
rownanie wynikéw testow ELISA i SN24 wykonano na pod-
stawile badan 279 surowic pochedzgcych od 196 krow mlecz-
nych, 51 jatowic, 18 bukatéow i 14 cielgt. Zwierzeta po-
chodzity zaréwno ze stad zakazonych BHV-1, jak i wolnych
od zakazen tym wirusem, Poréwnawczymi badaniami sero-
logicznymi objeto réwniez grupe 5 cielat eksperymentalnie
zakazonych szczepem Cooper BHV-1 i badanych uprzednio

w kierunku rozwoju adpornosci typu komérkowego (26).

Badanie serologiczne., Odeczyn seromeutralizacji
(SN) wykonano w dwdch wersjach rdznigeych sie diugoscia
okresu inkubacji mieszaniny wirus-surowica badana i ozna-
czonych odpowiednio SN1 i SN24. Z uwagi na to, ze testy
te stanowig gléwny przedmiot pracy, zostang opisane szcze-
gbétowo.

Mianowanie wirusa do odczynu. Seryjne, 10-krotne, wzras-
tajgce rozcienczenia szczepu Cooper BHV-1 wykonano na
plaskodennych plytkach fypu F (Plastomed) dodajge do
360 pl plynu Eagle’a (Eagle’s minimum essential medium —
EMEM) zawierajacego 2% surowicy plodu bydlecego (foetal
calf serum — FCS) 40 pl wirusa. Przy mianowaniu wirusa
do testu SN1 plytki umieszczano nastepnie przez 1 godzine
w temp. 37°C w komorze wilgotne] zawierajacej 5% CO,
(inkubator CO,), natomiast w przypadku testu SN24 inku-
bowano je przez 24 godziny w identycznych warunkach
(SN24-A). W mianowaniu wirusa do SN24-B pominieto
wstepng inkubacje. Nasteprnie do kazdych 5 basenikow
plytki typu F zawierajgcych jednowarstwows, 24-godzinng
hodowle komérek linii ciggtej MDBK (Madin-Darby bovine
kidney) dodawano 50 pul porcje odpowiedniego rozciencze-
nia oraz taka samg objetos¢ EMEM-FCS. Po 1-godzinnej
adsorpeji w inkubatorze CO, baseniki dopeiniano 150 ul
EMEM-FCS 1 miano wirusa odczytywano po dalszych
4 drndach inkubacji.

Wykonanie testu. Surowice przed badaniem inaktywo-
wano w 56°C przez 30 min., po czym wykonano ich seryjne
2-krotne rozcienczenia w 50 pl EMEM-FCS uzywajac
wklestodennych piytek serologicznych typu U (Plastomed).
Po dodaniu réwnej objetosci EMEM-FCS zawierajacej 100
TCIDs, odpowiednio wymianowanego wirusa, ptytki wstrza-
sano i umieszczano w inkubatorze CO, na okres 1 (SN1)
lub 24 godzin (SN24). Ostatnie baseniki szeregu zawierajgce
50 ul badanej surowicy rozcienczonej 1:2 i réwng objetosé
EMEM-FCS stanowily kontrole toksycznosei surowicy. Na-
stepnie zawarto$é poszczegdlnych basenikéw przenoszono do
odpowiednich basenikéw plytki typu F z wyroénietg uprzed-
nio, 24-godzinng hodowla komoérek MDBK. Po 1-godzinnej
adsorpcji w inkubatorze CO, dodawano 150 ul EMEM-FCS.
Wyniki odczytywano po 3 dniach, a miano wyrazano w
postaci Sredniej geometrycznej dwoédch powtdérzen. Miano
robwne lub wyzsze od 1:2 uwazano za dodatnie. Réwno-
czes$nie z wykonywaniem testu mianowano powtdérnie wirus
celem okreslenia faktycznie uzytej dawki.

Test ELISA wykonano zgodnie z instrukcja producenta
zestawu uzytego do badan (Bioveta, Ivanovice na Hane,
CSRS). Wyniki odczytywano czytnikiem firmy Abbott i wy-
razano w postaci wartosci gestosci optycznej (OD) przy
diugosci fali 492 nm. Warto$ci powyzej 0,1 oznaczaja do-
datni wynik préby.

Badanie alergiczne. Przygotowywanie antyvgenu do
proby skornej. Jednowarstwowe hodowle komérek MDBK
zakazano szczepem Cooper BHV-1 w dawce okolo 1 TCID;,/
/komérke. Pa adsorpeji (1 h, 37°C) komédrki plukano EMEM
i wprowadzano ptyn Parkera bez surowicy. Po 48 godzinach
inkubacji w 37°C, hodowle 3-krotnie zamrazano i odmraza-
no; material wirusowy czesciowo 0CZySzCzallo przez naprze-
mienne wirowanie przy 1500 < g przez 20min. i 70000 < g
przez 90 min. Osad po ultrawirowaniu zawieszano w izoto-
nicznym roziworze NaCl, po ¢zym 5 ml porcje preparatu
wirusowego przenoszono na plytki Petriego o sredniey 70
mm | inaktywowano przez 30 min, promieniami UV z odle-
glosei 25 em uzywajace lampy typu HB 200 z kwarcowsg so-
czewky skupiajacg. Stopien inaktywacji sprawdzano w ho-
dowlach komérek MDBK. Przed uzyciem preparat wirusowy
doprewadzano do zawartosci biatka réwnej 200 ug/ml przez
rozcienczenie go w izotenicznym roztworze NaCl. Preparat
kontrolny sporzadzono w identyczny sposdb uZywajac nie
zakazonych hodowli komoérek MDBK, Alergiczny test skorny
(ATS) przeprowadzono w sposob jak przy tuberkulinizacii,
dokonujge pomiaru grubosci faidu skérnego szyi przed i po
45 godz. po srodskornvm wprowadzeniu preparatu wiruso-
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wego w obietosei 0.2 ml. Na podstawie analizy statystycznej
przyrostéw grubosci fatdu skornego za dodatni wynik ATS
U osobnikéw powyiej 6 miesigea Zycia przyjeto zgrubienie =
2,26 mm (2,5), natomiast u cielgt zgrubienie 22 1,1 mm (26).
Zgodnosé, czutos$é i swoistos¢ wynikéw danego testu obli-
czano wedlug wzoréw Fairchilda i wsp. (13). '

Wyniki i omowienie

Poréwnanie wynikéw testow SN1 i SN24 przedstawio-
no w tab. 1. Test SN1 w stosunku do SN24 wykazywat
zaledwie 75% czulosci. Wéréd 113 zwierzat ujemnie re-
agujacych w SN1 az 19 bylo dodatnich w SN24. Osobni-
ki dodatnie w SN1 mialy z reguly niskie miana — od
2—23, maksymalnie do 91, podczas gdy miana tych sa-
mych zwierzat badanych testem SN24 byty przecietnie
16-krotnie wyzsze. Otrzymane wyniki potwierdzajg ba-
dania innych autorow (4, 12) i wskazuja na wysoksg
wartosé diagnostyczng testu SN24. Test ten, w odréz-
nieniu od SNI1, pozwala tez na nieco weczeniejsze wy-
krywanie przeciwcial. Bitsch i wsp. (4) wykryli bowiem
przeciwciala testem SN24 w 13, za§ SN1 w 16 dniu po
zakazeniu. Podobnie Edwards i wsp. (12), badajac od-
powiedz serologiczng zwierzat uodpornionych donosowo
zywa, atenuowang szczepionka, testem SN1 nie wykry-
wali serokonwersji w ogole lub stwierdzali ja znacznie
pozniej niz w SN24. W badaniach wlasnych przepro-
wadzonych u eksperymentalnie zakazonych cielat nie
stwierdzono réznic pod tym wzgledem (tab. 2). Przyczy-
ng mogla by¢ sila bodzca antygenowego zwigzana z
dawka zarazka i droga zakazenia zwierzat (26).

Osobnego omowienia wymaga sposéb mianowania wi-
rusa do testu SN24. Poniewaz okres inkubacji miesza-
niny wirus-surowica wynosi w tym tesScie 24 godziny
w 37°C, na wysokosé uzyskanego miana oprécz neutra-
lizacji wirusa przez przeciwciala moze mie¢ wplyw tak-
ze i stopien jego inaktywacji cieplnej. Z uwagi na po-
wvzsze poréwnano wyniki dwdch odmian testu SN24,
w ktoérych uzyty wirus byl mianowany dwoma sposo-
bami: z wstepna inkubacjg 24 godziny w 37°C celem
wykluczenia wplywu inaktywacji cieplnej wirusa na
uzyskane miano (SN24-A) i w sposéb standardowy, tj.
bez perinkubacji (SN24-B). Réznica w mianie zakaznym
tak testowanych wiruséw wynosita przecietnie 0,55 logy,
na korzy$é wirusa mianowanego w sposob standardowy.
Pomimo tego wyniki badania 166 surowic oboma testa-
mi wykazaly ich zblizong czutos¢, gdyz sposrod 94 sztuk
ujemnych w SN24-A tylko jedna byla dodatnia w
SN24-B. Miana przeciwecial w tym ostatnim tedcie byty
jednak przecigtnie 2,2-krotnie wyzsze. Dane te wska-
zujg, ze w przypadku szczepu Cooper BHV-1, uzytego
w niniejszej pracy, nie jest konieczne uwzglednianie
stopnia jego inaktywacji cieplnej przy wykonaniu testu
SN24. Jednakze z uwagi na fakt, ze poszczegolne szcze-
py BHV-1 moga wykazywaé pewne roznice we wrazli-
woscl na temperature, czynnik ten musi byé zawsze
wziety pod uwage przed uzyciem danego szczepu jako
antygenu w odczynie. W przeciwnym bowiem wypadku
dawka wirusa uzyta w SN24 moze okazaé sie zbyt ma-
ta. Wlasne badania poréwnawcze nie wykazaly przewa-
gi testu ELISA nad testem SN24 (tab. 3). Z 202 surowic
uznanych jako ujemne w te$cie ELISA az 34 byty do-
datnie w SN24. Podobnie, badajac narastanie mian prze-
ciweiat u cielgt zakazonych eksperymentalnie BHV-1
stwierdzono, ze w 14 dniu po zakazeniu wiekszos¢ z do-
datnich w SN1 i SN24 zwierzat byla ujemna w odczy-
nic ELISA. Przyczyne tych rozbiezno$ci mozna wigzaé
z jakoscig zestawu ELISA uzytego w badaniach wilas-
nych. Z danych pismiennictwa (12) wynika bowiem, Ze

Tab. 1. Porownanie wynikéw testéw SN1 i SN24

Rozklad mian l

przeciwcial SN

‘ SN1 (miano) | Ogotem

w zaleznosci od <2 2—6 8-23 3291

wysokosdcei i testu | - I
<2 | 94* ] 94
: 2—6 | 12 2 14
SN24 8—23 7 17 2 26
(miano) 3291 | 10 11 21

125—362 1 9 1 11-

| 512—1450 1 2 1 4
Ogolem _l_u_s 31 24 2 | 170

Objasénienia: miano dodatnie w testach SN1 i SN24 =2, *liczka
surowic zgodna 2z danym przedzialem mian testéw SN1 i1 SN24,
czutosé SN1/SN24 = 75%, swoistosé SN1/SN24 = 100%, zgodnos$¢ SN1/
SN24 = §9%.

Tab. 2. Narastanie mian przeciwcial u 5 cielgt
eksperymentalnie zakazonych szczepem Cooper BHV-1
badane testami SN1, SN24 i ELISA

Dni po zakazeniu

|
ReSE } 0 7 14 21 28 42 3§
SN1 <2 <2 11 16 24 24 23
SN24 <2 <2 48* 73 220 478 549
ELISA 0,009 0,008 0,076** 0,121 0,183 0,411 0,542
Objaénienia: * $rednia geometryczna mian, ** $rednia arytme-

tyezna wartosei OD,g,, miano dodatnie w SN1 i SN24 2> 2, wynik
dodatni w ELISA OD492 > 0,1

Tab. 3. Pordéwnanie wynikow testow SN24 i ELISA

Rozklad i
mian prze- | ELISA (ODyg) | Ogo-
ciweiat | <0,1 0,101—02 0,201—¢,3 0,301—04>0,4| lem
SNiELISA B
o <3 167 1 168
g 2—6 g 2 2 13
E 8—23 12 (5] 2 2 1 26
— | 32—01 14 14 6} 3 3 40
3 |128—362 T 8 6 2 23
Z 1512—1450 2 3 4 0
sl —
Ogodlem | 202 32 24 11 10 l 279
Objasnienia: miano dodatnie w te$cie SN24 > 2, wynik dodatni

w ELISA OD,, > 0,1, * liczba surowic zgodna z danym przedziatem
mian SN24 i zakresem ODg, testu ELISA, czulosé ELISA/SN24=68%,
swoistosé ELISA/SN24=99%, zgodno$é¢ ELISA/SN24=87%.

Tab. 4. Poro6wnanie wynikéw testu SN24 i skérnego (ATS)

Zgrubienie | ]
f_aldt_x s_}gry_ ATS (wzrost zgrubienia fatdu Ogo-
Wysokos¢ | skory — mm) | tem
miana prze- <2,5 2,6—5 5,1—7,5 7,6'—'10 10,1—15>1J
ciwciat SN

9 <2 90* 2 2 | o4
< 2—6 4 2 3 2 2 1 14
g | s—a3 4 7 5 3 3 4 26
i | 32—91 1 4 6 5 3 2 21
5 [128--326 | 1 2 4 2 2 11
2 |512—1450, 1 1 1 1 4
Ogolem 101 17 19 15 9 9 I, 170

Obja$nienia: miano dodatnie w te$cie SN24 == 2, wynik dodatni
ATS 2= 2,6 mm, *liczba surowic zgodna z danym przedziatem mian
testu SN24 i zakresem wzrostu zgrubienia skéry w ATS, czulosé
ATS/SN24=386%, swoisto$¢ ATS/SN24=96%, zgodnos¢ ATS/SN24=91%.
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zestawy niektérych firm gwarantujg czulo$¢ doréwnu-
jacg testowi SN24.

Poréwnanie wynikéw testéw SN24 1 alergicznego
przedstawiono w tab. 4. Testem skérnym nie wykryto
wszystkich serododatnich osobnikéw, co zgodne jest
z wynikami badan innych autoréw (2, 7, 27), jednakze
w odréznieniu od testéw SN1 i ELISA stwierdzono do-
datnie wyniki w tym tescie takze u okolo 4% zwierzat
ujemnych w SN24. Poniewaz zwierzeta, u ktorych
stwierdzono takie reakecje pochodzily ze stada zakazone-
go sugeruje to, ze mogly by¢ one latentnie zakazone
BHV-1. Takg mozliwosé wykrywania przy uzyciu testu
skérnego latentnych nosicieli zarazka udokumentowano
juz wezesniej (1). Zadne ze zwierzat pochodzacych ze
stada wolnego od zakazen BHV-1 nie zareagowalo do-
datnio w ATS. Na duzg warto$¢ diagnostyczng tego
testu wskazujg tez inne dane, zgodnie z ktorymi bada-
nie testem skérnym nie powoduje serokonwersji u zwie-
rzat wolnych od zakazen BHV-1 (8, 21, 22, 23), a takze
u mlodych zwierzat umozliwia odroznienie osobnikow
zakazonych od tych z przeciwcialami siarowymi (2, 25,
217).

7 przeprowadzonych badan wynika, ze test SN24 jest
bardziej czuly niz SN1. Poniewaz usprawnienie to —
przedtuzenie okresu inkubacji mieszaniny wirus-suro-
wica badana — nie stwarza trudnosci technicznych i nie
zwieksza kosztéw badania, powinno byé ono wprowa-
dzone do postepowania diagnostycznego w zwalczaniu
zapalenia nosa i tchawicy oraz otretu u bydla.

Whniosek ten jest o tyle uzasadniony, ze nawet jesli
w przyszioéei upowszedni sie w w krajowej diagnostyce
oméwionego zakazenia odezyn ELISA, test SN24 i tak
bedzie odczynem referencyjnym w okreslaniu wartosci
rozpoznawczej zestawow ELISA poszczegblnych produ-
centéw i przesgdzajagcym o ostatecznym rozpoznaniu za-
kazenia u danego osobnika. W przypadku badania mto-
dych zwierzat, gdy nie ma pewno$ci co do pochodzenia
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przeciwcial oraz seroujemnych osobnikéw dorostych
ze stada zakazonego (ewentualnie zakazenia latentne)
badanie serologiczne powinno byé uzupelnione alergicz-
ng proéba skorng.
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TORNQUIST M., PURNELL R. E.,, TOLLING 8. T.: Utrzy-
mujaca sie wrailiwo§é larw zakainych Ostertagia ostertagi
na winian morantelu. (Continued susceptibility of Osterta-
gia ostertagi infective larvae to morantel tartarate). Vet.
Rec. 129, 472, 1991 (21)

Przeiledzono przez okres 9 lat stopien wrazliwosci larw
zakaznych Ostertagia ostertagi na winian morantelu (Para-
tect). Preparat stosowano u cielat w postaci kesow podawa-
nych bezposrednio do zwacza. Larwy zakaine uzyskiwane
corocznie z zarazomych cielgt sluzyly do zarazania zwierzgt
eksperymentalnych i do badania ich wrazliwosci na Para-
tect. Mimo, ze cieleta byly wypasane ma tym samym pas-
twisku przez okres 9 lat nie obserwowano wzrostu opor-
nosci larw zakaznych O, ostertagi na meorantel, Stad tez
morantel mozna uznaé za nadal skuteczny lek w zwalcza-
niu inwazji O. ostertagi u cielat.
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BERRY W. L., NESBIT J. W.: Nerczyca konczaca si¢ pad-
nieciem u kota po miejscowym zastosowaniu fentionu.
(Fatal nephrosis in a cat after topical application of
fenthion). Vet. Rec. 129, 448—449, 1991 (20)

Metylofention jest insektycydem fosfoorganicznym, ktoéry
zastosowany miejscowo wywiera dziatania ogdlnoustrojowe
poprzez hamowanie aktywnosci acetylcholinesterazy. U ko-
ta w wieku 1 roku wystapilo zatrucie po miejscowym za-
stosowaniu na skoére grzbietu 0,25—0,30 ml 20% roztworu
metylofentionu (Tiguvon). Podawanie chlorku obidoksymu,
siarczanu atropiny, infuzje plynu Ringera, a takze dokladne
zmycie miejsca, na ktére zastosowano insektycyd przyniosto

tylko przejsciowy poprawe. Po 3 dniach wystgpita depresja,
utrata laknienia, nadmierne $linienie, lzawienie, ogdlne osta-
bienie, azotemia, ktérej towarzyszyla hiperkaliemia i hiper-
fosfatemia, Zastosowanie diuretykéw mie pobudzilo do pro-
dukeji moczu. Kot padl po 4 godzinach po wlewach zawiera-
jgcych dopamine. Badaniem posmiertnym stwierdzono zwy-
rodnienie nerek.

G.

BRYANT C. E., ENGLAND G. C. W., CLARKE K. W.: Po-
rownanie dzialania sedatywnego medetomidyny i ksylazy-
ny u koni. (Comparison of the sedative effects of medeto-
midine and xylazine in horses). Vet. Rec. 129, 421423,
1991 (19)

Medetomidyna, pochodna metylowa detomidyny jest sto-
sowana u kotéw i u pséow jako S$rodek przeciwbdlowy
i uspokajajgcy. Dziala ona bardziej specyficznie na alfa 2
receptor nizeli detomidyna i ksylazyna oraz daje silniejsze
efekty behawioralne i neurochemiczne. Na 4 kucykach i na
jednym koniu poréwnano efektywnos$¢é medetomidyny za-
stosowanej w dawce 10 ug/kg 1 5 pk/kg z ksylazyng
(1 mgpkg). Preparaty podano w inniekeji dozylnej. Medeto-
midyna w dawce 10 pg/kg dawata identyczny efekt uspo-
kajajacy Jjak ksylazyna w dawce 1 mg/kg. Jednakze przy
tej dawce ataksja byla silniej zaznaczona i utrzymywala sie
znacznie dluzej nizeli po stosowaniu ksylazyny. Medetomi-
dyna w dawce 5 ug/kg przynosila stabszy efekt uspokaja-
jacy, dajac ataksje o identycznym nasileniu jak ksylazyna
w dawce 1 mg/kg.

G.



