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Summary

Evaluation of three serological tests and delayed
h5,persensitivity to diagnose ItsR,-IPV virus inf ec-
tions in cattie

There has lreen compared a diagnostic value of three
serological rrrethods 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
rvith an incubation of virus-serum mixture or 24 hours,
showed the highest sensitivity, whereas an EI-ISA and
a standard neutralization (VNl) assay failed to detect
BHV-1 antibody in some VN24 positive serum samples, The
DTSH test also failed to detect some animals that were
positive by VN24, hor,vever, in contrast to the ELISA and
VN1 assays about 4 per cent of cattle with negative VN24
resrrlts appeared to be positive by DTSH reaction.

w kierunLku rozwoju odporrności typ,u komórkowego (26),
B a d a ni e s ero ] o gi c zn e. Odczy,rr seroneutralizacji

(SN) wyko,nalno w dwóch wersjach łóżlniących się dług,ością
okre,su inkubacji miie,szanriny wiriłs-surowica badana i ozna-
czonych oldpowiednio SNl i SN24, Z uwagi na to, że test5,
te stanowią główny przedmiot pracy, zostaną opisane szcze-
gółowo.

Miarnowanie wir,usa do odczynu. Ser;,jne, 10-krotne, wzras-
tające rozcieńczenia szczepu Ccolper BHV-1 wykonaino na
płaskodennych płytkach typu F (Plastorned) dodając do
360 pl płyn,u Eagle'a (Eag,le's rnin,imum essential mediium -EMEM) zawie,rającego 20/o, surowicy płodu bydlęcego (foetal
calf ,serum 

- FCS) 40 ptl wirusa. Przy mia,nowaniu wirusa
do tesiu SN1 płytki umie,szczan,o następnie przez I go,dzillę
w temp. 37oC w komorze wilgotnej zawierającej 50/o CO"
(inku;bator CO,), natorniast w przypardku tes;tu SN24 inku-
bowa r,o je przez 24 godztny vi ide,ntycznych wa,runkach
(SN24-A). W mianowarniu wirusa do SN24-B porninięto
wstę ną inkubację. Na,stęp,n,ie do każdych 5 baseników
płytiki typ,u F zawierających jedno,wa:]stwo$/ą, 24-godzinną
hodowlę ko,mórek ]inii ciągłej MDBK (MaCin-Darby bovine
kidney) dodawano 50 ul porcje odpowiedniego rozcieńcze-
nia oraz taką samą objętość EMtrNI-F'CS. Po 1-godzinnej
adsorpcji w inkubatorze CO_ baseniki dopełniano 150 pll
EMEM-FCS i miano wirusa odczytyr,vano po dalszych
4 d,n,iach irlkubacji.

Wykonanie testu, Surowice przed badaniem inaktywo-
wano w 56aC przez 30 min,, po czym wykonano ich seryjne
2-krotne rozcieńczenia w 50 pll EIITEM-FCS używa jąc
wklęsłodennych płytek serologicznych typu U (Piastomed).
Po dodaniu równej objętości ENIEM-FCS zawierającej 100
TCID50 odpowiednio wymianowanego rłlirusa, płytki wstrzą-
sano i umieszczano w inkubatorze COo na okres 1 (SN1)
Iub 24 godzin (SN24). Ostatnie baseniki ireregu zavzierające
50 płl badanej surowicy rozcieńczonej 1 :2 i równą objętość
EMEM-FCS stanowiły kontrolę toksyczności surowicy. Na-
stępnie zawartość poszczególnych baseników przenoszono do
odpowiednich baseników płytki typu F z wyrośniętą uprzed-
nio, 24-godzinną hodowlą komórek MDBK, Po 1-godzinnej
adsorpcji w inkubatorze CO, dodawano 150 p1 EMEM-FCS.
Wyniki odczytywano po 3 dniach, a miano wyrażano w
postaci średnie j geometryczne j dr,vóch porłztórzeń. Miano
równe lub wyższe od 1 :2 uważano za dodatnie. Równo-
cześnie z wykonywaniem testu mianowano nowtórnie wirus
celem okreśIenia faktycznie użytej dawki.

Test ELISA wykonano zgoCnie z instrukcją producenta
zestawu użytego do badań (Bioveta, Ivanovice na lrane,
CSRS). Wyniki odczytywano czytnikiem firmy Abbott i wy-
rażano w postaci wa ci gęstości optycznej (OD) przy
długości fali 492 nm. rtości powyżej 0,1 oznaczają do-
datni wynik próby.

zakaŻano BHV-I w oło 1 TCIDro//komórkę h, 3?oC) k ukano EME"ń4
i wprowa ra bez sur 48 godzinach
inkubacji 3-krotnie oioclmraża-

Oceno worłości diognosłycznei trzech łeslów serologicznych orQz
olergicznei próby skórnei u bydło zokozonego wirusem lBR-lPV

Katedra Nlikrobiologii wetel,ynaryjnej Wydziału wetelynafyjngo ART
I{orloWo II, bl, 105, 10-95? olsztyn

W diagnostyce serologicznej zakażeń bydła wiru,sem
IBR-IPV, znanym także jako bydlęcy herpesvirus typ 1

(BHV-I), podstawowc znaczcnl,e ma test scroneutrali-
zacji wykonywany często w wcrsji klasycznej z l-go-
dzinną inkubacją mieszaniny wirus-surowica badana
(SN 1), (5, 6, 11, 14,20,24,28). Weryfikując wyniki
tego testu innymi odczynami (12, 16, 17) stwierdzono,
że u z:lłicrząt z ni,skimi mianami sl,voistych przeciwciał
daje on nierzadko fałszywie ujemnc wyniki, co z kolei
ma istotny wpływ na efektywność zwalczania zakażeń
tyrn zarazkiem. Próbowano zateln podnicść czułość SN1
poplzez dodatek dopcłniacza (1B, 19), obniżcnie dawki
r,virusa (3) 1ub wykonanie odczynu w \ń,crsji ze stałą
dawką surowicy (15). W 1978 r. Bitsch (4) wykazał, że
znaczDc zwiększenie czulości iego testu możliwe jest
przez ,wydłużenic czasu inkubacji micszaniny wirus-su-
rowica badana do 24 godzin (_śN2{). Wyniki te potwier-
dzili następnie Edward3 i wsp (12). Dalszą możliwość
udoskonalenla sposobów diagnozowania zakażeń wiru-
sem IBR-IPV stwarza alergiczny test skórny w wykona-
niu podobnym do testu tuberkulinowego. Daje on bo-
wiem nic tylko wynikl zb|iżone do uzyskirł,anych w ba-
daniu serologicznym (2, 7, l0, 25, 21), ale umożliwia
ponadto wykrywanie scroujemnych nosicieli zarazka
(1,9).

Celem ninie jsze j pracy było porównanie wartości
diagnostyczne j dwu odmian odczynu seroneutralizacji
(SN1, SN24) testu ELISA oraz alergicznej próby skórnej
u bydła zakazonego w sposób natltralny lub sztuczny
wirusem IBR-IPV.

Materiał i metody
Zwietz,ęta. Badalniarmi porównowczymi w testach se-

51 jałołvicw 6mie,srięcy,
aniie wynilków i SN24 wyk
e badań 279 s, ących o,d 19

nych, 51 ałowic, 18 bukatów i 14 cieląt,
cho,drziły tówna ze s,tad zakażonych BHV-I,
o,d zakaż tym wir.us,em. Poł:ównawczymi b
logic,z,nyrni ohjęto również grupę 5 cieląt eksperył-nerntallnie
zakaż,o,nych szczepern Co,oper BHV-1 i ba,daLnych uprzed,nio
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wego ml. Na analizy statystycznej
ptzyr fałdu s dodatni. wynik ATS
u oŚo 6 mies rzyjęlo zgrubienież
2,26 rotn (2,5), natomi zgrubienie Ż 1,1 mm (26).

ZEodność, czułość i yników danego testu obli-
czano według,wzorów wsp. (13).

Wyniki i omówienie

Porównanie wyników testów SN1 i SN24 przedstawio-
no w tab. 1. Test SN1 w stosunku do SN24 wykazywał
zaledwie 75olo czułości. Wśród ll3 zwierząt ujemnie re-
agujących w SN1 aż 19 było dodatnich w SN24. Osobni-
ki dodatnie w SNl lniały z reguły niskie miana - od
2-23, maksymalnie do 91, podczas gdy miana tych sa-
mych zwierząt badanych testem SN24 były przeciętnie
16-krotnie wyższe. Otrzymane wyniki potwierdzają ba-
dania innych autorów (4, 72) i wskazują na wysoką
rvartość diagnostyczną testu SN24. Test ten, w odróż-
nicniu od SN1, pozwala też na nieco wcześniejsze wy-
krywanie przeciwciał. Bitsch i wsp. (4) wykryli bowiem
przeciwciała testem SN24 w 13, zaś SNl w 16 dniu po
zakażentu, Podobnie Edwardls i wsp. (12), badając od-
powiedź serologiczną zwlerząt uodpornionych donosowo
żywą, atenuowaną szczepionką, testem SN1 nie wykry-
-,va]i serokonwersji w ogóle ]ub stu,ierdzali ją znacznte
później niż w SN24, W badaniach własnych przepro-
rvadzonych u eksperymentalnie zakażonych cieląt nie
stwierdzono różnic pod tym względem (tab, 2). Przyczy-
ną mogła byĆ siła bodźca antygenowego związana z
dawką zarazka i drogą zakażenia zwierząt (26).

Osobnego omówienia wymaga sposób mianowania wi-
rusa do te,stu SN24. Ponieważ okres inkubacji miesza-
niny wirus-surowica wynosi w tym teście 24 godziny
w 3?oC, na wysokość uzyskanego miana oprócz neutra-
iizacji wirusa przez przeciwciała może mieć wpływ tak-
ze i stopień jego inaktywacji cieplnej. Z uwagi na po-
wvższe porównano wyniki dwóch odmian testu SN24,
r,r, których użyty wirus był mianowany dwoma sposo-
barni,. z wstępną inkubacją 24 godzlny w 3?oC celem
wykluczenia wpływu inaktywacji cieplnej wirusa na
uzyskane miano (SN24-A) i w sposób standardowy, tj.
bez perinkubacji (SN24-B). Róznica w mianie zakażnyrn
tak testowanych wirusów wynosiła przeciętnie 0,55 1ogro

na korzyść wirusa mianowanego w sposób standardowy.
Pomimo tego wyniki badania 166 surowic oboma testa-
mi wykazały ich zbliżoną czułość, gdyż spośród 94 sztuk
ujemnych w SN24-A tylko jedna była dodatnia w
SN24-B. Miana przeciwciał w tym ostatnim teście były
jednak przeciętnie 2,2-krotnie wyższe. Dane te wska-
zują, że w przypadku szczeplr Cooper BHV-1, użytego
w niniejiszej pracy, nie jest konieczne uwzględnianie
stopnia jego inaktywacji cieplnej przy wykonaniu testu
SN24. Jednakże z uwagi na fakt, że poszczegóIne szcze-
py BHV-1 mogą wykazywać pewne różnice we wrażli-
wości na temperaturę, czynnik ten musi być zawsze
wzięty pod uwagę przed użyciem dancgo szczepu jako
antygenu w odczynie. W przeciwnym bowiem wypadku
dawka wirusa użyta w SN24 może okazać się zbyt ma-
ła. Własne badania porównawcze nie wykazały przewa-
gi testu ELISA nad testem SN24 (tab. 3). Z 202 surowic
uznanych jako ujemne w teście ELISA aż 34 były do-
datnie w SN24. Podobnie, badając narastanie mian prze-
ciwciał u cieląt zakażonycll ek,sperymentalnie BHV-1
stwierdzono, że w 14 dniu po zakazeniu większość z do-
datnich w SN1 i SN24 zwierząt była ujemna w odczy-
nic ELISA. Przyczynę tych rozbieżności można wiązać
z jakością zestawu ELISA użytego w badaniach włas-
nych. Z danvch piśmiennictwa (12) wynika bowiem, że

Tab. 1, Porównanie wyników testów SN1 i SN24

Rozkład mian
przeciwciał SN
w zależności od
wysokości i testu

SN1 (miano)
2-6 8-23 32-9I Ogółem

SN24
(miano)

94*
122
7L72

10 11
191
721

94
t+
26
21
11
4

Ogółem

objaśnienia: rniano dodatnie w testach SN1 i SN24 }2, *Iiczta
surowic z3odna z danym plzedziałem mian testóW SN1 i SN24,
czułość SN1/SN24 : ?5%, swoistość sNl/SN24 : 100qł, Zgodność SN1/
SN24: 89%.

Tab. 2. }Tarastanie mian przeciwciał u 5 cieląt
eksperyment alnie zakażonych s zczepem Cooper BHV- 1

badane testami SN1. SN24 i ELTSA

17031113

Test 
0

Dni po zakażeniu
774212842

SN1
SN24
ELISA

<2 <2 11+

<2 <2 48+

0,009 0,00B 0,076*x

16 24 24 23
73 220 478 549

0,121 0,193 0,411 0,542

objaśnienia: * śIednia geometryczna mian, ** średnia alytme-
tyczna waltości oDnnr niano dodatnie lv SN1 i SN24 > 2, \,ynil(
dodstni. M. ELISA oD4o2 > 0,1.

Tab. 3. Porównanie wyników testólv SN24 i ELISA

Rozkład
mran prze_

ciwciał
SN i ELTSA

ELISA (oDłsr)
<0,1 0,101-02 0,201-0,3 0,301-04>0,4

ogó-
łem

168
13
26
4a
23

9

279

objaśnienia: miano dodatnie W teście SN21 > 2, wynik dodatni
W ELISA oDłsz ) 0,1, 'liczba surowic zgodna z danym plzedziałem
mian SN24 i Zaklesen oD492 testu ELISA, czułoŚĆ ELISA/SN24:6B%,
swoistość ELISA/SN24:99ło. zgodność ELTSA/SN21:870/b.

Tab. 4. Porównanie wyników testu SN24 i skórnego (ATS)

Zgrubienie
fałdu skóry
Wysokość
mlana prze-
ciwciał SN

ogó-
łern

<2
2-6

32-91
I28-326
512-1,450

objaśnienia: miano dodatnie w teście sN24 > 2, wynik dodatni
ATs > 2,6 mm, * liczba sulowic zgodna z danym przedziałem mian
testu SN24 i zakTesem wzrostu zgrubienia Skóry w ATS, czułość
ATS/SN24:s6%, swoistość ATS/sN24:96%, zgodność ATSiSN24:91qt.

ATS (wzrost zgrubienia fałdu
skóry - mm)

<2,5 2,6-5 5,1-7,5 ?,6-10 10,1-15>1

l

,l
l

o
C6

z
(l)

90*22
42322l
475334
!46532
|2422
1111

94
1,1

26
21
1t
4

Ogółem
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zestawy niektórych firm gwarantują czułość dorównu-
jącą testowi SN24.

Porównanie wyników testów SN24 i alergicznego
przedstawiono w tab, 4. Testem skórnym nie wykryto
wszystkich serododatnich osobników, co zgodne jest
z wynikami badań innych autorów (2, 7, 2'7), jednakże
w odróżnieniu od testów SNl i ELISA stwierdzono do-
datnie wyniki w tym teście także u około 40lo zwierząt
ujemnych w SN24. Ponieważ zwietzęta, u których
stwierdzono takie reakcje pochodziły ze stada zakażone-
go sugeruje to, że mogły być one latentnie zakażone
BHV-1. Taką możliwość wykrywania przy użyciu testu
skórnego latentnych nosicieli zarazka udokumentowano
już wcześniej (1). Żadne ze zwierząt pochodzących ze

stada wolne go od, zakażeń BHV-1 nie zareagowało do-
datnio w ATS. Na dużą wartość diagnostyczną tego
testu wskazują też inne dane, zgodnie z którym,i bada-
nie testem skórnym nie powoduje serokonwersji u zwie-
rząt wolnych od zakażeń BHV-I (B, 2L, 22, 23), a także
u młodych zwierząt umożliwia odróżnienie osobników
zakażonyctr od tych z przeciwciałami siarowymi, (2, 25,

Z przeprowadzonych badań wynika, że test SN24 jeot

bardziej czuły niż SN1. Poniewaz usprawnienie to
przedłużenie okresu linkubacji mieszaniny wirus-suro-
rł,ica badana - nie stwarza trudności technicznych i nie
zwiększa kosztów badania, powinno być ono wprowa-
dzone do postępowania diagnostycznego w zwalczaniu
zapalenia nosa i tchawicy oraz otrętu u bydła.

Wniosek ten jest o tyle uzasadniony, że nawet jeśIi
.,v przyszłości upowszedni się w w krajowej diagnostyce
omówionego zakażenia odczyn ELISA, test SN24 i tak
będzie odczynem referencyjnym w okreśIaniu wartości
rozpoznawczej zestawów ELISA poszczegóInych produ-
centów i przesądzającym o ostatecznym rozpoznaniu za-
każenia u danego osobnika. W przypadku badania mło-
dych zwierząt, gdy nie ma pewności co do pochodzenia

T'ORNQUIST M., PURNELL R. E., TOLLING §. T.: Utrzy-
mująca się wrażliwość larw zakażnych Ostertagia ostertagi
na winian- morantelu. (Continued susceptibility of Osterta-
gia ostertagi infective larvae to morantel tartarate). Vet.
Rec. 129, 472, t99l (27)

etksperyrnerntalrrych i ldo ;badarr,ia iLch wrażliwości na Pa,ra-
tect. Mi,rno, że cielęta były wypasane ,na tym ,sarnym pas-

moranńel rnożna ,uzrtać z"a nadał skuteczny le,k w zwalcza-
niu irrwazj,i O. ostertagi u cie ąt.

G.

BERRY W. L., NESBIT J. W.: Nerczyca kończąca się pad-
nięciem u kota po miejscowym zastosowaniu fentionu.
(Fatal nephrosis in a cat after topical application of
fenthion). Vet. Rec. I29, 44B-44S, 1991 (20)

Metyloferrńiorn jesrt inseiktycydem fosf,oorgarnicznym, który
zastosowalrry rniejiscoiwo w5łwiera dzriałania ogólnoustrojowej, y, U ko-

,yJ;H#;

rnetylo,ferńiorru (TigLuvo,n). P,odawarr e chlor,}<u orbidoksyrnu,
siarczaniu atropirry, ilnfuzje płynu RirĘera, a także dokładrre
zmycie rniejsca, na które zasrtorsowarro insekty,cyd pr]zyniosło

przeciwciał oIaz sbroujemnych osobników dorosłych
ze stada zakażonego (ewentualnie zakażenia latentne)
badanie serologiczne powinno być uzupełnione alergicz-
ną próbą skórną.

piśmiennrctwo

AguLlar-Setićn A., Pdstoret P-P,, Jetteur P, Burtonbou G.,
schoenaers F: Ann. MĆd. vót. 123, 93, 1979.
AguiLar-Setżón A, schuers A, Mżchaut C., Pastoret P-P,: Ann.
vćt. Mćd. 127. 469, 1983.

3. Bitsch V : Acta vet, scand, 11, 606, 1970.
4. Bitsch V.j Acta vet. Scand. 19, 497, 1978.
5- Buczek J.: Medyc 25, 470, 1969.
6. Buczek J., wiz ocka G.: Biul. vI z:azdu PTNiń/,

hab., AR Lublin 19BB.
g. Deptułd \ł'.: Mdyecyna wet. 46, 3B5, 1990.

ń. neptuło w., Biczetł J.: Mat. Iv Kraj. Symp. wirusol Łódż,
1985, S.47.

17. Deptuła w., Rułka J., Deptułd D.: Mat. VIII Kongresu PTNW,
81, cZ. lI A-J, s. 106.

l2. woods .9. B., westcott D, G., E Tson M., Jones
s A. J.: ReS vet. Sci. 41, 378, 1986

13. A., sdtz J., Cohen D,; Am. J. ReS. 29, 1259,
196B.

14. Gibbs E. P. J., Rlreaeman7u M. M: vet. Biull. 47, 377, 7977-
75. House J. A, Baker J A,; corneu Vet. 61, 320, 1971.

16. Kżrba F D, Mdrtin H. T., ostler D. c.j vet. Rec. 94, 361, 1974.

l7. P(Lument P., AssoJ R., Trudel M , Marois P: clin. Microb. 10,
633,1979.

lB. Potgźeter Ł. N. D j can. J. comp. Med. 39, 427, 1975

19. RoSsź C. R, I<żeseL G K.; AIch. ges. virusfolsch.45, 32B, 1974,

20- sdŁUa A j Medycyna Wet. 43, 553, 1987.

27. strdub o. C, Bengetsdorlt H- J, wizżgmanlt G: J. vet. Med.
B 37, 35, 1990.

22. Thir!) E, Brochżer G, Hdnton G , DerboDen G , Pastoret P-P:
Ann. Mód. vćt. l27, 47?, 1983.

23,,IrubdLa E, wźŚnŻeuski J.: J. vet. Med. B (w druku),
24. we,!)Ler R., Engets M., schlrużer M.] Herpesvirus diseases of

cattle, horses and pigs. K]uwer Academic Publ., Boston, 1989.

25. wiśnieuski J , 'Ir|)bdła E : J. vet. Med. B (w druku).
26.wiśnieuski J, Trubałd E., Rotkieużcz z, Grdbouskd G j Tie-

IeIZtl. Umschau (W dTuku).
27. wżzLgmann G, BengeLsdorft H-J., Retz R., GilnzLer D, Straub

o c j J, vet, Med. B 36, 757, 1989.
żB. żmud,zińskż J. F: charakterystyka i podstawy zwalczanla za-

każeń wiruSen otlętu u buhajów. Praca hab., I.Wet., Pulawy
19B7.

Adles autora: dr Edwald Tlybała, ul. oczapowskieBo 13, 10-957
o1sztyn-KoItowo

tylko przejściową popł:awę. Po 3 dniach wystąpiła depTes]a,
utrata łaknien,ia, irraidlrnierne ślinienie, łzawienie, ogóine osła-
bienie, aźotemia, której t,owaLrzys,zyła hiperkarl emia i hiper-
fosfatelrnia, Zastosowanie diuretyków nie po,b,udziło do pro-
dukcjń moczu. Kort pa,dł po 4 goldzinach po wJewa,ch zawiera-
jący,ch doparninę. Badarniem pośmiertnym stwierdzono zwy-
rodinienie łlerek.

G.

BRYANT C. E., ENGLAND G. C. W., CLARKE K. W.: Po-
równanie działania" sedatywnego medetomidyny i ksylazy-
ny u koni. (Comparison of the sedative effects of medeto-
midine and xylazine in horses). Vet. Rec. 129, 421-423,
1991 (19)

Medetomidyna, pochodna metylowa detomidyny jest sto-
sowana u kotów i u psów jako środek przeciwbólo,wy
i uspokajający. Działa ona bardziej specyficznie na alfa 2
receptor niżeli detornidyna i ksylazyna oraz daje silniejsze
efekty behawioralne i neurochemiczne. Na 4 kucykach i na
jednym koniu porównano efektywność medetomidyny za-
stosowanej w dawce 1o ps/Ę i 5 pk/kg z ksylazyną
(1 mgpkg). Preparaty podano w inniekcji dożylnej. Medeto-
midyna w dawce ,10 pg/kg dawała identyczny efekt uspo-
kajający jak ksylazyna w dawce 1 mg/kg. Jednakże przy
tej dawce ataksja była silniej zaznacznna i utrzymywała się
znacznie dłużej niżeli po stosowaniu ksylazyny. Medetomi-
dyna w dawce 5 [g/kg p.rzynosiła słabszy efekt uspokaja-
jący, dając ataksję o identycznym nasileniu jak ksylazyna
w dawce 1 mg/kg.
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