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wątroby, ewentualnie nerek i śledziony, poszukuje się złogów
hemosyderyny. W badaniu rozmazLl krwi, który wykonać na-
Ieży w dniu pobrania krwi, poszukuje się obecności E. suis,
określa się wielkość, kształt orazliczbę riketsji na powierzchni
erytrocytów. W badaniu hematologicznym krwi oznacza się
poziom hemoglobiny, hematokryt, liczbę erytrocytów, ustala
się również obraz krwinek białych. W surowicy oznacza się
poziom bilirubiny i ewentualnie zdolność wtązania żelaza.
Na wynik dodatni badania wsk ultaty:
liczba erytrocytów od l do 2 x lobiny
20-40 gll,najczęściej 70-90 gĄ,Iicz to9l1;
w obrazie białokrwinkowym obserwuje się wzrost liczby lim-
focytów i monocytów, W badaniu bakterioskopowym rozmazy
krwi należy barwić metodą May-Griinwa7da oraz Giemsy lub
metodą Giemzy - Romanowsky'ego, W stadium szczytowym
obecność riketsji, układających się w postaci ziarnistości, stwier-
dza się w 80-100% erytrocytów. W stadium pośrednim i chro-
nicznym choroby jedynie w niektórych(I)Vo -30%) erytrocytach
obserwuje się pojedyncze ziarnistości, natomiast w stadium
1atentnym wynik badania bakterioskopowego jest ujemny (4).

Leczen i e. W leczeniu Epe uwzględnió należy koniecz-
ność uwo]nienia stada od świerzbu i wszawicy. Według Smitha
(l6) dobre efekty w profilaktyce i terapii omawianej choroby
daje podawanie kwasu arsanilowego. W programie zwalczania
Epe zaleca się stosowanie 99 ppm kwasu arsanilowego na 1

tonę paszy dia loch prośnych, Paszą tą należy karmić lochy
przez cały okres ciąży. W okresie laktacji samicom należy
podawać paszę z dodatkiem 50 ppm kwasu arsanilowego,
Plosięta i warchlaki karmić paszą z dodatkiem 99 ppm kwasu
arsanilowego, Zazwyczaj zbędne jest podawanie kwasu arsa-
nilowego tucznikom. W stadach dotkniętych Epe żelazo ap-
likować należy prosiętom już w pierwszym dniu zycia. W
trzecim dniu życia warto podać oseskom żęlazo w przyswa-

jalnej formie doustnej, np, w postaci preparatu MjcroFerm,
Bardzo celowe jest domięśniowe podanie zakażonym oseskom
w 1.3. i 5. dniu zycia oksytetracykliny, np. w postaci bez-
piecznej dla noworodków Engamycyny. Do chwili obecnej
nie opracowano szczepionki przeciw eperytrozoonozie, cho-
ciaż prowadzi się badania nad immunizacją jako środkiem
zapobtegającym chorobie (1 6),
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Summary

ELISA for the diagnosis of some infectious diseases of cat-
tle by the use of milk samples

The aim of the investigations was the development of a
milking system for the purpose of its use for control
examinations of EEB, brucellosis and IBR using ELISA.
The examinations were performed on 18 chosen farms
and in 309 individual farms free of brucellosis and gene-
rally free of BLV and BHV-I. A total of 2250 mi|king
cows from 4 voivodships in the §outh-we§t of Poland were
examined. The blood was examined consecutively with by
ELISA milk test for EBB by AGID and for brucellosis in
the OKAP test. In the case of IBR SN wbs used only in
the cows positive in ELISA milk test.

Wykorzystanie testu ELISA do rozpoznawania niektópclt
chorób zakaźnych bydła przy użV;iu prób mleka '
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Positive results in the diagnosis of EBB infection were
more often noted in the ELISA milk test (30 and 28 cases)
than in AGID test using blood sera (17 and 17 cases).
Both ELISA milk test and the classic serological test used
to diagnose brucellosis were negative. In the examinations
for IBR, in all but one case, all positive ELISA milk test
results were confirmed by the SN test with blood sera. It is
worth noting the presence in all tests of sigńficant differences
in color intensiĘ both in positive and negative samples which
indicates a high sensitivity and specifrcity of the tests.

Badania diagnostyczne tęstem ELISA w kierunku enzooty-
cznejbiałaczki bydła (EBB) i brucelozy w oparciu o pojedyncze

x) Praca częściowo finansowana z projektu celowego KBN
nr 5 5564.92lC/552
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otaz zbiorcze próby mleka przeprowadza się powszechnie w
krajach Unii Europejskiej (UE) i są one w niektórych z nich
oficjalnie przyjętymi badaniami urzędowymi obok metod tra-
dycyjnych, jak dla białaczki AGID, a brucelozy test płytowy
(OKAP) i odczyn wiązania dopełniacza (OWD) (4,5,6,1,
19, 20).

Równiez w przypadku IBR i BVD, które w wielu krajach
UE zwalczane są na zasadach dobrowolności, test ELISA z
mlekiem znalazł zastosowanie jako bezpieczna metoda alter-
natywna do tradycyjnie stosowanego odczynu seroneutralizacji
(SNT) (3, 7, 15, 16). Ma to szczególnę znaczęnie ze względu
na dość liczne badania bydła w kierunku IBR w obrocie
eksportowo-importowym.

Obecność przeciwciał w mleku stwierdzili liczni autorzy,
przy czym zawartość ich, z wyjątkiem okresu siarowego. w
którym notuje się wzrost poziomu immunoglobulin, jest zna-
cznie niższa aniżeli w surowicy klwi (1, 2, 12, 18). Dlatego
wykorzystanie mleka w rozpoznawaniu chorób zakaźnych umo-
żliwiają jedynie wysoce czułe i swoiste testy ELISA. Pozwalają
one wykryć jednego dodatniego reagenta w zbiorczej próbie
pochodzącej od 50 krów w przypadku EBB oraz odpowiednio
od 100 krów w przypadku brucelozy, Przy wprowadzeniu
zabiegów powoduj ących zagęszczenie frakcji gamma-globu-
linowej mleka, próg liczby zwierząt moze być podwyższony
dwukrotnie. aznacza to w praktyce ponad 2O-krotnie niższe
koszty badań kontrolnych w gospodarstwach wielkostadnych
i kilkakrotne obniżenie tych kosztów w gospodarstwach chłop-
skich w porównaniu z kosztami badania krwi (17).

Biorąc pod uwagę niedobór środków budzetowych na zwal-
czanie chorób zakaźny chwskazanym jest wprowadzenie takich
metod, które zjednej strony ograniczą zbędne wydatki, a z
drugiej strony zapewnią rzetelne i miarodajne przeglądy sero-
logiczne obrazujące występowanie chorób zakaźnych w kraju.
W przypadku bydła mlecznego taką metodą jest badanie zbior-
czych prób mleka. Korzyści z tym związane są następujące:

uniknięcie zakażęń jatrogennych podczas pobierania krwi, unik-
nięcie sytuacji stresowych i tym samym strat produkcyjnych
pojawiających się przy pobieraniu krwi oraz obnizenie wy-
sokich kosztów związanych z pobieraniem oraz badaniem
pojedynczych prób.

Celem badań własnych było opracowanie systemu pozy-
skiwania mleka i jego wykorzystania do okresowych badań
kontrolnych testem ELISA w kierunku EBB, brucelozy i IBR
zarówno w gospodarstwach wielkostadnych, jak i w gospodar-
stwach chłopskich oraz porównawcza ocena tego testu w od-
niesieniu do metod standardowych (AGID przy EBB, OKAP,
OA i OWD przy brucelozie oraz SNT przy IBR).

Materiał i metody

Badania wykonano w 18 wybranych gospodarstwach wiel-
kostadnych oraz w 309 gospodarstwach drobnotowarowych.
Wszystkie gospodarstwa były wolne od brucelozy oraz w wię-
kszości przypadków wolne od zakażeń BLV i BHV-I lub
będące w końcowej fazie uzdrawiania od EBB, Ogółem bada-
niami objęto ponad 2250 krów mlecznych na terenie 4 woje-
wództw Polski południowo-zachodniej.

Krew do rutynowych badań diagnostycznych w ZHW pobie-
rano z żyły jarzmowej, a uzyskaną surowicę poddawano bada-
niom w kierunku EBB odczynem ID oraz w kierunku brucelozy
OKAP. W odniesieniu do iBR w teście SNT weryfikowano
jedynie dodatnie wyniki testu ELISA z mlekiem.

Równocześnie z próbami krwi pobierano zbtorcze próby
mleka do buteleczek poliu,inylowych o objętości 60-80 ml z
dodatkiem 0,)żVo azydku sodowego jako konserwanta, co po-

zwalało na ich przechowywanie w stanie nie zmienionym przez
okres 4-6 tygodni. Ponadto do pobranego mleka dodawano 1-2
krople błękitu metylowego jako wskaźnika procesów oksy-re-
dukcyjnych, zachodzących w przypadku psucia się mleka.

Do badań testem ELISA używano mleka chudego lub ser-
watki. W celu odtłuszczenia mleka pobrane próbki wirowano
przez l0-15 minut przy 3000 obr,/min, po czym ściągano śmie-
tankę, a chude mleko pozostawiano do badań. Aby uzyskać
serwatkę, odtłuszczone mleko poddawano działaniu 1Vo pod-
puszczki (0,1 m1/10 ml mleka) w łaźni wodnej przez I godz.
w temperaturzę3]"C. Następnie wirowano przy 2500 obr./min.
przez 15 min., po czym ściągano serwatkę. W szczególnych
przypadkach zagęszczano frakcję gamma-globulin mleka po-
przez wysalanie serwatki nasyconym roztworem siarczanu amo-
nu i ponowne zawieszęnie w 10-krotnie mniejszej objętości
rozpuszczalnika, uzyskując w ten sposób ich 10-krotne zagę-
SZQzenlę.

Badania mleka testem ELISA wykonano przy uzyciu goto-
wych zestawów diagnostycznych firmy ,,Dr Bommeli AG"
(Liebefeld-Bern - CH) pod nazwą CHEKIT-Leucotest, CHE-
KIT-Brucellose i CHEKIT-Trachitest.

Wyniki i omówienię

W tab. 1-4 przedstawiono wyniki porównawczych badań
surowicy krwi odczynem AGID i mleka testem ELISA w
kierunku EBB. Uogólniając stwierdzono, że po stronie wy-
ników ujemnych istnieje całkowita zgodność między porów-
nywanymi odczynami zarówno w badaniach krwi, jak i mleka.
Natomiast istotne różnice zaobserwowano po stronie wyników
dodatnich. Dotyczyły one częstszego stwierdzania dodatnich
wyników w badaniach mleka testem ELISA, aniżeli surowicy
krwi odczynem AGID, Zjawisko to obserwowano ze szcze-
gólnym nasileniem w stadach zakażonych BLV (tab, 2).

Równiez w odniesieniu do gospodarstw drobnotowarowych
znacznię częściej uj awniano obecn o ść przeciwciał anty -B LV
w badaniach mleka testem ELISA, aniżeli surowicy krwi od-
czynem AGID. Wyniki tych obserwacji dotyczyły głównie
gospodarstw, w których we wcześniejszych badaniach stwier-
dzano odczynem AGID zakażenia BLV. W przeprowadzonych
badaniach częściej wyniki dodatnie notowano zarówno w zbior-
czych, jak i indywidualnych próbach mleka (tab. I, ż).

Reasumując wyniki w gospodarstwach wielkostadnych na
podstawie badań zbiorczych prób mleka, a następnie prób
indywidualnych ujawniono obecność przeciwciał anty-BLV u

28 krów, natomiast w rutynowych badaniach surowicy kwi
odczynem AGID u 17 krów. W odniesieniu do małych gospo-
darstw chłopskich różnice te były jeszcze wyższe - dodatnie
wyniki w badaniach mleka testem ELISA stwierdzono u 30
krów, a w odczynie AGID surowicy krwi u 17 krów (tab. 3 i 4).

O dużej czułości i swoistości tego zestawu ELISA śwl,adczą
ryciny 1-4, które ilustrują wartości ekstynkcji netto badanych
prób dodatnich i ujemnych oraz prób kontrolnych słabodo-
datnich i ujemnych.

Analizuj ąc szcze gółow o uzy skane wartości eksty nkcj i moż-
na stwierdzić, że po stronie badanych prób ujemnych i prób
kontrolnych ujemnych nie przekroczyły one 0,I2 - 0, 16, Na-
tomiast wartości ekstynkcji badanych prób dodatnich i prób
kontrolnych słabododatnich kształtowały się znacznie powyżej
0,25 (ryc. 1 i 2). Wyraźne różnice w natężeniu zabarwienia
prób dodatnich (badanych i kontrolnych) i ujemnych pozwalają
na pewny odczyt i końcową ocenę testu.

W przypadku badań w kierunku brucelozy mozliwą była
jedynie ocena porównawcza zastosowanych metod po stronie
wyników ujemnych, co spowodowane było brakiem dostępu
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Gospodarstwa
Liczba

badanych krów

Liczba ków z dodatnim wynikiem
Szt (ła)

ID ELIsA

Brzezicę 40 l (2.5) ż

prudnicka 92 4 A.4 5 (5.4

pawłowice 3l ż (6.4, 6 (9.3

pruszowice ,76 l0 (l3,1) 1_5 (l9,3)

Tab l Wyniki badań serologicznych
(,,Bommeli") w kierunku EBB w

krwi ACID i mleka testem ELISA
gospodarstwach wielkostadnych

Tab 2 Porównanie wynlków badań AGID krwi i ELISA mleka w kierun-
ku EBB w poszczególnych gospodarstwach wielkostadnych

Tab. 3 Wyniki badań serologicznych krwi (AGID) i mleka (ELISA ,,Bom-
nreli") w kierunku EBB w gospodarstawch drobnotowarowych

Gminy
Liczba

badanych krów

Liczba krów z dodatnim wynikiem
sz.t ( ło\

AGID ELISA

Widawa l35 4 (2.6) 7 (4.6)

Sw Kata l08 5 46 6 (5,5)

Sroda t51 4 26 7 (4,6)

kostomłol I4Ą 07 5 (3,4)

Osiek l85 l (0, 3 (1.6

3l5 2 (0,6 2 (0,6)

do materiału terenowego podejrzanego o brucelozę, We wszy-
stkich badaniach uzyskano pełną zgodność wyników ujemnych
porównywanych metod przy jednoczesnym zachowaniu wyra-
źnych różnic w kontrolnych surowicach słabododatnich i uje-
mnych(ryc.3i4).

Na podstawie badań testem ELISA w kierunku IBR zbior-
czych prób mleka, a następnie prób indywidualnych ujawniono
tylko w jednym gospodarstwie wielkostadnym u 2 krów-pier-
wiastek wyniki dodatnie, które potwierdzono takze w SNT
(ryc. 5). Natomiast w gospodarstwach drobnotowarowych na

zbadanych l038 krów z 309 zagród, dodatnie wyniki stwier-
dzono w 10 zagrodach u 10 krów (tab. 5), Ztejltczby siedem
krów zbadano również w SNT, w którym w 6 przypadkach
potwierdzono wyniki dodatnie.

Wartości ekstynkcji badanych prób ujemnych i prób kon-
trolnych u.jemnych nie przekroczyły średnio 0,05, podczas

Tab. 4. Porównanie wyników badań AGID krwi i ELISA mleka w po-
szczególnych gospodarstwach drobnotowarowych w kieruŃu EBB

Tab 5, Wyniki badań mleka testem ELISA w gospodarstwach
drobnotowarowych w kierunku EBB

Gmina

próba zbiorcza

ELISA mleka

+

Próba indywidualna

ELISA mleka

+

Widawa
21 gospodarstw
9 mieiscowości

4 I7 4 l31

Sw Katarzyna
48 gospodarstw
l6 mieiscowości

l 47 l I0,7

Sroda Sląska
l00 gospodarstw
30 mieiscowości

2 56 2 293

Osiek
54 gospodarstwa
5 mieiscowości

0 84 0 l85

Pęgów
86 gospodarstw
l6 mieiscowości

3 83 nie badano

gdy wartości badanych prób dodatnich i prób kontrolnych
dodatnich kształtowały stę znacznie powyzej 0,3 (ryc. 5, 6),

Badania bydła w kierunku EBB, brucelozy i IBR testem
ELISA w oparciu o próby mleka są w Europie stosunkowo
liczne (4,5,6, 10, 14), Wiele prac poświęcono doskonaleniu
i optymalizacji warunków testu w ce]u ograniczenia ręakaji
nieswoistych, określenia wartości ,,cutoff', tj. wartości, od

których wynik uznawany jest za dodatni, eliminacji wyników
wątpliwych mieszczących się w tzw, ,,szarej strefie" oraz
standaryzacji i warunków kontroli poszczególnych serii (5,

6, 7, 8, 9, 10, 11, 1,7).

O przydatności testu ELISA w nadzorze epizootiologicznym
nad chorobamt zakaźnymi świadczy publikacja Knósel i wsp.

(l3), którzy opisali przypadki wykrycia 6 ognisk brucelozy
dzięki okresowym badaniom kontrolnym mleka testem ELISA
na obecność przeciwciał anty-Brucella, Niewykrycie w porę

Gmina

próba
zbiorcza

ELISA m]eka

+_

próba
indvwidua]na

ELISA mleka

+

Widawa
21 gospodarstw
9 miejscowości

ID
krwi

ż0
3 l8

+4n
ID

krwt

Sw. Katarzyna
48 gospodarstw
16 miejscowości

ID
krui

0

43

Ą
ID

krwi

50
l 10ż

Sroda Sląska
100 gospodarstw
30 miejscowości

ID
krwi

60
193

60
7 282

lD
krwl

Kostomłoty
(42 gospodarstwa)
(12 miejscowości)

ID
krwi

2o
139

20
3 139

+
ID

kwt

Osiek
54 gospodarstwa
5 mlejscowości

ID
krwi

10
25I

ID+l0
kwi _ 2 1,82

Pęgów
86 gospodarstw
16 miejscowości

]D
krwi

10
l84

ID
krwi

l0
l 3l3

Gospodarstwa
Numer
badanej
próby

ACID surowicy ELISA rnleka
krwi

+

Ogółem
zbada-
nych
krów

Brzęzjce
1

n=40

+ 10
1 38

ID 40

Łąka

l

n=53

+2
ID _0

0

5l 92
2

n=39

+20
ID

-136
pawłowice l

n=3 l

+ 2

6

0

Jó
ID 3]

pruszowice

l

n=34

+10
ID _2ż8

76
2

n=42

+ 6

_)

0

33
ID
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Ryc. 4. Względne wartości ekstynkcji zbiorczych prób mleka i prób kon-

tiolnych w badaniach testem ELISA w kierunku brucelozy w gospodar-

stwach drobnotowarowych
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Ryc 2. Względne wartości ekstynkcji zbiorczych prób mleka i prób kon-

tńlnych w Ladaniach testem ELISA w kierunku EBB w gospodarstwach

drobnotowarowych
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tych ognisk doprowadziłoby do poważnego zagrożenia epi-
zootycznęgo.

Częstsze badania mleka testem ELISA pozwalają na w
pełni bezpieczny nadzór epizootiologiczny nad bydłem mle-
cznym ofaz na szybsze i skuteczniejsze postępowanie prze-
ciwepizootyczne, Istotną zaletą zestawów ELISA jest również
stabilność ich komponentów i mozliwość zastosowania przez
wiele lat oraz mozliwość standaryzacji metody na arenie mię-
dzynarodowej,

Reasumując można stwierdzić, że obserwacje własne w
pełni potwierdzają przydatnośó testu ELISA w diagnostycz-
nych badaniach kontrolnych bydła mlecznego w oparciu o
zbiorcze próby mleka. Test ten, dzięki swojej wysokiej swoi-
stości i czułości oraz walorom ekonomicznym i możliwości
standaryzacji, stanowi solidną metodę alternatywną w rozpo-
znawaniu chorób zakaźnych bydła, która ma szansę w pełni
zastąpiĆ dotychczasowe standardowe odczyny serologiczne,
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Summary

rnfluence of immunization to equine influenza on the pa-
rameters of cellular immune re§ponses

Six thoroughbred horses formed a study group which
was immunińd twice with a vaccine (Equi§rip,'Rhone-
-Merieux), the control group was six unvaccinated horses.
Blood was collected for hemato|ogical examinations, cel.
lular immune respons€s, specific humoral immunity (HI)
at days 0, 17, 34,83, 117 and, 123 of the experiment. On
day 117 of the experiment, 3 horses of the experimental
group and 3 horses of the control group were infected
intranasally with a mixture of 2 subtypes (A-1 and A-2)
of the influenza virus. It is worth noting that 17 days after
the first vaccination the lymphocyte stimulation index
increased in all horses in the experimental group, while
in four of the six unvaccinated horses (control) the index
decreased. During this time a statistically significant in-
crease of the specific antibodies titres was not found in
vaccinated horses.

Six days after gh level of
specific humoral i by a strong
stimulation of cell xpressed as
a statistically significant increase in the lymphocyte sti-
mulation index (as determined by the specific blastic
transformation test) and was higher in yaccinated horses.
Reisolation of the virus, which was attempted five days
after the challenge from the nasal cavities of vaccinated
horses was unsuccessful, while influenza virus subtype 2
was isolated from each of the vaccinated horses.

Grypę koni wywołują 2 podtypy wirusa influenzy A: H3N8/A-
-equi1/ i H7N7/A-eq uiLl. Wykazują one, podobnie jak wirusy
influenzy A u 1udzi i świń, zarówno zmienność antygenową
(drift), jak i zmiany genetyczne (shift) (14, ż3, 24,25). Jest
to choroba o wysokim współczynniku zakażalności i zacho-
rowalności, zwłaszcza w populacji koni nie szczepionych.
Występowanie jest zalezne od statutu immunologicznego po-
pulacji narażonej na zakażenie, jej obrotu i koncentracji, wła-
ści wości anty genowych wirusa. S zcze gólnie szybko zakażenie
rozptzestrzenia się na torach wyŚcigowych, w oŚrodkach tre-
ningowych, gdzie częstotliwość kontaktów między końmi jest
duża (13, 16, 20). Krótki okres inkubacji wirusa influenzy
(1-3 dni) zwiększa gwałtowność rozprzestrzeniania się zaka-
żenia,

W zwalczaniu influenzy stosuje się szczepienia koni za-
grożonych. Wiadomo, że antygeny powierzchniowe obydwu
podtypów myksowirusa influenzy nie reagują krzyżowo in
vitro ani tez nie indukująkrzyżowej odporności in.viyo, Dlatego
też wszystkie szczepionki przeci w grypie koni zawierają antygeny
obydwu podtypów z reguły w formie zinaktywowanej, Badaniami
serologicznymi (SN, HD potwierdzono dobre właściwości im-
munogenne tych szczepionek, jeśli szczepienia były prowadzone
regularnie, zgodnie z zaleceniuni producenta (9).

Znacznie mniej obserwacji poczyniono na temat odporności
komórkowej zarówno w trakcie i po zakażeniu naturalnym,
jak i po stosowaniu szczepień profilaktycznych, Jej rolajest
z pewnością równie ważfla, jak rola odporności humoralnej
(l0, 11, 15, 19, żI,żż).*) Praca wykonana w ramach grantu KBN 50l0żII00 22


