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watroby, ewentualnie nerek i §ledziony, poszukuje si¢ ztogéw
hemosyderyny. W badaniu rozmazu krwi, ktéry wykonaé na-
lezy w dniu pobrania krwi, poszukuje si¢ obecnosci E. suis,
okresla si¢ wielko$é, ksztatt oraz liczbe riketsji na powierzchni
erytrocytéw. W badaniu hematologicznym krwi oznacza sie
poziom hemoglobiny, hematokryt, liczbg erytrocytéw, ustala
si¢ téwniez obraz krwinek biatych. W surowicy oznacza si¢
poziom bilirubiny i ewentualnie zdolno$¢ wigzania zelaza.
Na wynik dodatni badania WSk&lZL!i&l nastepujace rezultaty:
liczba erytrocytéw od 1 do 2 x 101, poziom hemoglobiny
20-40 g/1, najczesciej 70-90 g/l, liczba leukocytéw 20-50 x 109/];
w obrazie biatlokrwinkowym obserwuje si¢ wzrost liczby lim-
focytéw 1 monocytéw. W badaniu bakterioskopowym rozmazy
krwi nalezy barwi¢ metoda May-Griinwalda oraz Giemsy lub
metoda Giemzy — Romanowsky’ego. W stadium szczytowym
obecnos¢ riketsji, uktadajacych si¢ w postaci ziarnistosci, stwier-
dza si¢ w 80-100% erytrocytéw. W stadium posrednim i chro-
nicznym choroby jedynie w niekt6rych (10% — 30%) erytrocytach
obserwuje si¢ pojedyncze ziarnisto$ci, natomiast w stadium
latentnym wynik badania bakterioskopowego jest ujemny (4).

Leczenie. W leczeniu Epe uwzgledni¢ nalezy koniecz-
nos¢ uwolnienia stada od Swierzbu i wszawicy. Wedtug Smitha
(16) dobre efekty w profilaktyce i terapii omawianej choroby
daje podawanie kwasu arsanilowego. W programie zwalczania
Epe zaleca si¢ stosowanie 99 ppm kwasu arsanilowego na 1
tong paszy dla loch prosnych. Pasza ta nalezy karmié lochy
przez caly okres cigzy. W okresie laktacji samicom nalezy
podawa¢ pasze¢ z dodatkiem 50 ppm kwasu arsanilowego.
Prosigta i warchlaki karmi¢ pasza z dodatkiem 99 ppm kwasu
arsanilowego. Zazwyczaj zb¢dne jest podawanie kwasu arsa-
nilowego tucznikom. W stadach dotknietych Epe zelazo ap-
likowa¢ nalezy prosigtom juz w pierwszym daiu zycia. W
trzecim dniu zycia warto podac¢ oseskom zelazo w przyswa-

jalnej formie doustnej, np. w postaci preparatu MicroFerm.
Bardzo celowe jest domig$niowe podanie zakazonym oseskom
w 1. 3.1 5. dniu zycia oksytetracykliny, np. w postaci bez-
piecznej dla noworodkéw Engamycyny. Do chwili obecnej
nie opracowano szczepionki przeciw eperytrozoonozie, cho-
ciaz prowadzi si¢ badania nad immunizacja jako Srodkiem
zapobiegajacym chorobie (16).
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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-1. A total of 2250 milking
cows from 4 voivodships in the south-west 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 was used only in
the cows positive in ELISA milk test.

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 significant differences
in color intensity both in positive and negative samples which
indicates a high sensitivity and specificity of the tests.

Badania diagnostyczne testem ELISA w kierunku enzooty-
cznej biataczki bydta (EBB) i brucelozy w oparciu o pojedyncze
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oraz zbiorcze proby mleka przeprowadza si¢ powszechnie w
krajach Unii Europejskiej (UE) i sa one w niektérych z nich
oficjalnie przyjetymi badaniami urzedowymi obok metod tra-
dycyjnych, jak dla biataczki AGID, a brucelozy test ptytowy
(OKAP) i odczyn wiazania dopetniacza (OWD) (4, 5, 6, 7,
19, 20).

Réwniez w przypadku IBR i BVD, ktére w wielu krajach
UE zwalczane sa na zasadach dobrowolno$ci, test ELISA z
mlekiem znalazl zastosowanie jako bezpieczna metoda alter-
natywna do tradycyjnie stosowanego odczynu seroneutralizacji
(SNT) (3, 7, 15, 16). Ma to szczegblne znaczenie ze wzgledu
na dos¢ liczne badania bydia w kiecrunku IBR w obrocie
eksportowo-importowym.

Obecnosé przeciweial w mieku stwierdzili liczni autorzy,
przy czym zawartos¢ ich, z wyjatkiem okresu siarowego, w
ktérym notuje si¢ wzrost poziomu immunoglobulin, jest zna-
cznie nizsza anmizeli w surowicy krwi (1, 2, 12, 18). Dlatego
wykorzystanie mleka w rozpoznawaniu choréb zakaznych umo-
zliwiaja jedynie wysoce czute i swoiste testy ELISA. Pozwalaja
one wykry¢ jednego dodatniego reagenta w zbiorcze) probie
pochodzacej od 50 kréw w przypadku EBB oraz odpowiednio
od 100 kréw w przypadku brucelozy. Przy wprowadzeniu
zabiegéw powodujacych zaggszczenie frakcji gamma-globu-
linowej mleka, prég liczby zwierzat moze by¢ podwyzszony
dwukrotnie. Oznacza to w praktyce ponad 20-krotnie nizsze
koszty badari kontrolnych w gospodarstwach wielkostadnych
i kilkakrotne obnizenie tych kosztéw w gospodarstwach chtop-
skich w poréwnaniu z kosztami badania krwi (17).

Biorac pod uwage niedobdr Srodkéw budzetowych na zwal-
czanie choréb zakaznych wskazanym jest wprowadzente takich
metod, ktére z jednej strony ogranicza zbgdne wydatki, a z
drugiej strony zapewnig rzetelne i miarodajne przeglady sero-
logiczne obrazujace wystgpowanie choréb zakaznych w kraju.
W przypadku bydia mlecznego taka metodg jest badanie zbior-
czych préb mleka. Korzysci z tym zwiagzane sa nastepujace:
uniknigcie zakazefi jatrogennych podczas pobierania krwi, unik-
niecie sytuacji stresowych i tym samym strat produkcyjnych
pojawiajacych si¢ przy pobieraniu krwi oraz obnizenie wy-
sokich kosztéw zwiazanych z pobieraniem oraz badaniem
pojedynczych préb.

Celem badanin wtasnych bylo opracowanie systemu pozy-
skiwania mleka i jego wykorzystania do okresowych badan
kontrolnych testem ELISA w kierunku EBB, brucelozy i IBR
zaréwno w gospodarstwach wielkostadnych, jak i w gospodar-
stwach chtopskich oraz poréwnawcza ocena tego testu w od-
niesieniu do metod standardowych (AGID przy EBB, OKAP,
OA i OWD przy brucelozie oraz SNT przy IBR).

Materiat i metody

Badania wykonano w 18 wybranych gospodarstwach wiel-
kostadnych oraz w 309 gospodarstwach drobnotowarowych.
Wszystkie gospodarstwa byty wolne od brucelozy oraz w wig-
kszosci przypadkéw wolne od zakazed BLV i1 BHV-1 lub
bedace w koricowej fazie uzdrawiania od EBB. Ogétem bada-
niami objeto ponad 2250 kréw mlecznych na terenie 4 woje-
wédztw Polski potudniowo-zachodniej.

Krew do rutynowych badari diagnostycznych w ZHW pobie-
rano z zyly jarzmowej, a uzyskana surowice poddawano bada-
niom w kierunku EBB odczynem ID oraz w kierunku brucelozy
OKAP. W odniesieniu do IBR w tescie SNT weryfikowano
jedynie dodatnie wyniki testu ELISA z mlekiem.

Rownoczesnie z probami krwi pobierano zbiorcze proby
mleka do buteleczek poliwinylowych o objetosci 60-80 ml z
dodatkiem 0,02% azydku sodowego jako konserwanta, co po-

zwalalo na ich przechowywanie w stanie nie zmienionym przez
okres 4-6 tygodni. Ponadto do pobranego mleka dodawano 1-2
krople bigkitu metylowego jako wskaZnika proceséw oksy-re-
dukcyjnych, zachodzacych w przypadku psucia si¢ mleka.

Do badan testem ELISA uzywano mleka chudego lub ser-
watki. W celu odtluszczenia mleka pobrane prébki wirowano
przez 10-15 minut przy 3000 obr./min, po czym $ciggano Smie-
tanke, a chude mleko pozostawiano do badan. Aby uzyskac
serwatke, odttuszczone mleko poddawano dziataniu 1% pod-
puszczki (0,1 m1l/10 m]l mleka) w taZni wodnej przez 1 godz.
w temperaturze 37°C. Nastgpnie wirowano przy 2500 obr./min.
przez 15 min., po czym $ciagano serwatke. W szczegdlnych
przypadkach zageszczano frakeje gamma-globulin mleka po-
przez wysalanie serwatki nasyconym roztworem siarczanu amo-
nu i ponowne zawieszenie w 10-krotnie mniejszej objetosci
rozpuszczalnika, uzyskujac w ten sposéb ich 10-krotne zage-
szczenie.

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

Wyniki i omdéwienie

W tab. 1-4 przedstawiono wyniki poréwnawczych badan
surowicy krwi odczynem AGID i mleka testem ELISA w
kierunku EBB. Uogdlniajac stwierdzono, Ze po stronie wy-
nikéw ujemnych istnieje catkowita zgodnos¢ miedzy poréw-
nywanymi odczynami zaréwno w badaniach krwi, jak i mleka.
Natomiast istotne réznice zaobserwowano po stronie wynikéw
dodatnich. Dotyczyly one czgstszego stwierdzania dodatnich
wynikéw w badaniach mleka testem ELISA, anizeli surowicy
krwi odczynem AGID. Zjawisko to obserwowano ze szcze-
gblnym nasileniem w stadach zakazonych BLV (tab. 2).

Roéwniez w odniesieniu do gospodarstw drobnotowarowych
znacznie czesciej ujawniano obecno$¢ przeciwcial anty-BLV
w badaniach mleka testem ELISA, anizeli surowicy krwi od-
czynem AGID. Wyniki tych obserwacji dotyczylty gtéwnie
gospodarstw, w ktérych we wezesniejszych badaniach stwier-
dzano odczynem AGID zakazenia BLV. W przeprowadzonych
badaniach czesciej wyniki dodatnie notowano zaréwno w zbior-
czych, jak i indywidualnych prébach mleka (tab. 1, 2).

Reasumujac wyniki w gospodarstwach wielkostadnych na
podstawie badai zbiorczych préb mleka, a nastgpnie préb
indywidualnych ujawniono obecno$é przeciwciat anty-BLV u
28 kréw, natomiast w rutynowych badaniach surowicy krwi
odczynem AGID u 17 kréw. W odniesieniu do malych gospo-
darstw chlopskich rdznice te byly jeszcze wyzsze — dodatnie
wyniki w badaniach mleka testem ELISA stwierdzono u 30
kréw, a w odczynie AGID surowicy krwiu 17 kréw (tab. 31 4).

O duzej czutosci i swoistoscei tego zestawu ELISA §wiadcza
ryciny 1-4, ktére ilustruja wartosci ekstynkeji netto badanych
préb dodatnich i ujemnych oraz préb kontrolnych stabodo-
datnich 1 ujemnych.

Analizujac szczegétowo uzyskane wartosci ekstynkcji moz-
na stwierdzié, ze po stronie badanych préb ujemnych i préb
kontrolnych ujemnych nie przekroczyty one 0,12 — 0,16. Na-
tomiast wartosci ekstynkeji badanych préb dodatnich i préb
kontrolnych stabododatnich ksztaltowaly si¢ znacznie powyzej
0,25 (ryc. 1 i 2). WyraZne réznice w nat¢zeniu zabarwienia
préb dodatnich (badanych i kontrolnych) i ujemnych pozwalaja
na pewny odczyt i koficowa oceng testu.

W przypadku badafi w kierunku brucelozy mozliwg byla
jedynie ocena poréwnawcza zastosowanych metod po stronie
wynikéw ujemnych, co spowodowane byto brakiem dostepu
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Tab. 1. Wyniki badati serologicznych krwi AGID i mleka testem ELISA
(..Bommeli”) w kierunku EBB w gospodarstwach wielkostadnych

Tab. 4. Poréwnanie wynikéw badaii AGID krwi i ELISA mleka w po-
szczegblnych gospodarstwach drobnotowarowych w kierunku EBB

Liczh Liczba kréw z dodatnim wynikiem proba proba
Gospodarstwa - . szt. (%) . zbiorcza indvwidualna
badanych kréw Gmina
D ELISA ELISA mleka ELISA mleka
Brzezice 40 1 (2.5 2 (5) + - + =
Laka Prudnicka 92 4 4.4) 5 (54) Widawa + 2 0 + 4 0
21 gospodarstw D b
Pawlowice 31 2 (6.4) 6 (9.3) P ¥ S— krwi 3 18 |krwio _ 7 124
~ Pruszowice 76 10 (13,1) 15 (19,3) B
Sw. Katarzyna m * 4 0 o 5 0
48 gospodarstw |, . L an |kwi W
Tab. 2. Poréwnanie wynikéw badafi AGID krwi i ELISA mleka w kierun- 16 _miejscowosci = | -
ku EBB w poszczegdlnych gospodarstwach wielkostadnych Sroda Slaska + 6 o | + 6 0
T 100 gospodarstw kIr\?/i kH\ii
Numer Ogélem 30 miejscowosci - 1 93 r - 7 282
§ . | AGID surowicy ELISA mleka zbada-
Gospodarstwa | badanej . Kostomioty + 2 0 + 2 0
5 krwi nych D D
proby . ~ Kréw (42 gospodarstwa) Kewi Krwi
— (12 miejscowosci) - 1 39 wbo- 3 139
1 T T
Brzezice D * ! 0 40 Osiek m * 1 0 ot 1 0
n=40 1 38 54 gospodarstwa : .
o .. |krwi - 2 51 krwi _ 2 182
| 5 miejscowosci
| 1 D + 2 0
Faka Prudnicka—"=23 - 5 51 92 Pegbw o : 0 | ID * l 0
) + ) 0 86 ggspodarstw [ krwi Krwi
ID 16 migjscowosci | = 1 84 = ! 313
n=39 - 1 36
) 1| + 2 0
Bal P n=31 10 - 6 38 31 Tab. 5. Wyniki badard mleka testem ELISA w gospodarstwach
= — drobnotowarowych w kierunku EBB
1 D + 4 0
Pruszowice n=34 - p) 28 76 Préba zbiorcza Préba indywidualna
2 o + 6 0 Gmina ELISA mleka ELISA mleka
n=42 - 3 33 + = + =
Widawa
21 gospodarstw 4 17 4 131

Tab. 3. Wyniki badaf serologicznych krwi (AGID) i mleka (ELISA ,,Bom-
meli”) w kierunku EBB w gospodarstawch drobnotowarowych

9 miejscowosci

Sw. Katarzyna

. Liczba kréw z dodatnim wynikiem 48 gospodarstw 1 47 1 107
Grminy Liczba 1 szt. (%) 16 _miejscowosci
badanych kréw : :
AGID ELISA Sroda Slaska [
) 100 gospodarstw | 2 56 2 293
Widawa 135 4 (2.6) 7 (4.6) 30 miejscowosci
Sw, Katarzyna 108 5 (4.6) 6 (5,5) Osiek
Sroda Slaska 151 4 (2.6) 7 (4.6) 54 gospodarstwa 0 84 0 185
Kostomloty 144 1 (0.7) 5 (3.4) 3 tulgjscowosci
. - Pegow
Osick L 1 0.5) 3 (L6 86 gospodarstw 3 83 nie badano
Pegiw 315 2 (0,6) 2 (0,6) 16 miejscowosci

do materiatu terenowego podejrzanego o bruceloze. We wszy-
stkich badaniach uzyskano peina zgodnosé wynikéw ujemnych
poréwnywanych metod przy jednoczesnym zachowaniu wyra-
Znych r6znic w kontrolnych surowicach stabododatnich i uje-
mnych (ryc. 31 4).

Na podstawie badaii testem ELISA w kierunku IBR zbior-
czych préb mleka, a nast¢pnie préb indywidualnych ujawniono
tylko w jednym gospodarstwie wielkostadnym u 2 kréw-pier-
wiastek wyniki dodatnie, ktére potwierdzono takze w SNT
(ryc. 5). Natomiast w gospodarstwach drobnotowarowych na
zbadanych 1038 kréw z 309 zagréd, dodatnie wyniki stwier-
dzono w 10 zagrodach u 10 kréw (tab. 5). Z tej liczby siedem
kréw zbadano réwniez w SNT, w ktérym w 6 przypadkach
potwierdzono wyniki dodatnie.

Wartosci ekstynkcji badanych préb ujemnych i préb kon-
trolnych ujemnych nie przekroczyly srednio 0,05, podczas

gdy wartosci badanych préb dodatnich i préb kontrolnych
dodatnich ksztattowaty si¢ znacznie powyzej 0,3 (ryc. 5, 6).

Badania bydta w kierunku EBB, brucelozy i IBR testem
ELISA w oparciu o préby mleka sa w Europie stosunkowo
liczne (4, 5, 6, 10, 14). Wiele prac poswigcono doskonaleniu
i optymalizacji warunkéw testu w celu ograniczenia reakcji
nieswoistych, okre§lenia wartosci ,.cutoff”, tj. wartosci, od
ktérych wynik uznawany jest za dodatni, eliminacji wynikéw
watpliwych mieszczacych sie w tzw. ,szarej strefie” oraz
standaryzacji i warunkéw kontroli poszczegdlnych serii (5,
6,7,8,9, 10, 11, 17).

O przydatnosci testu ELISA w nadzorze epizootiologicznym
nad chorobami zakaznymi $wiadczy publikacja Knosel i wsp.
(13), ktérzy opisali przypadki wykrycia 6 ognisk brucelozy
dzieki okresowym badaniom kontrolnym mleka testem ELISA
na obecnosé przeciwcial anty-Brucella. Niewykrycie w porg
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Ryc. 1. Wzgledne wartosci ekstynkcji zbiorczych prob mleka i préb kon-
trolnych w badaniach testem ELISA w kierunku EBB w gospodarstwach
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drobnotowarowych
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tych ognisk doprowadzitoby do powaznego zagrozenia epi-
zootycznego.

Czgstsze badania mleka testem ELISA pozwalaja na w
petni bezpieczny nadzér epizootiologiczny nad bydiem mle-
cznym oraz na szybsze i skuteczniejsze postepowanie prze-
ciwepizootyczne. Istotna zaleta zestaw6w ELISA jest réwniez
stabilnos¢ ich komponentéw i mozliwos¢ zastosowania przez
wiele lat oraz mozliwo$¢ standaryzacji metody na arenie mie-
dzynarodowej.

Reasumujac mozna stwierdzié, Zze obserwacje wlasne w
peini potwierdzaja przydatnosé testu ELISA w diagnostycz-
nych badaniach kontrolnych bydta mlecznego w oparciu o
zbiorcze préby mleka. Test ten, dzigki swojej wysokiej swoi-
stosei i czutosei oraz walorom ekonomicznym i mozliwosci
standaryzacji, stanowi solidna metode alternatywna w rozpo-
znawaniu choréb zakaznych bydla, kiéra ma szansg w petni
zastapic¢ dotychczasowe standardowe odczyny serologiczne.
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Summary

Influence of immunization to equine influenza on the pa-
rameters of cellular immune responses

Six thoroughbred horses formed a study group which
was immunized twice with a vaccine (Equigrip, Rhone-
-Merieux), the control group was six unvaccinated horses.
Blood was collected for hematological examinations, cel-
lular immune responses, 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 the infection, the fairly high level of
specific humoral immunity was accompanied by a strong
stimulation of cellular immunity, which was expressed as
a statistically significant increase in the lymphocyte sti-
mulation index (as determined by the specific blastic
transformation test) and was higher in vaccinated 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.

*) Praca wykonana w ramach grantu KBN 501021100 22

Grype koni wywotuja 2 podtypy wirusa influenzy A: H3N8/A-
-equil/ 1 HIN7/A-equi2/. Wykazuja one, podobnie jak wirusy
influenzy A u ludzi i §wil, zar6wno zmienno$¢ antygenowa
(drift), jak 1 zmiany genetyczne (shift) (14, 23, 24, 25). Jest
to choroba o wysokim wspéiczynniku zakazalnosci 1 zacho-
rowalnosci, zwlaszcza w populacji koni nie szczepionych,
Wystepowanie jest zalezne od statutu immunologicznego po-
pulacji narazonej na zakazenie, jej obrotu i koncentracji, wia-
§ciwosci antygenowych wirusa. Szczegdlnie szybko zakazenie
rozprzestrzenia si¢ na torach wyscigowych, w osrodkach tre-
ningowych, gdzie czestotliwosé kontaktéw mig¢dzy konmi jest
duza (13, 16, 20). Krétki okres inkubacji wirusa influenzy
(1-3 dni) zwicksza gwattownos$é rozprzestrzeniania sie zaka-
Zenia.

W zwalczaniu influenzy stosuje sie szczepienia koni za-
grozonych. Wiadomo, Ze antygeny powierzchniowe obydwu
podtypéw myksowirusa influenzy nie reaguja krzyzowo in
vitro ani tez nie indukuja krzyZzowej odpornosci in-vivo. Dlatego
tez wszystkie szczepionki przeciw grypie koni zawieraja antygeny
obydwu podtypéw zreguty w formie zinaktywowanej. Badaniami
serologicznymi (SN, HI) potwierdzono dobre wlasciwosei im-
munogenne tych szczepionek, jesli szczepienia byty prowadzone
regularnie, zgodnie z zaleceniami producenta (9).

Znacznie mniej obserwacji poczyniono na temat odpornosci
komérkowej zaréwno w trakcie i po zakazeniu naturalnym,
jak 1 po stosowaniu szczepien profilaktycznych. Jej rola jest
z pewnoscig réwnie wazna, jak rola odpornosci humoralnej
(10, 11, 15, 19, 21, 22).



