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Ocena testu EL|SA w porównaniu do metod
konwencionalnych w rozpoznawani u bruceI ozy bydła

Zakład Mikrobiologii Państrłowego Instytutu Weterynaryjnego, Al. Partyzantów 57,24-100 Puławy

Summary

Evaluation of ELISA in comparison with conventional
methods used for diagnosis of bovine brucellosis

The purpose was to compare the results obtained by
ELISA-and the following conventional methods used for
the diagnosis of bovine brucellosis: Rose Bengal test_(RBT),
serum agglutination test (SAT) and complement fixation
test (CFT).

Three different ELISA test kits from various producers
were used. The same 362 sera from cattle were examinated
by
in
(re
or

This indicates a high value ELISA diagnosis of bovine
brucellosis.

Diagnostyka serologiczna brucelozy bydła jest pracochłonna

i kosztowna, W Polsce inicjuje ją odczyn kwaśnej aglutynacji

płytowej (OKAP), Surowice reagujące dodatnio w tej próbie,

badane są odczynem aglutynacji probówkowej (OA) i odczy-

nem wiązania dopełniacza (OWD). Dodatni wynik w OWD
wskazuje na brucelozę, W przypadku otrzymania wyników

wątpliwych w tych odczynach badania

powtarza się po 21 dniach. G ezultaty

nie sąjednoznacznę,wykonuje stosując

odczyn z 2-merkaptoetanolem (OME) i odczyn antyglobuli-

nowy (OAG). Dodatni wynik w tych odczynach świadczy o

zakażeniu. Ujemne natomiast wyniki w OWD oraz OME i
OAG pozwalają uznać przeciwciała wykrywane w OA, za

nieswoiste dla Brucella (Br.) abortus (I4, ż0).

Masowość diagnostyki serologicznej w kierunku brucelozy

bydła sprawi a, że w badaniach tych dąży się do stosowania

metod, które cechują się wysoką wartością diagnostyczną, są

proste w wykonaniu i stosunkowo tanie. Jak wynika z pi-

śmiennictwa coraz licznielsze laboratoria za granicą wprowa-

dzają test ELISA do rutynowej diagnostyki brucelozy bydła
(1, 6, |7 ,22). Podkreślana jest czułość (1, 8, 1 7, 2 1 ) i swoistość

tego testu (I2, I'7) a także łatwość i szybkość wykonania,

Dane te stały się podstawą do podjęcia badań, zmlerzających
do jego warunkach.

Celęm nanie wartości diagnostycznej trzech

różnych ELISA z wartością OKAP, OA i
oWD.

x surowice otrzymano z różtlych zakładów
** surowice pochodzące z I lub II badania
x** 3116wigg otrzymano z W, Brytanii (Dr
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Materiał i metody

datnią o OWD.
Testy niach rutynowych w kraju, W celu

stwierdz surowicach obecności przeciwciał

nych- W zoną lipowi
mikr ,2 ml surow
czon surowlcę uJ

filtr dla długości fali 405
ekstynkcji słabo dodatniej
,3-0,8. Po osiągnięciu tego

ębienia po 0,05 ml roztwo-

Higieny Weterynaryjnej (ZHW)

rutfnowego (bad, odwoławcze wykonane w Instytucie Weterynarii w Puławach)
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trolnych dodatnich i ujemnych, rodzaju i pH uzywanych bufo-
rórv, stopnia rozaeńczenia badanych i kontrolnych surowic,
czasu i temperatury inkubacji, sposobu płukania mikropłytek.
Równiez odczyt i interpretacja wyników opierały się o nieco
inne zasady, Przykładowo w zestawie B odczytywano wyniki
po 20 min. od dodania chromogenu, Surowice, których wartość
ekstynkcji byłaniższa niż wartość kontrolnej surowicy dodat-
niej, oceniano jako pochodzące od zwierzęcia, które nie miało
kontaktu z Br, abortus, zaś surowice, których wartości ekstyn-
kcji przekraczały wartość ekstynkcji kontrolnej surowicy do-
datniej, kwalifikowano jako pochodzące od zwierzęcia, które
miało kontakt z tym zarazkiem. W przypadku, gdy wyniki
kolejnych powtórzeń badanych prób leżały po róznych stro-
nach wartości granicznej, wynik oceniano jako wątpliwy. W
zestawie C odczytu dokonywano po 10 min. od dodania chro-
mogenu i wyzerowaniu czytnika na zagłębieniu H-12 (próba
ślepa - bez surowic). Wartośó graniczną (cut - off point)
pomiędzy wynikami dodatnimi i ujemnymi obliczano jako I)Vo
średniej wartości ekstynkcji kontrolnej surowicy dodatniej na-
stawionej w ośmiu dołkach, Podobniejak w poprzednim przy-
padku, gdy wyniki kolejnych powtórzeń badanych próbleżały
po róznych stronach wartości gr:anicznej, wynik oceniano jako
wątpliwy.

Wyniki j omówienie

W tab. 1 porównano wyniki badań otrzymane trzefia ze-
stawami ELISA pięciu róznych grup surowic, W przypadku
grupy I (surowice ujemne w OKAP) uzyskane wyniki po-
twierdziły, ze w badanych surowicach nie ma przeciwciał
anty-Brucella. W grupie II (surowice dodatnie w OKAP), na
23 surowice badane jedynie zestawem C 4 surowice okazały
się dodatnie, zaś 2 wątpliwe, W badaniu zestawami A i B
wszystkie były rrjemne. Surowice grupy III, również reagujące
dodatnio w OKAP, w badaniu zestawem A okazały się wszy-
stkie ujenrne, w badaniach zestawem B 1 była wątpliwa a w
przypadku zestawu C 3 okazały się wątpliwe. W kolejnym
doświadczeniu badano surowice grupy IV, które zgodnie z
informacją Central Veterinary Laboratory, Weybridge były
dodatnie. Zestawem C wynik ten w odniesieniu do wszystkich
19 surowic został potwierdzony. W przypadku zestawów A
i B 1 surowica okazała się ujemna. Surowice grupy V, uznane

Tab l. Wyniki badania surowic bydła zestawami ELISA trzech róźnych
firrn (oznaczonych jŃo A, B, C)

Grupa
surowrc

Liczba
badan;,ch
surou,lc

Wyniki

dodatni wątpliwy uJemny

B C ABC B C

305 305 305 305

II 23 4 2 23 )ą r,7

III 12 3 1,ż ll 9

IV 19 l8 l8 l8 l

3 3 3

Razem 36ż l8 I9 26 ż 5 3u 341 331

Objaśnienia: grupa: I. Surowice ujemne w OKAP, II. Surowice dodatnie

w OKAP, otrzymane z różnych ZHW, IlI Surowice dodatnie w OKAP,
pochodzące z I 1ub II badania rutynowego wykonanego w Inst}tucie Wet.

w Puławach, IV Surowice pochodzące od zwierząt naturalnie zakażonych,

otrzymane z W. Brytanii, V Surowice pochodzące z badań rutynowych,

reagujące wątpliwie lub dodatnio w OWD

za wątpliwe lub dodatnie w OWD, w trzech przypadkach
były dodatnie przy zastosowaniu zestawu C i w 1 przypadku
w zestawie B, zaś 1 surowica reagowała wątpliwie w tym
ostatnim zestawie, Badając surowice zęstawem A uzyskano
wszystkie wyniki ujemne.

Kolejne doświadczenia miały na celu ocenę zestawów ELI-
SA A, B i C w porównaniu z OKAP, OA i OWD przy badaniu
surowic otrzymanych z różnych ZHW, określonych jako do-
datnie w OKAP.

Jak wynika z danych tab, ż, wykazano identyczność wy-
ników uzyskanych przy pomocy zestawów ELISA A i B oraz
OWD a bardzo dużą zgodność z OWD wyników otrzymanych
przy zastosowaniu zestawu C.

Wyniki zawarlę w tab.2 wykazaly, ze OKAP we wszystkich
surowicach badanych dał wynik fałszywie dodatni, jezeli wy-
niki OWD uznaje się za miarodajne, co jest wielokrotnie w

Tab 2. Wyniki badań różnymi metodami surowic grupy ll*

Objaśnienia: * - surowice otrzymane z różtlych ZHW w Polsce dodatŃe

w OKAP, * międzynarodowe jednostki w l ml surowicy. Za dodatń -
według normy krajowej, uważa się wynik co najmniej 100,00 mj/ml; 50,00

- 100,00 mjiml to wynik wątpliwy, a poniżej 50,00 mj/ml - ujemny
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Objaśnienia: x - surowice pochodzące

dodatnie w OKAP, * - międzynarodowe

Tab 4 Wyniki badań surowic grupy IVx

z I lub II badania rutynowego,
jednostki w 1 ml surowicy

uzyskane w OWD oraz ELISA

Tab. 3 Wyniki badań różnymi metodami surowic grupy III* piśmiennictwie światowym potwierdzone (I, 1, 1,2, 16, 22).

Odczyn aglutynacji, poża czterema wynikami ujemnymi, w

pozostałych przypadkach także dał wynik fałszywie dodatni,

Rezultaty przedstawione w tab. 3, dotyczące równiez su-

rowic dodatnich w OKAP, w pełni potwierdzają rezultaty

Zawarte w tab, 2.

Tabela 4 zawiera wyniki badań 19 surowic, Pochodziły one

od naturalnie zakażonych zwięrząt. Zbadano je 3 róznymi
zestawami ELISA oraz OWD i OKAP. Ze wzgl,ędu na nie-

wielkie ilości surowic nie badano ich metodą aglutynacji pro-

bówkowej. W tabeli tej przedstawiono wartości ekstynkcji
(OD), uzyskane w ELISA, wyrażone w procentach w stosunku

do wartości OD kontroli dodatnich zawartych w poszczegól-

nych zestawach oraz wyniki OWD. W l8 przypadkach we

wszystkich zestawach uzyskano wynik dodatni, podobnie jak

w OKAP i OWD. Jedna surowica (nr l3) dała wynik ujenrny

w badaniu przy użyciu zestawów A i B oraz wynik wątpliwy
w OWD - 16,8 międzynarodowych jednostek przeciwciał
wiążących dopełniacz (mjwd). Według kyteriów oceny wyników

testu ELISA zestawem C, surolvicę tę uznano jako dodatnią,

chociaż wartość OD była zdecydowanie niższa niż pozostałych

prób, nieznacznię przęWaezając graniczną wartość 10%l.

Podobnie jak poprzednio wykazano bardzo dużego stopnia

zgodność pomiędzy wynikami uzyskanymi w OWD i ELISA,
W tym przypadku odnosi się ona do wyników dodatnich,

Równocześnie stwierdzono brak prostej zależności pomiędzy

wysokością miana wyrażoną w mjwd w OWD a wartością

ekstynkcji w ELISA. Na przykład badając surowicę nr 6

uzyskano w OWD 424 mjwd i dość niskie wartości w ELISA
(I207o, 152Vo i 91Vo), z kolei w przypadku surowicy nr 15

uzyskano wysokie wartości w ELISA (2517o, I68Vo, 120%)

przy stosunkowo niskich wartościach w OWD (40 mjwd),

Wyniki zawarte w tab. 5, dotyczące surowic dodatnich lub

wątpliwych w OWD, potwierdziły (z wyjątkiem zestawu A),
poprzednie spostrzezenia odnośnie korelacji wyników uzy-

skanych w teście ELISA i OWD.
Tabęla 6 przedstawia wyniki uzyskane w badaniach trzęma

zestawami ELISA surowic standardowycb dodatnich oraz su-

Tab. 5. Wyniki badań różnymi metodami surowic grupy V+

Numer
Surowlcy

oKAP oA
(mj/mt)x

oWD
(m]Wo)

ELISA

A B C

1 + 33,12 1 1,63 +

2 + 58,13 l 1,63 +/- +

3 + 400.00 40,00 + +

objaśnienia: + - surowice pochodzące z badań rutynowych, reagujące

wątpliwie lub dodatnio w OWD, x - międzynarodowe jednostki w 1 ml

surowicy, "* - międzynarodowe jednostki przeciwciał wiążących dopełniacz

Tab 6 Wyniki badania zestawami ELISA różnych lrrm dodatnich surowic

wzorcowych, używanych w pracowni brucelozy

Objaśnienia: t - sut-owice pochodzące od naturalnie zakażonych z\!ięrz1t,

Wszystkie reagowały dodatnio w OKAP, A, B, C - zestawy użyte do

badania, * - niędzynarodowe jednosrki przeciwciał wiążących dopełniacz;

za dodatni uważa się wynik co najmniej 20 mjwd; , 10 - 20 mjwd to

wynik wątpliwy, a poniżej 20 mjwd - ujelnny, xx - procentowa wartość

ekstynkcji badanej surowicy w stosuŃu do wartości ekstynkcji kontroli

dodatnie1 zawartej w zestrwie

Numer
SuroWlcy

ELISA oWD
(mjwd)x

B C

229*^ l94 135 640

ż l41 l95 l19 61

3 233 203 ll0 106

4 I96 l98 85 l86

5 żl] l92 83 53

6 120 152 97 4ż4

,I l62 162 79 465

8 l96 l96 ,72 46,5

9 130 30 56 20

10 l99 l99 83 335

l1 l93 193 82 l60

l2 l92 I92 46 ż0

l3 4 t(-) 38(_) 10 16,8(+/-)

|4 l41 l17 62 l86

l5 257 168 120 40

l6 128 1.52 l05 335

I7 2II l 1,7 80 20

l8 282 23 95 >424

l9 l38 133 51 20

Surowica

RSSaBa-OWD

kontrolna dodatnia
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rowicy krowy zakażonej .8r. abortus, W tym przypadku nie
stwierdzono zadnych róznic, zależnych od użytego zestawu,
ze względu na to, iż były to surowice jednoznacznie dodatnie.

Z omówionych doświadczeń wynika, że stosując OWD i
ELISA uzyskuje się wyniki identyczne lub bardzo zbliżone,
natomiast rezultaty otrzynlane próbą aglutynacj i probówkowej
i OKAP, wskazują na niedostateczną swoistość obu odczynów.
Stosowanie mimo to w diagnostyce rutynowej testu OKAP
wydaje się być uzasadnione. Zapewnia on bowiem wyklycie
mozliwie duzego odsetka zwierząt podejrzanych o zakazenie
a przy tym jest prosty techniczllie. Wślód uzyskanych wyników
są niestety również wyniki fałszywie dodatnie. Te jednak

identyfikuje obligatoryjnie w tym wypadku wykonywane ,"v

kraju OWD. Zatent z merytorycznego punktu widzenia mozna
obecny sposób badania w kicrunku brucelozy uznać za mo-
żliwy do przyjęcia. Mirno to OKAP mozna by zastąpić testcnl

ELISA, który wydaje się być równorzędny w sensie wyniku
dodatniego 1ub ujemnego z OWD. Natorniast na podsta,"vie

przeprowadzonych badań odczyn a_elutynacji probówkowej
nalezałoby wycofać z zestawu testów stosowanych w kraju
w rutynowej diagnostyce brucelozy bydła. Wniosck ten znaj-

duje potwierdzenie rv pracach autorów vagranicznych (l6).
Brak korelacji nliędzy wynikami uzyskanyrrri przy pomocy

ELISA a OKAP i OA mozna między innymi tłurnaczyć uży-
ciem w tym pierwszyrn przypadku lipowielocuk-ru Br, abortus
a w tym drugirn komórek bakteryjnych, Na ich powierzchni
znajdują się tózne antygeny. w tym równiez takie, któle są

pokrewnc z antygenami innych bakterii. jak np. Yersiltitt ente-

rocoliticctO:9 Iub Escherichia coli O:1_57. lstnicjc zatcln znacznie

większa mozliwość łączenia się ich z przeciwciałanri k,zyżor,vo
reagującymi, niz w przypadku lipowielocukru. reprezentują-
cego zespół antygenowy bardziej wyselekcjonowany w porów-

naniu do komórki baktery;nej. Bardziei isl,otne jest wykryrvanie
przez koniugat zestawów ELISA selektl,rł,nie przeciwciał klasy
IgG. Fakt ten czyni test ELISA bardziej swoistym niz OKAP
i OA, w któryclr 7.naczDLI rolę odgrywają ptzecirł,ciała IgIVI,

o szerszej niz przeciwciała lgC swoistości (2, 3, l8). Przeciw-
ciałom tym obok niewątpliwie rł,aznej roli jako wskaźnika wczes-

nego zakażenia przypisuje się właściu,ość uzyskiwania wyników
f'ałszywie dodatnich. Są one następstwen reakcii klzyżowych
lub odczynów niespecylicznych (12. 13, l9).

Niepełna zgoclność wyników OWD i ELISA moze być
wyjaŚniona wykrywaniem w tynl pierwszym odczynie oprócz
przeciwciał IgG również przeciwciał IgM (4, lt]). Te ostatnje

nie są wykazywane przy zastosowaniu ELISA, OWD nlimo.
Ze uzllawane jest za test WySoce swoisly daje z tego powodu
w bardzo nałyrn odsetku wyniki fałszywie dodatnie. Są one

rezultatenr reakcji krzyzowych pomiędzy alltygenami Br, cLbor-

tus a przeciwciałami indukowanymi obecnością drobnoustro-
jów pokrewnych antygenowo z bakteriami Brucella (7). Istotną

rolę odgrywaj ą też wzalenrne proporcjc IgM w stosunku do

IgG. W przypadku duzej koncentracji swoistych (anty-Bru-
cella) przeciwciał IgM w stosunku do nicwielkiej ilości IgG
może dojść do zablokowania aktywności tych ostatnich i re-

akcji ujemnej w ELISA przy dodatnirn wyniku w OWD (13,

19). Z tych sanych prawdopodobnie przyczyn wynika stwier-

dzony w badaniu surowic _erupy IV brak prostej zależności
pomiędzy wysokością miana w OWD a wartością ekstynkcji
w ELISA. Niektórzy aul-orzy rvskazują tez na rolę_laką odgrywa

rózny pozion powinowactwa poszukiwanych przeciwciał wzglę-

dem antygenów Brucella, różnych w ELISA i OWD (1,22).

Zaobserwowane niewielkie różnice wyników pomiędzy oce-

nianymi w pracy zestawami ELISA mogą mieć kilka przyczyn,
Pierwsza z nich to swoistość uźywanych koniugatólv. Pomirno
tego, że są one wszystkie skierowane przeciwko IgG, to jednak
producenci zestawów nie podają dokładnie czy wykrywają
one wszystkie IgG, czy IgGl lub IgG2. Ponadto koniugaty
anty-IgG mogą jednak posiadać różnego stopnia swoistość
anty-IgM (5, 19), Zależy to od sposobu otrzymywania i poziomu
oczyszczenia omawianych tl,akcji globulin. Bardzo istotnym
czynnikiem wpływającym na występowanie róznic między
wynikami poszczególnych zestawów ELISA jest tez sposób

wy znaczania wartości graniczn y ch po zwal aj ących zakw al ifi-
kować daną surowicę jako ujemnąbądź dodatnią oraz ściśle

z lym związane rózne miana kontrolnych surowic dodatnich
dołączonych do zestawów (5, 6).

Mimo wymienionych zasIrzeżeń, uzyskane wyniki wskazuią
na dużą wartość diagrrostyczrrą testu ELISA i uzasadniają
jego wykorzystanie w l,utynowej diagnostyce brucelozy bydła.
Potwierdzają jednocześnie spostrzeżenia innych autorów (1,

5, 12, l5) wskazujące na konieczność standaryzowania re-

agentów i procedur w teście ELISA tak, aby uzyskane wyniki
były porównywa]ne i umożliwiały jednoznaczną interpretlcję.
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