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Testy aktualnie stosowane
W rozpoznawaniu paratuberkulozy bydta

Pracownia Immunologii GruZlicy Padstwowego Instytutu Weterynarii, Al. Partyzantéw 57, 24-100 Pulawy

Paratuberkuloza (choroba Johnego) jest przewlekia choroba
przezuwaczy wywolang przez Mycobacterium paratuberculo-
sis. Zarazek wykazuje powinowactwo do blony Sluzowej i
podsluzowej jelit gdzie namnaza si¢ obticie, wywotujac prze-
rostowy stan zapalny $ciany jelita prowadzacy do biegunki,
stopniowego wyniszczenia organizmu 1 $mierci zwierzecia.

Choroba powoduje znaczne straty ekonomiczne. Sa one
spowodowane spadkiem mleczno$ei oraz koniecznoscia wczes-
niejszej eliminacji zwierzat z hodowli, stanowiacych niekiedy
cenny material genetyczny (2, 8, 9, 30, 68, 71). Ponadto
paratuberkuloza predysponuje do wystgpowania schorzen to-
warzyszacych, gtéwnie zapalenia gruczotu mlekowego i nie-
ptodnosei (2). Znaczne koszty powoduje koniecznos¢ osobnego
odchowu cielat pochodzacych od kréw ze stad dotknigtych
paratuberkuloza (30). Straty powstale w nastepstwie paratu-
berkulozy bydla ocenia si¢ w USA na 1,5 mld dolaréw ro-
cznie (38).

Zwalczanie paratuberkulozy jest trudne z uwagi na dugi
okres inkubacji choroby, wynoszacy od kilku miesi¢cy do
kilku lat oraz na brak swoistych i czutych metod rozpozna-
wania. Nie u wszystkich zakazonych zwierzat rozwija sig
kliniczna posta¢ choroby. Prawdopodobieristwo wystapienia
objaw6w jest tym wigksze, im we wczesniejszym okresie
zycia doszlo do zakazenia. Na infekcje i rozwdj choroby
znacznie bardziej naraZone sa zwierzeta 1-3 tygodniowe niz
1-2 letnie. Zwierzeta zakazone w starszym wieku moga by¢
bezobjawowymi nosicielami zarazka przez wiele lat (70).

Podstawe rozpoznawania paratuberkualozy stanowi préba izo-
lowania zarazka z tkanek, pobranych w badaniu sekcyjnym,
biopsji lub z katu (7, 66). Préba ta posiada 100% swoistos¢
(52,62, 69), ajej wyniki stanowia podstawe do oceny wynikéw
testéw serologicznych stosowanych w rozpoznawaniu tej cho-
roby (19). Unowocze$nienie metod izolowania M. paratuber-
culosis z katu spowodowalo 2-3-krotne zwigkszenie czutosci
préby, jednakze czutos¢ ta wynosi nie wigcej niz 50% (69).
Jest to spowodowane okresowym brakiem siewstwa u nosicieli

M. paratuberculosis. Jeszcze mniejsza czulos¢ 1 swoistose
posiada mikroskopia preparatéw z katu. W preparatach bar-
wionych metoda Ziehl-Neelsena nie mamy bowiem mozliwosci
odrézniania M. paratuberculosis od saprofitycznych pratkéw
kwasoopornych (70). Niewielkie zastosowanie praktyczne do
rozpoznawania choroby Johnego posiadaja tez testy hemaglu-
tynacji (34), zahamowania migracji leukocytéw (6), stymulacji
limfocytow (9, 23), transformacji limfocytéw (21), immuno-
fluorescencyjny (1, 25, 32), czy immunoperoksydazowy (46).
Srédskérny test z uzyciem joniny posiada takze ograniczona
wartos$¢, z uwagi na wystepowanie reakcji fatszywie dodatnich
(infekcje M. avium) i falszywie ujemnych (67, 70).

W wielu laboratoriach na catym §wiecie prowadzi sie ba-
dania majace na celu zwiekszenie czutosci i swoistosci testow
stuzacych do rozpoznawania paratuberkulozy przezuwaczy,
szezegblnie we wezesnym okresie choroby. Utrzymywanie
si¢ ognisk choroby Johnego w woj. bydgoskiem oraz import
i eksport zwierzat hodowlanych stworzy! koniecznos¢ podjecia
prac majacych na celu udoskonalenie diagnostyki tej choroby
w naszym kraju. Do przyzyciowego rozpoznawania paratu-
berkulozy bydla usitowano zaadaptowaé szereg testéw daja-
cych dobre wyniki w rozpoznawaniu innych choréb zakaznych.
Niektére z nich, jak OWD, weszty do rutynowych badat,
inne traktowane s jako testy uzupetniajace lub ich przydatnos¢
jest przedmiotem dyskusji i ocen.

Odczyn wiazania dopelniacza

Sposréd metod serologicznych préba najczesciej stosowang
od wielu lat w rozpoznawaniu paratuberkulozy jest odczyn
wiazania dopetniacza (OWD) (19, 32, 63, 67). Po raz pierwszy
zostal on zastosowany przez Banga i Andersena (cyt. za 28),
ktérzy wysoko ocenili jego przydatno$é w rozpoznawaniu
choroby Johnego. OWD zyskat wielu zwolennikéw, a niekto-
rzy uznawali ten test za jedyny pozwalajacy wykry¢ zwierze
bedace we wezesnym okresie choroby (51). Niektérzy autorzy
uznali jednak, ze test ten jest zbyt mato swoisty i podjeli
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prace nad uzyskaniem odpowiednio aktywnych antygenow i
modyfikacja préby (11, 37, 49, 57).

Licznt autorzy, pomimo znacznego postgpu w technice wy-
konywania i zwigkszeniu swoisto$ci préby, podkreslajg mo-
zliwo$¢é wystapienia reakcji zaréwno fatszywie dodatnich, jak
1 fatszywie ujemnych (2, 13, 19, 63, 73). W przebiegu infekcji
M. paratuberculosis swoiste przeciwciata wykrywane sg tym
testem stosunkowo péZno. Larsen i wsp. (33) a takZze Merkal
i wsp. (40) wykazali, 7e przeciwciala wiazace dopetniacz
pojawiaja si¢ w surowicach zwierzgat chorych niejednokrotnie
dopiero po uptywie 1 roku od chwili zakazenia. Obserwacje
niektérych badaczy (33, 35) wykazaly ponadto znaczne wa-
hania miana przeciwcial w przebiegu choroby, a nawet cza-
sowy ich zanik. Stad tez OWD jest uwazany za przydatny
przede wszystkim do potwierdzania klinicznych przypadkéw
choroby, z biegunka i wydalaniem M. paratuberculosis z katem
(26, 64). De Lisle i wsp. (20) wykazali w swoich badaniach
duza korelacje wynikéw uzyskanych w OWD z wynikami
posiew6w katu od zwierzat chorych. W grupie zwierzat wy-
dalajacych pratki z katem uzyskiwano u wszystkich osobnikéw
dodatni wynik OWD. Natomiast sposréd 37 zwierzat zaka-
zonych, bedacych siewcami okresowymi lub nie wykazujacych
obecnosci M. paratuberculosis w kale, test byt dodatni tylko
u 3 osobnikéw. Colgrove 1 wsp. (13) poréwnywali przydatnos¢
réznych testéw serologicznych w rozpoznawaniu paratuber-
kulozy bydta 1 stwierdzili, ze czuto$é¢ OWD jest wyzsza niz
odczynu immunodyfuzji w zelu agarowym, szczegdlnie u krow
bedacych siewcami zarazka w zaawansowanym stadium cho-
roby. U zwierzat tych czutosé testu okreslili na okoto 90%.
Whitlock (67) uwaza, ze zwierzeta wykazujace dodatnie wy-
niki w odczynie wiazania dopetniacza przy rozcienczeniach
surowicy < 1:32 sa zwykle siewcami M. paratuberculosis z
kalem. Mala czuto$é odczynu wiazania dopelniacza w po-
czatkowym stadium infekeji oraz brak dostateczne]j swoistosci
nie pozwala na zwalczanie paratuberkulozy tylko w oparciu
o wyniki tego testu (32). OWD jest obecnie uzywany rutynowo
w Polsce do rozpoznawania paratuberkulozy u importowanego
bydta i owiec.

Test immunodyfuzji w zelu agarowym

Na ogét uznawany jest jako test pomocny tylko do po-
twierdzania klinicznych przypadkéw choroby, gdyz wykazuje
malg czutosé u zwierzat zakazonych, u ktérych nie obserwuje
sie spadku wagi ciata lub biegunki (56, 64). Sweeney (62)
okre§la czuto$¢ testu immunodyfuzji w Zelu u bezobjawowych
nosicieli M. paratuberculosis na okoto 10% a u zwierzat z
pelnymi objawami choroby na 70-90%. Ocena wartosci diag-
nostycznej omawianej préby przez réznych badaczy jestrozna.
Colgrove i wsp. (13) przyjmuja, ze czuto$c testu w pdZniejszym
stadium infekeji nie przekracza 54,5%. Odmienne zdanie wy-
raza Sherman (55) stwierdzajac, Ze test ten wykrywa blisko
100% zwierzat chorych. Autor ten twierdzi tez, ze dodatni
wynik testu znajduje zwykle potwierdzenie w dodatnich wy-
nikach préby hodowlanej z katu. Whitlock (67, 70) podkresla
korelacj¢ miedzy objawami choroby a wynikami testu. Czgsto
bowiem u bezobjawowych siewcéw M. paratuberculosis préba
ta daje ujemne wyniki. Mikromodyfikacje préby immunody-
fuzji w zelu agarowym nieznacznie tylko podniosty jej czutos¢
(64). Swoistosc testu jest okreslana zwykle na 80-90%. Oma-
wiany test posiada pewne znaczenie w rozpoznawaniu choroby
u pojedynczych osobnikéw. Podobnie jak odczyn wiazania
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dopelniacza nie moze stanowié podstawy zwalczania paratu-
berkulozy i nie powinien by¢é stosowany jako test stada (67).

ELISA i DIA

W ostatnim okresie, znaczny postep w rozpoznawaniu para-
tuberkulozy bydta i owiec stanowi adaptacja ELISA (1, 10,
15, 20, 27, 31, 37, 54, 58, 59, 60, 73, 74). Zasada testu jest
stwierdzenie obecnosci swoistych przeciwcial na podstawie
pomiaru nateZenia reakcji barwnej zachodzacej w nastepstwie
wigzania przez te przeciwciata odpowiedniego koniugatu i
substratu. Test ten, uwazany za najbardziej czuty i swoisty
w wykrywaniu przeciwcial w surowicy zwierzat zakazonych
M. paratuberculosis jest obecnie zalecany przez OIE do roz-
poznawania choroby Johnego (47). Pozwala on wykry¢ w
surowicy zwierzat immunoglobuliny réznych klas. W przy-
padku paratuberkulozy bydta uzycie koniugatéw antybydie-
cych IgM nie pozwala na precyzyjne rozpoznawanie choroby
(73, 74). Znacznie lepsze wyniki uzyskuje si¢ wykrywajac
powstate w przebiegu infekcjt swoiste przeciwciata klasy IgGi
(3, 73).

Istotnym udogodnieniem w stosowaniu tej metody jest mniej-
sze zuzycie odczynnikéw niz w przy OWD, mozliwos¢ wyko-
nania znacznej liczby prob jednoczesnie, krétki czas oczekiwania
na wynik, znacznie mniejszy jednostkowy koszt préby, a prze-
de wszystkim wyeliminowanie subiektywnej oceny wizualnej.
Metoda wymaga jednak kosztownego wyposazenia (czytnik)
i jest mozliwa do przeprowadzenia tylko w wyspecjalizowa-
nych laboratoriach. Obecnie dostepne sa juz gotowe zestawy
do ELISA, stanowiace podstawe programu badari zmierzaja-
cych do uzdrawiania stad, w ktérych stwierdzono infekcje
M. paratuberculosis (45, 48). Testy te opieraja si¢ na antygenie
ze szczepu M. paratuberculosis 18. W badaniach wykorzy-
stywany jest tez antygen D, lipoarabinomannanowy, proto-
plazmatyczny i protoplazmatyczny oczyszczony (1, 13, 25,
58, 539, 60, 61), co moze stanowi¢ istotng trudnos¢ w poréw-
nywaniu wynikéw badai uzyskanych w laboratoriach stosujacych
rézne modyfikacje ELISA. Czuto$é tej metody u zwierzat
wykazujacych kliniczne objawy paratuberkulozy jest poréw-
nywalna z czutoscia odczynu wiazania dopetniacza (47). Jed-
nakze znacznie wicksza warto$¢ niz OWD posiada ELISA w
rozpoznawaniu wczesnych zakazen bezobjawowych. Przeglad
pi$miennictwa dostarcza szeregu danych na temat czutosci
tej metody. Whitlock (67) okresla czutos¢ testéw handlowych
(Idexx Corporation) na 10-50%. Inni autorzy donosza, ze
ELISA wykrywa 40-90% zwierzat chorych (16, 17, 62, 64).
Wicksza jednomy§Inosé panuje w ocenie swoistosci tego testu,
ktéra okresla sie zwykle na 60-90% (15, 16, 17, 42, 67).
Yokomizo (73) stwierdza jednak, Ze nawet w tescie o tak
wysokiej swoistosci istnieje mozliwos¢ reakcji falszywie do-
datnich, wywotanych infekcja organizmu zwierzat pratkami
grupy M. avium-intracellulare. Znacznie 1zadziej spotykane
sa reakcje fatszywie ujemne. Moga one wystapi¢ u czesci
zwierzat we wczesnym stadium zakazenia, zanim zostang wy-
tworzone swoiste, wiazace antygen, przeciwciala. Brak reakcji
moze by¢ spowodowany takze anergia, w procesie tolerancji
immunologicznej a takze w wyniku utworzenia w przebiegu
infekcji komplekséw immunologicznych skutecznie maskuja-
cych swoiste przeciwciata lub antygen (12, 38, 39, 41, 43).

Swoisto$¢ ELISA mozna zwigkszy¢ stosujac wczesniejsza
inkubacje badanych surowic z zawiesing M. phlei. Zwigksza
to swoistos¢ testu, ale powoduje ograniczenie jego czutosci
(41, 42). Tsai i wsp. (64) stwierdzila, ze dla okoto 6% badanych
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surowic, pochodzacych od zwierzat z ujemnym wynikiem
badania hodowlanego, nastgpowata zmiana wynikéw ELISA
na dodatni po wczesniejszej inkubacji surowic z zawiesing
M. phlei. Swiadczy¢ to moze o przerwach w siewstwie M. para-
tuberculosis z katem u pewnego odsetka zwierzat, lub tez o
wytwarzaniu przez cze$¢ zwierzat przeciwcial przed wysta-
pieniem siewstwa zarazkéw. Niedostateczna moze by¢ takze
czutos¢ stosowanych metod hodowlanych. Inkubacja surowic
z zawiesing M. phlei, wprowadzajac dodatkowe czynnosci
laboratoryjne, nieco komplikuje prébe i wydtuza czas ocze-
kiwania na wyniki. Niezmiernie wazne dla oceny wynikéw
tego testu jest prawidlowe ustalenie wartosci, dla ktérej wynik
proby jest dodatni. Podstawe stanowi odpowiednio szeroki
zestaw wzorcowych surowic ujemnych. Yokomizo (74) po-
réwnujac dwie metody wyznaczania tej wartosci, sugeruje,
ze znacznie lepiej stosowaé kryterium 2 X $rednia wynikéw
wzorcowych surowic ujemnych, niz $rednia + 3 odchylenia
standardowe. Wyznaczenie nizszej wartosci, od ktdrej suro-
wice uznawane sa za dodatnie, powoduje zwigkszenie czutosci
testu, jednakze wyznaczenie wartosci wyzszej i zwigkszenie
swoistosci proby wydaje si¢ bardziej uzyteczne w zwalczaniu
paratuberkulozy (64).

Testem pokrewnym ELISA, opartym na tych samych za-
sadach, jest DIA (Dot Immunobinding Assay). Reakcja barwna
zachodzi w obrgbie kropli anty genu w réznych rozcienczeniach
naniesionego na pasek nitrocelulozowy. Warto$¢ tego testu
w tozpoznawaniu paratuberkulozy jest poréwnywalna z kla-
sycznym testem ELISA (18, 41, 42, 64, 72). Metoda ta ma
szereg zalet. Test jest znacznie prostszy do wykonania, tadszy
oraz szybszy niz ELISA. Moze by¢ przeprowadzony w labo-
ratoriach terenowych w oparciu o wizualng ocen¢ intensyw-
nosci zabarwienia kropli, bez uzycia kosztownego wyposazenia.
Gotowe do przeprowadzenia préby paski nitrocelulozowe z
antygenem moga by¢ przechowywane przez dluzszy czas w
temperaturze 4°C bez utraty wartosci (64). Potwierdzaja to
wyniki niepublikowanych badan wtasnych. Paski z wynikami
daja zapis trwaly i moze by¢ z nich tworzona dokumentacja
badan przechowywana przez szereg tygodni. Dodatkowa zaleta
tej metody jest mozliwos¢ zastosowania na jednym pasku
kilku antygendw 1 jednoczesne rozpoznawanie kilku jednostek
chorobowych (26). Powierzchnia paska nitrocelulozowego wy-
daje si¢ znacznie stabilniejsza powierzchnig dla reakcji niz
gtadkie scianki basenika ptytki. Woodruff i wsp. (72) stwier-
dzaja, ze swoistosé tego testu jest poréwnywalna z ELISA,
a jego czulo$é okresla si¢ na 85% u zwierzat z objawami
paratuberkulozy i na 65% w bezobjawowym przebiegu cho-
roby. Badania Tsai i wsp. (64) wykazaly, ze swoistos¢ DIA,
wynoszaca 84% moze by¢ zwigkszona do okoto 94% po za-
stosowaniu wczeéniej inkubacji badanych surowic z zawiesing
M. phlei. Jednocze$nie dochodzi jednak do obnizenia czulosci
préby z 68 do 59%. Bech-Nielsen i wsp. (5) stwierdzili, ze
proces ten jest jeszcze intensywniejszy. Po adsorbeji surowic
M. phlei swoistos¢ proby wzrosta co prawda do 97,8% ale
czutosé spadta do 34,1%. Autor ten podkresla tez duza su-
biektywno$¢ w wizualnej interpretacji wynikéw. Odczyt bez
uzycia specjalnej aparatury wskazywat na czuto$¢ testu 66%.
Po zastosowaniu analizatora kolorymetrycznego wartos¢ ta
wzrosta do 87,5%. Spostrzezenia wlasne wskazuja, Ze nalezy
zachowaé duza ostroznos$¢ przy wizualnej ocenie wynikdw
tego testu. Znaczna trudno$é sprawiaja niezbyt jasne, trudne
do oceny wyniki DIA, szczegdlnie w przypadku stad proble-
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mowych 1 przy wigkszych rozciericzeniach (1:30) nakroplo-
nego na pasek antygenu.

Test gamma interferonowy

Oprécz powszechnie stosowanych testow serologicznych,
pewien postep w rozpoznawaniu paratuberkulozy stanowi za-
stosowanie testu gamma interferonowego, wykorzystujacego
zjawisko odpornosci komérkowej. Pod wpltywem inkubacji
krwi z dwoma réznymi mitogenami (M. avium i M. bovis)
stymulowane limfocyty T wytwarzaja gamma interferon. Po-
miar jego poziomu oparty jest na zasadach ELISA. Na podstawie
poréwnania poziomu jego produkcji w czasie obu inkubacji
mozna wnioskowad o istnieniu choroby. Limfocyty zwierzat,
ktére zetknely si¢ z M. paratuberculosis beda cechowaty sig¢
znaczna produkcja gamma interferonu w czasie inkubacji z
M. avium. W USA produkowane sg gotowe zestawy do prze-
prowadzenia testu. Test ten ma jednak znacznie wigksze wy-
magania techniczne niz ELISA 1 moze by¢ przeprowadzany
tylko w wyspecjalizowanych laboratoriach. Znaczenie ma tez
wysoki koszt jednostkowy préby.

Testy genetyczne

W ostatnich latach ukazato si¢ wiele prac na temat zasto-
sowania testéw genetycznych do diagnostyki paratuberkulozy
(4, 22,29, 44, 65). Testy te polegaja na znalezieniu w badanym
materiale sekwencji kwasu nukleinowego charakterystycznej
dla M. paratuberculosis. Wyjsciowa ilos¢ materiatu genety-
cznego moze byé niewielka, gdyz uwolniony w trakcie lizy
komérki bakteryjnej kwas nukleinowy jest sekwencjonowany
a odpowiedni jego fragment jest namnazany do ilosci umo-
zliwiajacej jego wykrycie. Pewna trudnos$¢ przy prowadzeniu
tego typu badani stanowi duze pokrewienstwo antygenowe
M. paratuberculosis i M. avium. McFadden (36) stwierdzit
identyczno$é 98% DNA obu tych drobnoustrojéw. Niemniej
jednak pewne fragmenty wystepuja tylko u M. paratubercu-
losis. Szereg prac opisuje testy z uzyciem réznych sond DNA.,
Wigkszo§¢ uzywanych obecnie testéw genetycznych bazuje
na fragmencie IS900 (22, 44, 53, 65). W USA produkowane
sa tez gotowe zestawy diagnostyczne produkcji Idexx Cor-
poration. Préby genetyczne posiadaja niepordwnywalnie wigk-
szg swoistos¢ niz préby serologiczne, jednakze ich uzycie do
wykrywania charakterystycznych fragmentéw kwaséw nuklei-
nowych w kale obniza znacznie czuto$¢ préby. Van der Giessen
(65) stwierdzil, ze test bazujacy na fragmencie 1S900 pozwala
na potwierdzenie choroby przy obecnosci 10 komérek M.
paratuberculosis w 1 g katu a czutos$¢ proby okreslit na 3-23%.
Testy genetyczne sg przydatne gtéwnie do badania préb ,.czys-
tych” — krwi lub tkanek. Ich uzycie u ludzi chorych na chorobe
Crohne’a pozwolito na potwierdzenie udziatn M. paratubercu-
losis w wywolywaniu schorzenia (22, 24). Znaczne przyspie-
szenie w uzyskaniu 100% pewnych wynikéw potwierdzajacych
paratuberkuloze jest mozliwe po zastosowaniu testéw genety-
cznych do préb z wezesnych (1-2 tyg.) hodowli M. paratuber-
culosis na podtozach Herrolda. Wymagania techniczne i duzy
koszt jednostkowy badania (15-20$) powoduje, ze testy ge-
netyczne w rozpoznawaniu paratuberkulozy bydta sa wyko-
nywane tylko przez niektére, wyspecjalizowane laboratoria.

Nalezy podkreslié, ze swoiste przeciwciata w przebiegu para-
tuberkulozy bydta pojawiaja sie stosunkowo pézno, a odpowiedz
immunologiczna przed wystapieniem klinicznych objawéw
choroby jest zwykle staba (20). Stad tez wszystkie testy sero-
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lo

giczne stosowane w rozpoznawaniu choroby Johnego maja

ograniczona wartosé. Cechuje je znaczna swoistos¢, jednakze
czutos¢ zwieksza sie znacznie dopiero po wystapieniu obja-
wéw klinicznych lub wraz z rozpoczgciem siewstwa M. para-

Tu

berculosis z katem. W tych przypadkach czutos¢ testéw

stosowanych od wiclu lat (OWD, immunodyfuzja) ogdlnie

bi

orac niewiele ustgpuje czutosci testéw nowoczesnych (ELI-

SA). Wielkg zaleta omawianych préb jest ich prostota 1 krdtki
czas oczekiwania na wyniki. Stad tez préby te stanowia pod-
stawe programéw zwalczania paratuberkulozy bydta (45, 47).
Sposréd oméwionych testéw do rozpoznawania i potwierdza-

ni

a paratuberkulozy, u zwierzat z objawami wskazujacymi na

istnienie choroby, zalecane sg testy immunodyfuzji w zelu
agarowym, ELISA oraz genetyczne. Z kolei do rozpoznawania
choroby w stadzie najbardziej przydatny jest ELISA, a badaniu
poddaje si¢ wszystkie zwierzgta w wieku powyzej 24 miesigey.
Zwalczanie paratuberkulozy nie moze jednak opierac si¢ tylko
na wynikach testow serologicznych. W §lad za dodatnim wy-
nikiem ELISA zaleca si¢ wykonanie badania hodowlanego.

0]

uwolnieniu stada od choroby mozemy méwié po uzyskaniu

u wszystkich zwierzat ujemnego wyniku badania hodowlanego
z katu i kolejnych 2-3 ujemnych testach ELISA w ciggu 12-18
miesiecy.

— = = \D 00 =1 N
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