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Summary

Administration of monoclonal antibodies in the DAS
ELISA for the detection of hens infected with avian
leucosis viruses

Three hybridoma cell lines (AC2, DC6, PC2) sec-
reting monoclonal antibodies (MCA) against protein
27. a major component of group specific antigens of
avian leucosis viruses, have been employed. All three
monoclonal antibodies reacted with p27. The epitope
topological studies demonstrated that MCA, DC6 and
PC2 were directed to different epitopes of ALV-p27.
Comparative studies of different MCA sets for the
detection of ALV gs-antigens with the ELISA test
demonstrated that the sensitivity of the test, using
MCA PC2 for adsorption and a HRP as a conjugate,
was the same as one in the commercial Kit and was
higher when compared with another commercial DAS
ELISA kit.

Zakazenia egzogennymi wirusami biataczek ptakow
(ALV) sa przyczyna stral ekonomicznych w hodowli
kur. bedacych wynikiem chor6b nowotworowych oraz
obnizonej produkeyjnosci i ogélnej zdrowotnoscel ptakow
(4. 5. 10. 14). Walka z biataczkami kur polega przede
wszystkim na eliminowaniu z hodowli ptakéw zakazo-
nych. W ten spos6b przerywa sie cykl kongenitalnej
transmisji wirusa, Ktora jest najwazniejsza droga 1oz-
przestrzeniania ALV (4. 3. 10, 12). Antygeny grupowo
swoiste (gs) ALV mozna wykry¢ w surowicy, W wy-
mazach z kloaki ptakéw oraz w biatku jaj (12, 13). Test
immunoenzymatyczny oparty na metodzie podwdjnych
przeciwcial (DAS ELISA) pozwala obecnie najskutecz-
niej wykrywac ptaki bedace nosicielami i siewcami wi-
rusa biataczek kur (1, 2, 11).

W kraju brak dotad opracowanych metod wykrywania
sakazei ALV u kur. Przeprowadzone, po raz pierwszy
badania przy uzyciu testu DAS ELISA wykazaly zaka-
senie ALV we wszystkich badanych stadach czystych
linii kar kierunku miesnego i niesnego, a stopien prze-
noszenia wirusa przez jajo wahat sie od 6 do 31% (8).
[stnieje wigc potrzeba wprowadzenia w Kraju programu
uwalniania stad hodowlanych kur od zakazen wirusami
biataczek.

¥) Praca wykonana w ramach projektu badawczego nr 5 5875 91 05
finansowanego przez KBN

Celem pracy bylo opracowanie testu DAS ELISA,
ktéry moglby znalez¢ zastosowanie w takich programach.
Realna mozliwos¢ opracowania takiego testu stworzyto
uzyskanie PM swoistych dla biatka p27, gtéwnego skiad-
nika antygenéw gs wirusow biataczek ptakéw (7).

Material i metody

Wirus. Material wirusowy stanowila plazma kurczat leu-
kemicznych (chorych na mieloblastoze) zakazonych wirusem
AMV/MAV-B.

Klony hybrydom. Linie komérek hybrydom ozna-
czone AC2, DC6 i PC2 uzyskano wezesniej (7) 1 przechowy-
wano w stanie glgbokiego zamrozenia W ciektym azocie.

Kurczeta. Kurczeta rasy Leghorn Dore (LD) oraz Leg-
horn (L) lezono z jaj SPF (sprowadzonych odpowiednio z
INRA, Francja oraz z Lohmann, Niemcy).

Myszy. Syngeniczne mySzy szCzepu wsobnego BALB/c
pochodzity z hodowli INRA, Francja.

Nampazanie i oczyszczanie wirusa. Jedno-
dniowe pisklgta LD i L zakazano wirusem AMV wprowadza-
jac dootrzewnowo po 0,1 ml materiatu wirusowego (plazma).
Rozwdj choroby (leukemii) dledzono prowadzac okresowo ba-
dania morfologiczne krwi, Kurczgta, u ktérych stwierdzono
leukemie (wzrost liczby mieloblastow) skrwawiano i z uzyskancj
krwi wydzielano plazme. Ohecnosé wirusa w plazmie spraw-
dzano w tescie DAS ELISA.

Wirus oczyszczano, po wstepnym klarowaniu plazmy, przez
wirowanie 4000xg, przez ultrawirowanie w gradiencie stgZe-
nia sacharozy 20% i 60% przez 2 h przy 95 000xg, a nastgpnie
w pigcioskokowym eradiencie sacharozy 24-60% przez 18h
przy 95 000xg. Frakcje z prazkiem wirusa ponownie wirowano
(2 h przy 95 000xg), uzyskana peletke wirusa zawieszano w
buforze TEN (0,01 M Tris. 0,001 M EDTA, 0,1 M NaCl, pH
8.1) i przechowywano w temperaturze -70°C. Oczyszezony
wirus badano na aktywnos¢ antygenowa w tescie DAS ELISA.
a koncentracje biatka okreslano wg metody BCA (7).

Podioze do hodowli hybrydom. Podioze wzro-
stowe sktadato sie z ptynu Eagle'a (MEM) z dodatkiem 10%
ptodowej surowicy cielecej (Biolab). L-glutaminy. pirogronia-
nu sodu oraz antybiotykéw: penicyliny, streptomycymy. fungi-
zONU.

Namnazanie klonéw hybrydom w hodowli.
Po rozmrozeniu zywe komorki liczono i zaktadano hodowle
hybrydom o ggstosci 10° komérek w 1 ml podloza wzrostowe-
go. Po kilku dniach inkubacji supernatant hodowli wykazuja-
cej intensywny wzrosl hybrydom badano na aktywnos¢ w
tescie ELISA i swoistos¢ w tescie immunobloting.

Otrzymywanie PM z wysigku otrzewno-
w e g 0. Potrzebna w koficowym etapte duza ilosé¢ PM produ-
kowano na myszach BALB/c poprzez indukcje wysicku
otrzewnowego, W 10 dni po podaniu pristanu (Sigma) myszom
wprowadzono Lp. okoto 10° komérek hybrydoma. Po |-3
tygodniach pobierano od nich gromadzacy sie w jamie Otrzew-
nowej wysigk. Zebrany wysigk klarowano przez wirowanie
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(3000 obr./min, 15 min), mianowano testem ELISA i do czasu
uzycia w dalszych badaniach przechowywano w temperaturze
-20°C.

Oczyszczanie PM. Oczyszczanie immunoglobulin
(IgG) PM 7z pltynu wysickowego myszy przeprowadzono w
oparciu o niechromatograficzng metode opisang przez Reika i
wsp. (15). Metoda ta polega na eliminowaniu innych poza IgG
biatek (albumin) w dwustopniowym wytracaniu przy uzyciu
kwasu kaprylowego a nastgpnie siarczanu amonu. Uzyskany
osad oczyszczonych immunoglobulin PM zawieszano w PBS
1 po dializie przechowywano w stanie zamrozenia (-20°C).

Przygotowanie koniugatu PM. Koniugowanie
oczyszczonych IgG PM z enzymem peroksydaza chrzanowg
(HRP}) przeprowadzono w oparciu 0 metodg nadjodanowa po-
dana przez Talbota (16). Otrzymanc koniugaty konserwowano
dodajac glicerol (réwng objetosc) oraz mertiolat.

Test ELISA.Obecnosé PM w ptynie hodowli hybrydom
wysieku otrzewnowego myszy oraz aktywnos¢ {miano) przy-
gotowanych immunoreagentéw: oczyszczone immunoglobuli-
ny (IgG) i koniugaty z PM badano metoda ELISA. Wykonanie
testu przedstawiato sie w skrécie nastgpujaco: mikroptytki F
(Plastomed lub Nunc-Poly Sorb) optaszczano oczyszczonym
AMV. Po saturacji 0,1% roztworem albuminy bydlecej (BSA)
w PBS i przeptukaniu PBS z 0,05% Tweenu 20 (PBST), plytki
inkubowano z badanymi prébami. Obecno$¢ swoistych prze-
ciwciat wykrywano stosujac, po uprzednim plukaniu, znako-
wany peroksydaza chrzanowa (HRP) koniugat anty-mysim 1gG
(Sigma). Jako substratu uzyto ABTS (Boehringer Mannheim).
Inkubacje mikroptytek z BSA, prébami, koniugatem i substra-
tem prowadzono przez 1 hw 37°C.

Test DAS ELISA. Wykrywanie AMV oraz antyge-
now gs w plazmie krwi i biatku jaj oparto na metodzie podwéj-
nych przeciweial. Zasadniczo test wykonywano uzywajac
komercyjne reagenty: krdlicza IgG przeciw biatku p27 AMV
(R-AMV) do optaszczania ptytek oraz jako koniugat R—-AMV
znakowang HRP (R-AMV+HRP) produkeji Life Sciences Inc.
Optymalne rozciericzenie, zalecane przez producenta do stoso-
wania, wynosito dla obu reagentéw 1:1000. Optaszczone mikro-
ptytki F (Plastomed lub Nunc-Maxi Sorb), przed natozeniem
prob, poddawano saturacji BSA, a jako substratu uzywano
ABTS. Plukanie 1 warunki inkubacji byty takie same jak przy
tescie ELISA.

Immunobloting. Swoistos¢ PM oceniano za pomoca
techniki immunobloting (7). Paski nitrocelulozy z wczesniej
przeniesionymi z zelu poliakrylamidowego po rozdziale elek-
troforetycznym biatek strukturalnych AMV inkubowano z su-
pernatantem hodowli hybrydom lub wysickiem otrzewnowym
myszy przez 90 min. w temperaturze pokojowej. Miejsce zZwia-
zania przeciwcial uwidaczniano stosujac koniugat anty-mysi
IgG znakowany HRP (Bio Rad). a nastgpnie substrat 4-chlorek
I-naftolu (Bio Rad).

Okreslenie epitopowej swoistosci. Dla oce-
ny czy przeciwciata produkowane przez r6zne klony hybrydom
rozpoznaja ten sam lub odmienne epitopy antygenu przeprowa-
dzono testy ELISA blokowanic i ELISA konkurencja.

W tescie ELISA blokowanie, ptytki optaszczone uprzednio
AMV inkubowano przez 2 h z serig 4-krolnych rozcienczen
kazdego z PM (IgG PM) przed dodaniem koniugatéw PM
znakowych HRP (PM+HRP). Etapy testu, poczawszy od ko-
niugatu. przeprowadzano w sposéb wezesniej podany.

W tescie ELISA konkurencja, na optaszczone AMYV plytki
nakfadano mieszaning koniugatu i rozcienczen PM (107 =107).
Stopien konkurencji wyrazato najwyzsze rozciericzenie IgG
PM konkurujace w co najmniej 50% wigzanie koniugatéw z
AMV.

Proby do badan w tescie DAS ELISA. Wy-
brane o najwyzszej czutosci kombinacje testu DAS ELISA na
bazie wilasnych PM oceniano poréwnujac je w wykrywaniu
antygenow gs ALV z testem DAS ELISA opartym na komer-
cyjnych immunoreagentach (Life Sciences Inc) oraz komercyj-

nym zestawem Avian Leukosis Virus Antigen Test Kit (ELISA
ALV-Ag) produkcji IDEXX. W badaniach tych, poza oczysz-
czonym AMV, uzyto 2 préby plazmy kurczat zakazonych
AMYV, 4 préby biatek z jaj kur zakazonych AMV, 10 préb
ujemnych bialek z jaj SPF (Lohman) oraz po 10-15 préb biatek
Jaj pochodzacych z pigciu krajowych stad reprodukcyjnych kur
niesnychiogdlnouzytkowych. Préby biatka pobierano ze §wie-
20 zniesionych jaj. Wszystkie materiaty przechowywano w
temperaturze -70°C.

Wyniki i omdéwienie

Kurczeta SPF-L (Lohman) okazaly si¢ niewrazliwe na za-
kazenie wirusem AMYV (brak leukemii i obecnosci wirusa w
plazmie po zakazeniu). Natomiast duza wrazliwosé wykazy-
waty kurczeta SPF-LD (linia kur wyselekcjonowanych w IN-
RA). U prawie 100% zakazonych ptakéw wystapita leukemia
w 2—4 tygodnie p.i. Miano wirusa w plazmie kurczat Ieuke-
micznych okreslone testem DAS ELISA wynosito od 6400
do 51 200. Aktywnos$¢ oczyszczonego AMV byta wysoka
(miano 102 400-204 800), a stezenie biatka wynosito Srednio
okoto 7mg/ml (od 6,1 do 8,4 mg/ml w poszczegdlnych partiach
oczyszczania). Optymalna 11os¢ antygenu do optaszczania mi-
kroptytek ustalono na 10 pg/ml.

Charakterystyke uzytych w pracy PM przedstawiono w tab. 1.
Klasyfikacj¢ immunoglobulin PM okreslono wczesniej (7).
Poniewaz komdrki klonéw hybrydoma wytwarzajace te PM
przechowywane byty kilka lat w stanie zamrozenia sprawdzono
ich zywotnosc, aktywnos¢ sekrecyjna i swoistosé. Wszystkic
trzy klony zachowaty dobra zywotnos$c 1 aktywnosc sekrecyjna
przeciwciat o okreslonej wezesniej swoistoscel, reagujac mono-
specyficznie z biatkiem wirusa AMV o masie czgsteczkowe]
27 kD (biatko p27).

Oczyszczone z wysieku otrzewnowego IgG PM posiadaty
wysokie miana w teScie ELISA (tab. 1). Uzyto je do przy-
gotowania koniugatéw znakowanych HRP, w probach okre-
§lenia epitopowej topografii oraz do optaszczania mikroptytek
w tescie DAS ELISA. Optymalne rozciericzenia robocze, usta-
lone w prébach mianowania, przedstawiono w tab. 1. W po-
dobny sposéb wybierano optymalne rozcieficzenia koniugatéw
uzyte w testach ELISA blokowanie i konkurencja oraz DAS-
ELISA (tab. ).

Wyniki testu ELISA blokowanie przedstawiono narye. 1-3.
Najsilniejszy stopieri blokowania (okoto 80%) wykazano w
uktadach homologicznych. W zblizonym stopniu blokowany
bytkoniugat PC2+HRP przez PM AC2. W grupie PM najstabiej
blokowato PM PC2 koniugaty DC6+HRP, a nast¢gpnic AC2
+HRP. Uzyte w tescie przeciwciato poliklonalne R-AMV
(krolicza 1gG anty-p27 AMV) wykazywalo prawie catkowity

Tab. 1. Charakterystyka PM" dla antygenéw gs ALV

| Miano | ELISA DAS ELISA
PM | Swoistos¢ | [zotyp Tg EL]S)S Il;)lo]l\;owam_e } - Nonimpa
(x1000) | konkurencja | optaszczanic HRP
AC2|  p27 1gG 2b | 128 500° 2000¢ 500°
DC6 p27 1gG 2b . 64 1000 2000 1000
PC2 p27 IgG 1 | 128 1000 2000 1000
Objasnienia: * — przeciwciata monoklonalne, P _ miano IgG PM w

tescie ELISA z AMV, © - koricowe rozcienczenie koniugatu dajace ma-
ksymalna ekstynkcje w tescie ELISA z AMV, 4 optymalne rozcieficzenie
TgG PM okreslone w tescie ELISA z AMV, ¢ — optymalne rozcieficzenie
koniugatu okre§lone w teScie ELISA z AMV.
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Ryc, 1. ELISA blokowanie koniugat AC2+HRP
0D koniugat DC6 + HRP
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Ryc 2. ELISA blokowanie koniugat DC6+HRP

koniugat PC2+HRP
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Ryc. 3. ELISA blokowanie koniugat PC2+HRP

Tab. 2. ELISA konkurencja pomiedzy PM

i ich odpowiednikiem koniugar HRP

—

Przeciwciata

monoklonalne (PM) |

AC2 ‘

pCo

Objasnienic: *

L . o -2
ciericzeniach odpowiednio: 2+ — 107,

A4+ | 3+ |

—

e & |
2

50% konkurencji wiazania koni
34— 107 44 -

C2 R-AMV

Koningaty HRP
ac2 | vcs |
|
3| 2+

3+ 3+

ugatu przezPM w roz-

10t 54— 107

brak blokowania koniugatu PC2+HRP oraz umjarkowane blo-
kowanic koniugatéw AC2+HRP i DC2+HRP.

Wyniki testu ELISA konkurencja potwierdzily wystgpowa-
nie silnego wplywu konkurencyjnosci na wiazanic koniugatu
przez homologiczne PM (tab. 2). W kombinacji heterologiczne]
PM AC2 konkurowato w takim samym stopniu z koniugatami
DC2+HRP i PC2+HRP. Natomiast PM DC6 nie konkurowato
zupeinie z koniugatem PC2+HRP. Brak konkurencji wyka-
zywaly rowniez wszystkie trzy PM z koniugatem przeciwcial
poliklonalnych R-AMV. Z kolei przeciwciato R-AMV silnie
konkurowato zaréwno w ukladzie homologicznym. jak i tez
7 koniugatami wszystkich trzech PM.

Przeprowadzone badania epitopowe] topogralii PM. przy
uzyciu testéw blokowania i konkurencji wykazaty, ze DC6 i
PC2 rozpoznawaly rézne determinanty antygenowe biatka p27.
Podobnie trzy PM, uzyskane przez De Boer i Osterhaus (3).
rozpoznawaty dwa rézne epitopy na biatku p27 ALV. Z kolei
Persons i wsp. (9) przy uzyciu 10 PM wykazali istnicnie
pigciu niezaleznych determinant antygenowych na tym poli-
peptydzie.

Wyniki poréwnawczych badan zastosowania réznych kom-
binacji PM w tescie DAS ELISA do wykrywania oczyszezonego
AMYV przedstawiono w tab. 3. Z dwoch testow komercyjnych
(kombinacje nr 16 i nr 17) znaczaco czulszy w wykrywaniu
AMV okazal sie test DAS ELISA oparty na poliklonalnych
przeciwciatach R-AMV i koniugacie R-AMV (Life Sciences).
Tylko jedna kombinacja z PM w tescie DAS ELISA (nr 10)
wykazywata tak samo wysoka czulosc. Kombinacje PM nr 7
i 9 okazaly sig mniej aktywne w wykrywaniu antygenu gs
AMV. Pozostale kombinacje PM (nr 1. 2.3.5,61 11) byly
nicaktywne w wykrywaniu AMV w najnizszym uzylym roz-
cieficzeniu prob.

Wyniki poréwnawezych hadafi dwoch wybranych kombi-
nacji testu DAS ELISA na bazie PM (nr 9 10) z testami
komercyjnymi (nr 161 17) do wykrywania antygenu gs ALV

Tuh, 3. Wykrywanie 0Czyszczonego AMV przez rézne kombinacje PM

w tefcic DAS ELISA

Koningat HRP AMV (x1000)

Nr kombinacjiJ Optaszczanie

] PM AC2 PM AC2 y
" 2 PM AC2 PM DC6 - -
3 | PM A2 PM PC2 | = o
4 PM AC2 A 1 e
5 PM DC6 PM AC2 el o
6 PM DC64{ M DC6 | -
' 7 PM DC6 oM pc2 | 8
8 " PMoDC6 | RAMV s
9 PM PC2 | PM AC2 3
10 EE PM DC6 | 192
T L M PC2 PM PC2 :
_ 12 T PM PC2 | RAMV s
13 A | M A2 | R
Y R-AMV PM DC6 3
5 RAMYV | PM PC2 n
16 RAMY |  RAMV 8192

17 ELISA ALV-Ag (IDEXX) 128 -

Objasnienia: a — rozcienczenie, w ktorym wykryto AMV, b - konju-
gat-krdlicza 1gG przeciw p27 AMV (Life Sciences Inc)w rozc. 1:1000.
¢ - krélicza 1gG przeciw p27 AMYV (Life Sciences Inc.) w rozc. {:1000.
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Tab. 4. Wykrywanie antygenu gs ALV w badanych prébach przez wybrane kombinacje testu DAS ELISA
Plazma kurczat . . . |
1 I 2 1 2 3 4 SPF Lg RIR Sx Aw I Sx+RiR
9 I PM PC2 PM AC2 8" 8 8" 2 0.1 0.1 0/10° 0/15 | 0/15 0/15 1710 0/10
10 PM PC2 PM DC6 | 512 | 128 128 32 0.5 ) 0.5 o/10 | 0/15 T 0/15 1/15 4/10 0/10
16 R-AMV R-AMV 512 128 128 16 0.5 05 0/10 0/15 0/15 1715 4/10 0/10
17 ELISA ALV-Ag | (IDEXX) 32 & 2 8 0,5_ _O,l /10 0/15 0/15 0/15 4/10 0/10
Objasnienia; a — miano antygenu gs AMV, b - liczba préb dodatnich w tescie DAS ELISA/liczba préb badanych

w wybranych prébach przedstawiono w tab. 4. Najbardziej
czute okazaty si¢ dwie kombinacje testu DAS ELISA nr 10,
oparta na PM PC2 1 koniugacie PM DC6 oraz nr 10, z poli-
klonalnymi przeciwciatami R-AMYV 1 koniugatem R-AMV.
W odniesieniu do badanych préb plazmy ich czulo$é byta
16x wyzsza od kombinacji nr 17 (kit ALV-Ag) oraz 16-64x
czulsza od kombinacji nr 9 (PM PC2 z PM AC2+HRP).
Podobnie wyzsza czutos¢ (5-64x) wykazywaty obie kombi-
nacje przy badaniu czterech préb biatek jaj dodatnich. W serii
badan biatek jaj pochodzacych z pieciu stad reprodukcyjnych
kur uzywajac kombinacji testu DAS ELISA nr 101 16 wykryto
w sumie po 5 préb dodatnich na 75 badanych, testem nr 17
(ALV-Ag) 4 préby, natomiast w kombinacji nr 9 tylko 1
prébe.

Zastapicenie tradycyjnie otrzymywanych immunoreagentéw
przeciwciatami monoklonalnymi podnosi swoistos¢ 1 czulosé
testu oraz zmmiejsza wystgpowanie reakcji niespecyficznych,
zwigzanych z czesta obecnoscig u ptakéw antygenéw pocho-
dzenia endogennego (6).

Czutos¢ testu DAS ELISA, w ktérym uzyto PM PC2 do
optaszczania ptytek i PM DC6 jako koniugatu byta wysoka
i poréwnywalna z testem DAS ELISA opartym na komercyj-
nych immunoreagentach R-AMV (Life Sciences) oraz wyzsza
w poréwnaniu z innym komercyjnym zestawem ELISA ALV-
-Ag (IDEXX). Uzycie przeciwcial monoklonalnych przez in-
nych autoréw (3) w tescie DAS ELISA znacznie zwigkszyto
jego czutosé. Wykrywalnosé antygendw gs ALV w biatku jaj
wzrosta 16-32-krotnie. Réwniez w badaniach poréwnawczych
nad efektywnoscia wykrywania antygendw gs w bialku jaj
testem DAS ELISA. w ktérym uzyto PM wykryto wyzszy
odsetek niosek wydalajacych wirus ALV niz odczynem wig-
zania dopetniacza (4).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze na bazie posiadanych prze-
ciwcial monoklonalnych mozna opracowac zestaw DAS ELI-
SA do wykrywania zakazen kur wirusami biataczek i stosowaé
go zarowno w rutynowej diagnostyce biataczek kur jak réwniez
w programach uwalniania stad kur od wiruséw biataczek pta-
sich.
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DEVRIESE L. A, HOMMEZ J., VANDAMME P., KER-
STERS K., HAESEBROUCK F.: In vitro opornos$¢ na
antybiotyki szczepow Ornithobacterium rhinotracheale izo-
lowanych od drobiu i dzikich ptakdéw. (In vitro antibiotic
sensitivity of Ornithobacterium rhinotracheale strains from
poultry and wild birds). Vet. Rec. 137, 435-436, 1995 (17)

0. rhinotracheale wywotuje choroby uktadu oddechowego u indykéw, prze-
pidrek i kurczat, Ze wzgledu na powolny wzrost na podfozach sztucznych nie
podejmowano badan nad antybiotykoopornodcia tego zarazka. Stosujac Co-
lumbia blood agar oraz hodowle w atmosferze 5% dwutlenku wegla okreslono
warto$¢ MIC (pg/ml) dla 9 substancji o dzialaniu przeciwbakteryjnym. War-
to$¢ ta dla ampicyliny i ceftiofuru wynosita 0,12-4,0, doksycykliny 0,25-16.0,
cufloksacyny 0,25-2,0, flumechiny 1,0-8.0, linkomycyny 0,25-0,5, penicyliny
G 0,12-0,1. spektinomycyny 3,0-135,0 i tylozyny 0.5-4.0, za$ dla sulfometo-
ksazolu-TMP 250

G

GUGLICK M. A., MAC ALLISTER C. G., ELY R. W,
EDWARDS W. C.: Schorzenie watroby u o$miu koni po
zastosowaniu anatoksyny tezcowej. (Hepatic disease associa-
ted with administration of tetanus anatoxin in eight horses).
Am. J. vet. med. Ass. 206, 1737-1740, 1995 (11)

U koni 1 Zrebiat po zastosowaniu anatoksyny tezcowej wystapito subkli-
niczne zapalenie watroby, Choroba wystapita po 30-70 dniach po iniekeji
anatoksyny. Bardzo pomocna w ustaleniu subklinicznej postaci zapalenia wa-
troby byla wysoka aktywnos¢ surowiczej y-transferazy glutamylowej i transmi-
nazy asparaginianowej. Ze wzgledu na mozliwo$¢ wystapienia po zastosowaniu
anatoksyny tezcowej surowiczego zapalenia watroby wskazane jest szczepie-
nie klaczy ciezamych na 30 dni przed terminem porodu. Takie postepowanie
umozliwia z jednej strony uzyskanie wysokiej ochrony jak i przekazanie bier-
ne Zrebietom swoistych przeciwcial za posrednictwem siary.
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