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GRZEGORZ TOMCZYK

Zastosowanie odczynu ELISA
do diagnostyki zakazen
mykoplazmami u drobiu*)

Zaklad Choréb Drobiu Panistwowego Instytutu Weterynaryjnego, Al. Partyzantéw 57, 24-100 Pulawy

Summary

ELISA in the diagnosis of mycoplasmal infections in
poultry

The objective of the studies was development and
use of a customized ELISA Kit to diagnose mycoplas-
mal infections in poultry. The frozen strain of S-6
M. gallisepticum, concentrated and ultra-sounds pro-
cessed, served as the antigen. The best extinction
(OD) was noted with the antigen concentration of
100 pg/ml, sera diluted at 1:100 and conjugate diluted
at 1:250. It was best to preserve antigen coated plates
overnight at 4°C. The ELISA was used to detect
specific anti-M. gallisepticum antibodies both in chic-
kens experimentally infected and in hens and turkeys
naturally infected with this microorganism.

Basing on the calculated value S/P it was possible
to compare the sensitivity of the ELISA with an
agglutination test (SPA) and a hemagglutination in-
hibition test (HI). The value of S/P for positive sera
was more than 0.5, while for negative sera, below
0.5. The value of S/P in the ELISA for sera of chickens
experimentally infected with high positive titres in
HI (320 and 640) was more than 2.5, and for sera of
HI titre 80 these values of S/P ranged from 1.0 to
1.5. The investigation of naturally infected birds sho-
wed that S/P in the ELISA test for sera of full
agglutinating properties (3+) was more than 2.0, and
for individual sera it was up to 3.5. However, weakly
positive sera in the SPAS have a negative or slightly
positive S/P value (from 0.5 to 1.0).

The ELISA test used to detect antibodies specific
to M. gallisepticum proved to be more sensitive than
the SPA and HI test.

Problem zakazen mykoplazmami w hodowli drobiu
pozostaje nadal aktualny. Mykoplazmoze drég oddecho-
wych kur (mycoplasmosis gallinarum) wywotuje Myco-
plasma gallisepticum (MG). Zarazek ten moze powodo-
wad réwniez straty w stadach indykéw i innych gatunkéw
ptakoéw (12). Ostatnie dane piSmiennictwa wskazuja, ze
schorzenie to, chociaz nie zawsze manifestujace sie¢ wyraz-
nymi objawami klinicznymi, powodowaé moze znaczne
straty ekonomiczne w produkcji drobiarskiej. Wielkosé
tych strat czgsto warunkowana jest obecnoScia innych
czynnikéw zakaznych jak wirusy i inne bakterie (3) przy-
taczajacych sig¢ w chwili wystapienia w stadzie myko-

*) Praca wykonana w ramach projektu badawczego nr 5-5863-91-02
finansowanego przez KBN

plazmozy. Ograniczenie strat powodowanych przez za-
kazenia mykoplazmami mozna osiagna¢ poprzez elimi-
nacje ze stada nosicieli zarazka i utrzymanie stad rodzi-
cielskich drobiu, wolnych od tych zakazei (6, 7). Cel
ten osigga si¢ migdzy innymi poprzez monitoringowe
badania serologiczne (eliminacja dodatnich seroreagen-
téw) lub w oparciu o wyniki izolacji zarazka od ptakéw.

Dotychczasowe metody diagnostyki mykoplazmozy po-
legajace na izolacji samego zarazka sa czasochionne i
nastreczaja duzo trudnosci. Réwniez stosowane dotych-
czas metody diagnostyki serologicznej jak: aglutynacja
plytowa (rapid serum agglutination — RSA) oraz zaha-
mowanie hemaglutynacji (haemaglutination inhibition —
HAI), cze¢sto nie pozwalaja na wykrywanie obecnosci
swoistych przeciwciat §wiadczacych o zakazeniu, szcze-
gélnie w przypadku zakazeri utajonych. Odnosi sie to
takze do tzw. zakazeri wczesnych ptakéw, u ktérych
odczyn HAI uzyty w pierwszych tygodniach po infekcji
jest metoda o ograniczonej czutosci (2) ze wzgledu na
wydtuzony czas pojawiania si¢ w organizmie zakazonych
ptakow przeciwciat typu HI.

Podjete w niniejszej pracy badania mialy na celu za-
stosowanie w diagnostyce mykoplazmozy metody po-
zwalajacej na szybkie rozpoznanie schorzenia. Oczeki-
wania te wydaje si¢ spetnia¢ test ELISA stosowany ze
skutkiem w diagnostyce wirusologicznej choréb drobiu
a ostatnio réwniez w diagnostyce mykoplazmozy drobiu
1, 2,5,9, 11).

Materiatl 1 metody

Antygeny. Do przygotowania antygenu uzyto szczepu
S—6 Mycoplasma gallisepticum. Szczep ten byt kilkakrotnie
klonowany na podtozach PPLO i serologicznie okreslony w obec-
nosci standardowej surowicy M—84 M. gallisepticum.

Antygen do testu ELISA. Szczep S-6 M. gallisepticum na-
mnazano w zmodyfikowanym podtozu Freya. Do podstawo-
wego bulionu dodawano trawiona pepsyna tkanke¢ migsa kré-
lika w ilosci 0,5 g/1, NAD 0,1 g/1, 1 g cytrynianu sodu i 10 ml
autolizatu drozdzy. W celu zahamowania wzrostu bakterii sa-
profitycznych dodawano 0,5 g/l octanu talu i penicyling 10 000
j.m./1. Jako Zrédto sterolu dodawano surowice ptodu bydlecego
lub konska w ilosci 100 ml/lit podloza. Pojedyncze kolonie
(klony) mykoplazm uzyskane po uprzednim wysianiu liofiliza-
tu szczepu S—6 na agar PPLO pobierano za pomocg mikropi-
pety. Pobrane w ten spos6b kolonie wysiewano na 5 ml podioza
plynnego (bulion Freya), ktére inkubowano przez 72 godziny
w temperaturze 37°C. Stanowito to pule macierzysta klonu
mykoplazm. Po tym czasie cato$é hodowli bulionowej wysiewa-
no na 150 ml §wiezego podtoza tworzac w ten sposob tzw. pule
roboczg, ktéra inkubowano w poprzednio podanych warunkach.
Z chwila zauwazenia zmiany zabarwienia podloza Swiadcza-
cym o wzroscie mykoplazm wykonywano kolejny przesiew,
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przenoszac calo$¢ hodowli do ptaskodennych 250 ml kolb z
podtozem bulionowym. Podtoza te inkubowano przez 72 go-
dziny okresowo wstrzasajac. Po tym czasie hodowla byta zbie-
rana w fazie poZnej logarytmicznego wzrostu i poddawana
wirowaniu w 10 000 obr/min. w temperaturze 4°C przez 30
min. Zebrany osad 3-krotnie przemywano w PBS (Dulbeco)
pH 7.4, zawieszano w PBS w stosunku 1:9 wyjsciowej objeto-
sci i poddawano dziataniu ultradZwiekow. Komérki myko-
plazm rozbijano stosujac dwa impulsy o natgZeniu 20 kHz
przez 2.5 minuty kazdy (Ultrasonifikator MSE 7-70). Blony
rozbitych komérek mykoplazm przeptukiwano w PBS i zawie-
szano do koncentracji 2.5 mg biatka ogélnego w 1 ml.

Antygen do odezynu hemaglutynacji (HA). Antygen przy-
gotowano w ten sposéb. ze 48-godzinna hodowle bulionowa
szezepu S—6 zageszezano 100-krotnie poprzez wirowanie (10 tys.
obr/min, przez 45 min. w 4°C) 1 3-krotnie przemywano w PBS.
Uzyskany osad poddawano dzialaniu ultradZwigkdw (420 kHz
2% 5 min.) i zawieszano w PBS. Uzyskany anty gen wykazywal
miano HA w zakresie od 160 do 320.

Surowice dodatnie i ujemna. Standardowe su-
rowice dodatnie uzyskano poprzez immunizacje kurczat lezo-
nych z jaj SPF (Lohman, Niemcy). Przed zakazeniem kurczeta
przebadano testem aglutynacji plytowej w odstepie 2 tygodni
na obecno$¢ przeciwcial przeciwko M. gallisepticunt i M. sy-
noviae. Zakazenia ptakéw dokonano w wieku 5 tygodni, poda-
jac do drég oddechowych 24-godzinna hodowle bulionowg
szezepu S—-6 M. gallisepticum. po 0.5 ml/ptaka, trzykrotnie w
odstepie 3 dni. Po 12 dniach od ostatniego zakazenia ptaki
przebadano ponownie testem aglutynacji ptytowej (SPA) i ha-
mowania hemaglutynacji (HI). Ptaki o mianach HI surowic 160
i powyzej oraz o mianach aglutynacyjnych 32 i powyzej wy-
krwawiano a surowice po odwirowaniu zamrazano w -20°C, w
porcjach po 5 ml Do testu ELISA jako kentrolna SUrOWICE
dodatnig uzywano pule 4 surowic, ktérej miano wynosilo 320.
Jako kontrole ujemna uzyto surowice kurczat SPF wykrwawio-
nych w wieku 3 tygodni, wezesniej przebadanych na obecnos¢
przeciwcial swoistych dla M. gallisepticum i M. synoviae.

Surowice kurczat eksperymentalnie zaka-
zonych. W badaniach uzyto surowic 10 kurczat SPF ekspe-
rymentalnie zakaZzonych w 28 dniu zycia. Przed zakazeniem
ptaki przebadano dwukrotnie w kierunku obecnosci przeciw-
cial M. gallisepticum i M. synoviae. Zakazenia dokonano do
drog oddechowych 24-godzinng hodowla bulionowa szezepu
M. gallisepticum, wyosobnionego z przypadku klinicznej my-
koplazmozy kurczat brojleréw. w odstgpach 3-dniowych, po
(.5 ml na ptaka. Po tygodniu od ostatniego zakazenia ptaki
ponownie dokazano w ten sam sposéb. Kurczgta wykrwawiano
w 2 tygodnie od ostatniego zakazenia a zgromadzone surowice
badano w odczynie hemaglutynacji.

Surowice kurze i indycze (ptaki naturalnie
zakazone). Do badad uzyto 36 surowic kurzych pochodza-
cych ze stad kur naturalnie zakazonych M. gallisepticum (2
stada niosek, 3 stada brojleréw kurzych) oraz 29 surowic indy-
czych z 1 stada niosek 14 stad brojleréw indyczych. Surowice
te byly dodatnie w odczynie aglutynacji ptytowej.

Koniugat. W odczynie ELISA uzyto koniugat zawiera-
jacy frakcje IgG krélicze skierowane przeciwko kurzym IgG.
znakowane peroksydaza chrzanowa (rabbit anti chicken IgG
labeled with horseradish peroxidase enzyme HRP) typ IV fir-
my Sigma Chemical Co.

Substraty. W tescie ELISA uzyto dwa substraty firmy
Sigma dla enzymu peroksydaza chrzanowa. Substrat ABTS
zawieral 0,11 mg 3-etylobenzotiazolinsulfonianu w 1 m10.5 M
buforu cytrynowego o pH 4,0, natomiast TMB (tetrametylo-
benzoidyna) przygotowano przez polaczenie w réwnych objeto-
$ciach koncentratu TMB z rozpuszezalnikiem, Obydwa substraty
przed bezposrednim uzyciem byly przetrzymywane w tempe-
raturze pokojowej w warunkach zaciemnionych.

Bufory. Uzywano 0,1 M bufor weglanowo-dwuweglano-
wy CBB o pH 9,1; bufor ELISA-PBS o pH 7,4 z dodatkiem
0,05% Tweenu 20 (PBST); bufor cytrynowy o pH 4,0.

Piytki ELISA. Test wykonywano w mikroptytkach
ptaskodennych F-96 firmy NUNC.

Czytnik ELISA. Ekstynkcje mierzono w czytniku Su-
mal PE2 przy odpowiedniej dtugosci fali: 405 nm dla substratu
ABTS i 650 nm dla TMB.

Oznaczanie zawarto$ci biatka wg metody
BCA mikro. Do dotkéw mikroptytki nanoszono po 10 ul
kolejnych rozcieficzen standardu biatkowego BSA oraz bada-
nego antygenu (ELISA) w trzech powtdrzeniach. Nastgpnie
dodawano po 20 ul odczynnika BCA (Pierce). Po 30 minutach
inkubacji w 37°C mierzono warto$¢ ekstynkcji. Odczyt prze-
prowadzono w stosunku do proby §lepej zawierajacej zamiast
bialka rozciericzenie standardu. Stosowano dhugosé fali 562 nm.

Odczyny serologiczne

Test ELISA. Obecnos¢ przeciwcial w surowicach ba-
dano posrednia metoda ELISA. Plytki oplaszczano nanoszac
po 100 pl/basenik odpowiednich rozeierczen antygenu. Absorp-
cje wykonano przez noc w temperaturze 37°C. Celem wysycenia
miejsc niezwiazanych z antygenem, po przeptukaniu PBST, do
dotkéw nanoszono po 100 pl roztworu BSA (10 mg w ml
PBST). Przykryte ptytki inkubowano przez 1 godzing w tem-
peraturze 37°C. Nastgpnie dolki opr6zniano i przemywano
4-krotnie w PBST. Z kolei do dotkéw odmierzono po 100 pl
surowic rozcieficzonych w buforze PBST. Kazda probe suro-
wicy badano w dwéch powtérzeniach. Ptytki z natozonymi
surowicami inkubowano przez 1 godzing w temperaturze 37°C.
Po 4-krotnym przemyciu w PBST do dolkéw dodawano koniu-
gat (po 100 pl) i ptytki inkubowano przez 1 godzing w 37°C.
Po kolejnym plukaniu dodawano substrat dla enzymu (po 100
ul/basenik). Wynik reakeji odezytywano po 30 minutach inku-
bacji w 37°C, mierzac wartos¢ ekstynkcji (OD) w czytniku
ELISA.

Odczyn aglutynacji ptytowej (SPA). Wyko-
nano wg ogélnie przyjetych zasad. W badaniach surowic pta-
kéw naturalnie zakazonych (kurzych i indyczych) stosowano
komercyjne antygeny M. gallisepticum i M. synoviae (firmy
Intervet) oraz antygen Mycognost (Biowet-Putawy). W ocenie
stopnia reakcji surowicy z antygenem stosowano skalg 4-stop-
niowa od .~ (brak aglutynacji) do .+++" (peina aglutynacja
wystepujaca w ciagu 2 minut).

Odczyn hamowania hemaglutynacji (HI).
Wykonano go znang technika wg Vardamana w badaniu suro-
wic kurczat do§wiadczalnie zakazonych. Miano HI 40 1 powy-
zej uznawano za dodatnie.

OkreSlenie optymalnych warunkéw wyko-
nania testu ELISA i jego standaryzacja

Opracowanie optymalnych parametréw wykonania (estu obej-
mowato okreslenie optymalnej koncentracji antygenu uzytego do
optaszczania plytek, sposobu oplaszczania plytek. okreslenia
optymalnych rozcieficzen koniugatu i rodzaju uzytego substratu.

Okresélenie optymalnej koncentracji anty-
genu. Ptytkido testu ELISA oplaszczano anty genem (sktadniki
biatkowe btony komérkowej M. gallisepticum) w Koncentra-
cjach 10, 20. 40, 80, 100, 200, 300, 400, 500 pg/ml w objetosci
100 pl na basenik. Do rozciericzenia antygenu uzylo 0.1 M
bufor CBB o pH 6,0. Rozciericzenie badanych surowic dodat-
nich i ujemnej wynosito 1:100 a koniugatu 1:200.

Ustalenie optymalnych rozcieficzen koniu-
gatu. Aktywnod¢ enzymatyczng gammaglobuliny kréliczej
anty IgG kurczat znakowanej enzymem peroksydaza chrzano-
wa (HRPO) badano w rozciericzeniach dziesieciokrotnych od
1:10 do 1:1000.
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Wplyw sposobu opltaszczania ptytek na war-
tos¢ ekstynkcji (OD). Optaszczanie ptytek przeprowa-
dzono trzema sposobami: inkubacj¢ zakrytych ptytek przez
noc w temperaturze 4°C, inkubacj¢ przez noc w 37°C oraz
inkubacje w strumieniu cieptego powietrza (szybkie wysuszenie).

Wpltyw uzytego substratu na wartos$é OD.
Celem poréwnania réznic w wartosciach OD badanych suro-
wic stosowano dwa substraty ABTS i TMB. Jako stopera za-
trzymujacego reakcje barwna stosowano H20».

Sposéb obliczania i interpretacji wynikow
testu ELISA. Wyliczanie uzyskanych wynikéw (warto$ci
OD) oparto na formule stosowanej w komercyjnych zestawach
ELISA firmy IDEXX. Wyliczano stosunek S/P wg wzoru:
S-N
P-N
gdzie: S — oznacza wartos¢ OD surowicy badanej, P —
— warto$¢ OD surowicy dodatniej, N — warto$¢ OD suro-
wicy ujemnej. Podstawione do wzoru wartosci OD dawaty
Srednia wartos¢ powtdrzen (dwa powtdrzenia). Réwnoczes-
nie przyjeto zasadg interpretacji wynikéw, ktéra wymagala,
aby réznica pomigdzy Srednig wartoscig OD surowicy do-
datniej 1 surowicy ujemne] byla wyzsza od 0,075. Réwno-
czesnie OD surowicy ujemnej nie powinno przekraczad
0,150. Za wynik dodatni przyjmowano wartos¢ wspétczyn-
nika S/P > 0,5. Surowice o wspétczynniku nizszym uzna-
wano za ujemne.

Wspétczynnik S/P =

Czutosc¢ 1 swoistos¢ odczynu ELISA. Dla
poréwnania uzyto odczyn HI (badanie surowic kurczat do-
$wiadczalnie zakazanych) oraz SPA (w badaniu surowic pta-
kéw zakazonych naturalnie).

Wyniki i omdéwienie

Przygotowany antygen dla testu ELISA z hodowli M. gal-
lisepticum okazal sig aktywny w reakcjach z surowicami do-
datnimi. Sposéb jego przygotowania polegajacy na rozbiciu
komorek mykoplazm ultradZzwigkami pozwolit uzyskac ele-
menty bton komdrkowych, ktére po odpowiednim wirowaniu
i ptukaniu doprowadzono do odpowiednich koncentracji okre-
slonej w stosunku do standardu biatkowego. Ansari 1 wsp. (1)
w pierwszych prébach zastosowania testu ELISA do diagno-
styki mykoplazmozy stosowali antygeny zawierajace cale ko-
moérki mykoplazm badZ tez biatkowe sktadniki bton komér-
kowych po trawieniu dwusiarczanem sodu (SDS).

Wplyw koncentracji antygenu na wartos¢ ekstynkcji w re-
akcji z surowicami dodatnimi 1 ujemna przedstawiono na ryc. 1.
Najwyzsze wartosci OD dla dwdch surowic dodatnich uzyskano
w najwyzszej koncentracji antygenu, tj. 500 pg/ml, przy kon-
centracji 100 pg/ml wartosci ekstynkcji byty podobne jak
przy koncentracjach antygenu w zakresie od 200 do 400 [1g/ml,
1 nieznacznie tylko rézniace si¢ mi¢dzy soba. Réwnoczesnie
przy tej koncentracji (100 pg/ml) wartos¢ OD dla surowicy
ujemnej byta stabilna i nie przekraczata 0,050. Przy koncen-
tracji antygenu powyzej 100 pg/ml wartos¢ OD surowicy
ujemne] wzrastata osiggajac przy koncentracji 300 pg/ml
0,080. Ansarii i wsp. (1) najlepsze wyniki w tescie ELISA
uzyskali optaszczajac plytke antygenem o koncentracji 90 i
180 uLg/basenik.

Wykonane trzema sposobami proby oplaszczania plytek
antygenem wykazaly, ze najlepszym sposobem jest optasz-
czanie ptytek przez noc w temperaturze 4°C, bowiem po
zastosowaniu tego sposobu uzyskiwano stabilne wartosci OD
zaréwno dla surowicy dodatniej jak 1 ujemnej. Nieco gorsze
(mniej stabilne) wyniki uzyskiwano po oplaszczeniu plytek
przez noc w temp. 37°C. Natomiast oplaszczenie ptytek po-
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Ryc. 1. Test ELISA — Mg. Wplyw koncentracji antygenu
na warto$¢ ekstynkcji
Objasnienia: * — koncentracja antygenu; S — surowica ujermnna;
S1, S2 - surowice dodatnie
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Ryc. 2. Test ELISA — Mg. Wplyw rozcieficzenia surowic
na warto$¢ ekstynkcji
Objasnienia: * - rozcieficzenia surowic; S — surowica ujemna;
S1, 82, S3, S4 - surowice dodatnie
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Ryc. 3. Test ELISA — Mg. Wplyw rozcieficzenia koniugatu
na warto$¢ ekstynkcji
Objasnienia: * — rozcieficzenie koniugatu; S — surowica ujemna;
S+ surowica dodatnia

przez szybkie wysuszenie w strumieniu cieptego powietrza
nie przynosito oczekiwanych efektéw, bowiem zaréwno su-
rowica dodatnia jak i ujemna przyjmowala niestabilne i bardzo
niskie wartosci, ktérych nie mozna byto uwidocznié graficznie.

Przedstawione na ryc. 2 wyniki wskazujg, ze najwyzsze
wartosci OD dla surowic dodatnich uzyskano w rozcieficzeniu
1:10. Réwnoczesnie w rozcieczeniu tym surowica ujemna
zachowywala warto$¢ OD ponizej 0,050. Warto§¢ OD surowic
dodatnich w zakresie rozcieficzenia od 1:10 do 1:100 spadata
znacznie (o 0,100) i stabilizowala si¢ w zakresie rozciericzen
1:100 do 1:250 (wartos¢ OD w zakresie 0,262 do 0,311).
Podobne wartosci przyjmowaly dwie surowice dodatnie Si i
S> jeszcze w rozciericzeniu 1:500 (0,287 i 0,268). Dopiero
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Tab. 1. Wptyw uzytego substratu na warto§¢ OD w reakcji antygenu*
M. gallisepticum z surowicami dodatnimi 1 ujemna

i Wartos¢ OD
Surowica**
ABTS TMB
S- 0,041 0,069
S+ 0.366 0,672
Sa+ 0,387 0.694
S3+ 0,346 0,640

Objasnienia: * — koncentracja antygenu 100 pg/ml, ** — rozciedczenie
surowic 1:100.

Tab. 2. Warto$¢ ekstynkeji (OD) i wspétczynnika S/P surowic badanych
testem ELISA w poréwnaniu z mianami HI tych surowic
u kurczat uodpornianych eksperymentalnie M. gallisepticum

Numery surowic | = HI
oD S/P
1 0.335 1.07 80
2 0,502 1.50 80
3 1.054 312 640
4 0,369 1.11 80
5 | 0,848 2:52 640
6 | 0.673 2.00 160
3 _7 0,983 291 320
8 1,285 3.80 ) 640
i 9 0,548 ) .64 160
10 1.067 : 3.16 640

Tab, 3. Wyniki badania surowic ptakéw
naturalnie zakazonych M. gallisepticum

- SP,-:\ {liczba surowic)
ELISA S§/P
-+ ++ +++

< 0.5 [2* | 7=# 3

0510 | ;

=15 1 2

1520 2 6

2.0-2.5 2 |

2,5-3.0 4 1
o 3.0-3.5 _ 3 |

Objasnienia: * — surowice kurze, ** — surowice indycze.

w rozciedczeniu 1:1000 jedna surowica dodatnia przyjmowala
wartosé 0,114, natomiast trzy pozostate wykazywaty wartos¢
OD ponizej 0,1. Surowica ujemna we wszystkich rozcieficze-
niach przyjmowata wartosci ponizej 0,05 i wykazywata nie-
znaczny spadek wartosci OD od rozcieficzenia 1:250 wzwyz.

Wptyw rozcieficzenia koniugatu na wartosci ekstynkcji
przedstawiono na ryc. 3. Plytke optaszczano 100 pg antygenu
na basenik a surowice dodatnia i ujemna rozcieficzano 1:100,
Wartoéé¢ OD dla surowicy dodatniej byta najwyzsza w 10z-

ciedczeniach koniugatu 1:10 i wykazywala tendencje spad-
kowa w miare kolejnych rozcieiczeri. Najbardziej stabilne i
przyblizone do siebie wyniki dla surowicy dodatniej stwier-
dzono w rozciefczeniach koniugatu 1:200 i 1:300 (wartos¢
OD odpowiednio 0,310 i1 0,302), a takze w rozciefczeniu
1:400, 1:500 (0,279 i 0,270). Powyze] rozcieniczenia 1:500
warto$ci OD surowicy dodatniej wykazywaly wyrazna ten-
dencj¢ spadkowsg przyjmujac w rozciericzeniu 1:1000 wartos¢
przyblizona do wartosci surowicy ujemnej. Surowica ujemna
wykazywala stabilne wartosci OD niezaleznie od uzytego roz-
cieficzenia koniugatu i w Zadnym z nich nie przekroczyla
0,05. Koniugat — frakcje IgG krélicze antykurze IgG znako-
wany peroksydaza chrzanowa byt ze skutkiem stosowany w
tescie ELISA przez innych autoréw (8) zaréwno do badania
surowic kurzych jak réwniez indyczych w zakazeniach mie-
szanych do wykrywania przeciwciat swoistych dla M. galli-
septicum i wirusa zakaznego zapalenia nosa i tchawicy indy-
kéw (8), wirusa krwotocznego zapalenia jelit (4) u zakazonych
indykéw.

Uzyskane wyniki (tab. 1) wykazaly, ze substrat TMB dawat
wyisze wartosci OD zaréwno dla surowic dodatnich jak i
ujemnej. Srednia réznica pomiedzy wartosciami OD surowic
dodatnich przy uzyciu TMB i ABTS wynosita 0,3. Dla suro-
wicy ujemnej réznica ta byta mniejsza i wynosita 0,028. Przy
uzyciu obydwu substratéw mozliwy byt wizualny odczyt re-
akcji barwne;j.

Wyniki badad w odczynie HI i ELISA surowic kurczat
zakazonych do$wiadczalnie M. gallisepticum zawarto w tab.
2. W badaniach wlasnych zaréwno warto$§é OD jak i wspét-
czynnika S/P w tescie ELISA korelowaty z mianami HI dla
surowic dodatnich. Surowice o mianie HI w zakresic od 80
do 160 przyjmowaly warto$é wspélczynnika S/P od 1,07 do
2,0. Zakres wartosci OD wynosit dla tych surowic od 0,323
do 0,673. Surowice o wyzszych mianach HI niz 160 przyj-
mowaly réwniez wyzsze wartosci S/P w zakresie od 2,52 do
3,80. W przypadku surowicy Nr 7 wartos¢ S/P byta wyzsza
przy mianie HI 320 niz surowicy Nr 5 (§/P 2,52 przy mianie
HI 640). Talkington i wsp. (10) poréwnywat czutos¢ obydwu
odczynéw i wykazal, ze test ELISA jest bardziej czuly niz
odczyn HI.

Badanie testem ELISA 36 surowic kurczat i 29 surowic
indyczych pochodzacych z terenu wykonano dla poréwnania
z wynikami odczynu aglutynacji ptytowej (tab. 3). Surowice
wykazujace w tescie ELISA niskie (ujemne) wartosci wspot-
czynnika S/P w odczynie aglutynacji byty stabo dodatnie (+).
Wynik taki uzyskano z 12 surowicami kurzymii 17 surowicami
indyczymi. Trzy inne surowice pochodzace od indykéw wy-
kazujace dodatni wynik w SPA (++) w tescie ELISA byly
ujemne. Cztery surowice kurze i dwie indycze o wyniku w
SPA (+++) réwniez w ELISIE przyjmowaty dodatnie wartosci
S/P w zakresie od 1,0 do 1,5. Najwiecej surowic o wysokiej
wartosci wspétczynnika S/P (zakres 1,5 do 2,0) dodatnich w
tescie ELISA bylo réwniez dodatnich w odczynie SPA (+++).
Surowice kurze i indycze o wysokich wartosciach S/P (powyzej
2,0) w ELISIE dawaly petna aglutynacje w odczynie SPA.
Trzy surowice kurze i jedna indycza o podobnym jak wyzej
wyniku SPA (+++) w ELISIE przyjmowaty bardzo wysokie
wartosci S/P (powyzej 3,0). Badania te wykazuja, ze test
ELISA jest bardziej.czuly i swoisty niz aglutynacja ptytowa
(SPA). Wyzsza swoisto$¢ testu ELISA niz odczyn SPA po-
twierdzaja badania Talkingtona i wsp. (10). Autorzy ci wy-
kazali takze, ze opracowany test ELISA uzyty do badania
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surowic ptakow eksperymentalnie zakazonych pozwolit po-
twierdzi¢ obecnos$¢ swoistych dla uzytego do zakazania szcze-
pu M. gallisepticum przeciwciat juz w 7 dniu po infekcji.
Natomiast przeciwciata typu HI wykrywane byly dopiero po-
wyzej 10 dnia po zakaZeniu ptakéw.

Uzyskane wyniki badan wskazuja, ze opracowany test ELI-
SA moze by¢ uzyty do diagnostyki mykoplazmozy drobiu,
pozwala bowiem wykrywac obecnos¢ swoistych dla M. gal-
lisepticum przeciwcial w surowicach zakazonych ptakéw.
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Summary
Verminous invasion in dogs of Olsztyn

The increasing number of dogs, including stray
ones, was the reason for carrying out the pilot study
on the extensiveness of verminous invasion in these
animals in four central and 7 suburban quarters of
Olsztyn. Fresh samples of faeces taken from 220 dogs,
coming from 20 animals from each district, were
examined for the presence of parasite eggs and seg-
ments of tapeworms and adults nematode forms. The
studies revealed mainly the presence of nematodes
and to a smaller degree the segments of Diphylidium
caninum (1.3%). The extensiveness of parasite inva-
sion commonly ranged from 10 to 45%. Toxocara
canis occurred most frequently (11.8%). Moreover,
eggs of Ancylostomatidae (2.7%), Toxascaris leonina
(1.8%) and Trichocephalus vulpis (1.3%) were found.

One can conclude that due to their carrier state of
parasites, dogs in towns and cities may constitute a
potential health hazard for the inhabitants. This fact
is all the more significant since only a small number
of animals show clinical signs of infestation.

W Polsce obecnie chetnie kupuje sie psy, zwlaszcza
ras obronnych. Jednoczesnie ciagle jeszcze wiele jest
psow bezpariskich, przebywajacych czesto w okolicach
przydomowych §mietnikéw, a takze w parkach miejskich.
Obie te grupy moga stanowié dla ludzi, szczegélnie dla
dzieci, zagrozenie chorobami pasozytniczymi. Fakt ten
skfania parazytologéw do kontrolowania stopnia zagro-
zenia ludzi inwazjami pasozytniczymi w aglomeracjach
miejskich. W tym celu w wielu osrodkach naukowych
prowadzi si¢ badania kalu wszystkich ps6w przyprowa-
dzanych do klinik i przychodni weterynaryjnych (2, 3,

5,6, 8, 11, 12), a takze bada si¢ kat pochodzacy z terenu
miast i osiedli podmiejskich (1, 4, 7, 9, 10). Badania te
wykazaly, ze najpowszechniej wystepujacymi pasozytami
pséw miejskich sa: Toxocara canis (1-50%), Ancylostoma
caninum (3-50%) 1 Toxascaris leonina (1,3-12%). Stwier-
dzano takze jaja Trichiuris vulpis, przy czym eksten-
sywnoS¢ inwazji tego pasozyta wahatla sie w dos¢ sze-
rokich granicach od 0,1% do 20% (1, 13). Bardzo rzadko
wystepuja natomiast inwazje tasiemc6w i kapilarii. Je-
dynie Abo Sheada i wsp. (1) stwierdzil obecnos$é Dipy-
lidium caninum u 19,8% 1 Diphyllobothrium latum u
1,5% psow, a Haralabidis i wsp. (5) w sporadycznych
przypadkach wykrywali jaja przywry Dicrocoelium den-
driticum.

Majac na uwadze stale zwickszajaca sie liczbe pséw
w miastach oraz mozliwo$¢ zarazenia ludzi jajami To-
xocara canis 1 Echinococcus spp. postanowiono prze-
prowadzi¢ wstepne badania ekstensywnosci zarobaczenia
tych zwierzat na terenie Olsztyna i okalajacych go osiedli
domkéw jednorodzinnych.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono w maju 1995 r. na 220 prébach
Swiezego katu pséw zebranych w 11 dzielnicach Olsztyna
(Centrum, Stare Miasto, Zatorze, Jaroty, Brzeziny, Dajtki, Ko-
lonia Mazurska, Likusy, Stoneczny Stok, Stupy i Zielona Gér-
ka). Kat zbierano w godzinach rannych z ziemi w miejscach
najczestszego przebywania pséw ze swoimi wtascicielami,
wzdluz sciezek w parkach, na skwerach, w poblizu doméw 1
placéw zabaw dzieci, na chodnikach i najblizszej ich okolicy.

Kat poddano badaniu na obecno$é czlonéw tasiemcdw i
dorostych postaci nicieni (ogladanie), a nastgpnie przeprowa-
dzono jego flotacjg i dekantacje w celu wykrycia i identyfikacji
Jaj pasozytéw. Uzyty do badan kat pochodzit od pséw o nie-
znanym wieku, plci, rasie i kondycji.



