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Zestaw ELISA do badania surowic świń
w kierunku brucelozy

ZakładMikrobio|ogii Państwtlwego Instytutu Weterynaryjnego, Al. Partyzantów 57,24-100 PuławY

Summary

An ELISA - kit for the examination of swine sera
for bruceIlosis

The aim of the study was to develop an ELISA -
kit for the examination of swine sera for brucellosis.
Lipopolisaccharide (LPS) obtained from the smooth
strain of Brucella abortus S 19 was used as the antigen.

The above - mentioned ELISA - kit was demon-
strated to be specific and sensitive. When testing 87
sera from swine suspected for brucellosis, 81 positive
results were obtained in the complement fixation test
(CFT), 84 positive results in the ELISA and 78 positive
results in the Rose Bengal test (RBT). As it was seen,
the sensitivity of the ELISA in comparison with RBT
and CFT was highest.

When testing 7721 sera during the serological mo-
nitoring of clinical|y healthy pigs, a|| the investigated
sera were negative in the ELISA, whereas 6 sera
reacted positively in RBT, but these results were not
confirmed in further serological examination - in the
CFT. This indicates that the specificity of RBT was
lo 

ted ELISA -
ki present for
se n swine and
shou|d be introduced for practical use.
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Bruce-loza świń jest chorobą zakaźną, wywoływaną
przez seroty py 1 , ż i 3 Brucella slrls. Swinie są równiez
wrazliwe ni zakażenie B. aborttts l B. ruelitensis, ale
brak jest doniesień na temat naturalnych przypadków

są okresowa lub stała bezpłodność, kulawizna, porazenia

w laboratoriach, zajmujące się izolacją i hodowlą tych
drobnoustrojów.

Diagnostyka brucelozy świń opiera się głównie na

badaniach serologicznych i jeśli to mozliwe bakteriolo-

rucelozy świń stosuje się prepa-

li-',""H ::-S::::i : ;, :!::;:":j,
bowiem krzyżowo z tego rodzajl powszechnie lżywa-

(OKAP). OIE za|eca też próbę immunoenzymatyczną
ELISA. Nie zaleca się natomiast innych testów, jak sto-

sowane w Polsce w diagnostyce serologicznej brucelozy
świń: odczyn aglutynacjl probówkowej (4) i jego mo-
dyfikacja - odczyn zż merkaptoetanolem ('7) oraz odczyn
wtązania dopełniacza (ż).

Celem obecnej pracy była ocena przydatności opra-
cowanego we własnym zakresie zestawu ELISA w prze-
glądach serologicznych świń w kierunku brucelozy.

Materiał i metody

Szczep bakteryjny. Materiałem w ywa-

nia preparatu aniygeno*"go była łynie
fizjoiogicznym za6itych termicznie bak-

*) Otrzymano od lek. wet, M Helskiego, Puławskie Zakłady Przenlysłu

Bioweterynary jnego, Puławy.
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l godz. w celu precypitacji. Powstały precypitat odwirowano
przy 6000 g prue7, l5 min, Płyn znad clsadu odrzucano, zaś do
uzyskalre_v<l osadu dodawano łącznie 20 ml wody dest., po

czym całośc' mieszano w kolbce lnieszadłem lnagnetycznym
w 4'C przez 15 goclzin. Kolejno, zawartość kolbki wirowano
ptzy 10 000 _t przez 15 min. w 4"C. Zębrano płyn znad osadu,

a poztlstały osad za]ano 20 nll wody dest,, rozbito w mikserze,
po czylll nlieszano w 4'C ptzez l godz., używając mieszadła
ma_qnetycznego, ponowlrie wirowano i następnie oddzielono
płyn ocl osadu. Czynności te powtórzonojeszcze raz, Uzyskane
3 polc.le płl,nu znad osaclu poddano dializie w stosunku do
wocly destylowanej przez 18 godz,, zmieniając ją kilkakrotnie.
Po clializie. clo posiadanej ilości płynu dializowanego (około

60 ml), tioclano podwójn11 ilość zirnnego lTetanolu, mieszatlo
_5 nlilr, w tcnlp. pokojowej, potelrt pozostawiono na 2 godz.

w 4'C. Powstały ptecypitat wilowano przy 10 000 g przez
l5 nlin., uzyskan), osad rozpuszczano w 20 ml wody redesty-

lowanc_j, a nirstępnie dializoi.ł,ano w stosunku do wody destylo-

wane.j przez kolejni'ch t8 godz. W ten sposób otrzylTany ekstrakt

bakteryj n y, stan owi ący l i potł,iel oc uk i er pałeczek .fl . tl b o rt lł s S I 9

(LPS) rozlano po 0,5 ml. liofilizowano a następnie wazono.
Kłzda porc.ia zawiel,ała l ,_5 nl_s,

Surorł,ice baclane. W baclaniach 1ł,ykorzystano 87 surowic
pochoclzących od świri ze stadil podejrzanego o zakażenje pa-

łeczkanli Rrttce!lct orztl,J12l sLrrowic świń nie poclejrzanyclr o

zakaż-enie.
OKAP i OWD. Tesly te rł,ykonano według obowiązujących

instrukcii (2.3).
Zcstaw cliagnostyczny ELISA. Użyto miklopłytek, zawiera-

.1ących 96 baseników (Medlab, selliki opłaszczono
pleparatem LPS, stosLljącjego r fbrze węglanowym
(NalC1.1/NaHCO:) o pH 9.6, 1,5 pg/ml. Opłasz-
czenie wykclllallo w tenlp. pokcljowej przez l8 godzin, Po tym

czasie płytki płr.rkalro lv PBST (PBS z doclatkiem 0,5% Tween
20). Nasl,ępnic doclawano surowice pochodzące od świń bada-

nych w rozcicriczeniu l:200, w ilości l00 prl/basenik i surowice
stanowiącc ktlntrolę pl óbv, Na każdej płytce ulnieszczano jako

kontlole: surowicę świńską silnie dodatnią (K++), surowicę

słabo rloclatnią (K+) i surowicę uiemną (N). Surowicę K++

przygoto$,rrl] o prrcz znlieszalrie w rćlwnych ilościach 19 porcji

iurowic świń cloclatnich w OWD. Jej miano w OWD wynosiło

. rotnie płukano w PBST, uzywając do tego płuczki
(Labsystetls Multiwash, Finlandia). Kolejno
ażde_ro basenika koniugat przeciwciał przeciw

immunoglobulinie świńskiej z peroksydazą chrzanową (DA-
KO A/S; Dania) w rozcieńczeniu roboczyll l:4000, w ilości

k()wano jako tlodntn i.,.

Wyniki i omówienie

W ocenianym zestawie ELISA wykorzystano jako antygen

LPS B. abortus oraz koniugat, swoisty dla białek surowicy
świń, który reaguje głównie z przeciwciałanri klasy IsG (8,

l0), Fakt ten ma wpływ na swoistość odczynu; w ten bowiem

sposób e]iminowane są reakcje tałszywie dodatnie, które towa-

rzyszyłyby uzyciu innego rodzaju preparatu antygenowcgo.

np, całych komórek B. abortus i koniugatu skierowane_sc)

przeciwko różnyn klasom przeciwciał. W zastosowanym ukła-

<izie nie są wykrywane przeciwciała IgM, odpowiedziaine

w wielu przypadkach za reakcje nieswoiste (4. 8, l0). Czułość

zestawu ustalono na pozionlie surowicy kontrolnej K+, o nlia-

nie w OWD odpowiadającym 10 mjpwd.
Nalezy nadmienić, że w przypadku świń, w odróznieniu

od bydła, nie istnieja sutowice standardowe ref'erencyjne, które

można by wykorzystać do ustalenia poziomu czułości testu,

Z te go powodu użyto surowice terenowe, pochodzące od świń

zakażonych, dodatnio reagujące w OWD. W celu znacznego

zredukowania zjawiska braku prostej zależności pomiędzy

wysokością miana surowicy w OWD, wyrazoną w rnjpwd,

a wartością absorpcji w ELISA, co stwiel,dzano w ptzypadku

surowic bydlęcych (10, 1 l). dokonano zmieszania 19 różnych

surowic dodatnich i ustalenia miana mieszaniny, rozcieńczonei
w surowicy ujemnej, na poziomie 10 nrjpwd. Dzięki temu

poziom przeciwciał IgG zawartych w K+, reagujących rł, E,LI-

SA, nie jest już tak przypaclkowy w stosunku do przeciwciał

aktywnych w OWD, jak w przypadku indywidualnej próbki

surowicy. Wartość graniczną kontroli K+ ustalono na stosun-

kowo niskim poziomie (l0 mjpwd to granjca przedziału po-

między surowicami ujemnymi i wątpliwymi w OWD), za-

pewniającym odpowiednią czułość metody.

W tab. 1 przedstawiono wyniki badali 87 surowic, pocl.o-

dzącychod świń ze stada podejrzanego o zakazenie pałeczkani

Brucellct. W ELISA uzyskano 84 wyniki dodatnie, podczas

gdy w OKAP ]8, zaś w OWD 8l wyników pozytywnyclr,

Spośród 9 surowic ujemnych w OKAP, 3 reagowały ujelnnie

w OWD i te same surowice oceniono jako ujemne w ELISA,

Pozostałe 6 surowic posiaclało stosunkowo niskie nriano w OWD
(l0-23,3 mjpwd) iniskie wartości współczynnika Z w ELISA
(1,03-1,76 - tab. 2'). Wszystkie surowice dodatnie w OKAP
reagowały dodatnio w ELISA, podobnie było z sut,tlwicanli

dodatnimi w OWD. Oznacza to, ze współczynnik określający

czułość badanego zestawu względem OKAP i OWD wyniósł

t0O7c (tab. 3). Osiągnięcie tak wysokiego poziomu czułości

zestawu diagnostycznego nie pociągnęło za sobą obniżenia

jego swoistości. Dowodem tego są wyniki badań'7721 surowic

zdrowych świń monitorowanych w kierunku brucelozy, W ba-

daniach tych uzyskano 6 wyników dodatnich w OKAP, Wy-

ników tych nie potwierclzono w OWD i w ELISA (tab, 4),

Tab l Wyniki batlań w kierunku brucelozy surowic świń pochodząc;,ch

1e slxdc podejrzanego o /lkxżenie

Wynik oKAP oWD,! ELIsA

Dodatni
,l8 8l 84

Wątpliwy 3

Ujemny 9 3 3

Objaśnienie: * - za tlodatni ulvaża się wynik stwierdzający co najmniej

20 międzynarodowych jednostek pr-zeciwciał wiążących dopełniacz (miplvd )l

10-20 mjpwd to wynik wątpliwy, a poniźej l0 mjpwd - ujernny
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]3.3 (+)

Tlh 2 Wl,niki badali 9 surowlc świń pochodzącl,ch
ze s(xdx ;ltlde.jrzrnego o zlklżenie. ujenrnych w OKAP

Ob jltsllicnic; rr EL]SA. be z,r,vzglqdnl rł irrtość absorpc-.|i kontloli K+

iłl,nio,siit 0.29_5. K++ l.()59. zaś N 0l3l

Tlib .l ()ccltu cz,Lrlclści EL]SA u,zgJędenl OKAP j OWD*

ELISA/OKAP ]El18 - ]O]Vc

ELIS A/o\\,t) 8l/El = 1()()7r

Objaśnicnil: '3 r.r,ytlżona ilolazcnl ( l,|):

ciilIrlu ita ]iczbr suLorric dtxleLliicLl rł,OKAP

Tab J \Ą'1niki badlill rl kiertlnku brucclozy surou,ic śu,ili pochodzących
z hldtnil lllonitoritrgorłe_uo 1loglorvia świli w Po]sce

ObjaśLlienia: '3 - \\_vTażoLla ilorazclrl 1l-ł):

caLktlu ita Iiczbir sLtlorvic u jelllll1cLl tł, ()KAP

Wsp<lłcz-y llni k określ a.j ący s\\/oi stość ELISA rv zgl ędem OKAP,
mielz()l1), na popLllacii u.jclrlnej \^,yniósł zate m rćlwnież l0O%,

Liczba ślviń l-etr_lrr.ląc),ch dodlitnio w zakazonvln pałeczkami
[]rLtt,clltt sLilclzie rtjzni się zalcżnie ()cl czasLl, w którynl na-

stępu.ic badallie i moż]iwości ckspclzycji na zakaźenie. Nie-
zalcznie .jednak oc,l tych czynników, 1ak wynika z wylo,esu l,
clo tego rodzaju badań najbal-dziej niidaje się zestaw ELISA
w poró\\/nalliLl do innych tcstó,"v. Wyniki przepl,owadzonych
w obecnej pracy baclań Świaclczą. że w zakażonym staclzie

lylko nieliczl]e sulowice świń leagowały ujenlnie w ELISA
(3 z 81 . cl,ylj 3.15q ). bąclź posiadały stosunkowo niedużą
rvaltoŚĆ lł,s półczy nn ik a Z.. llies zc,ląc ą si ę w pt zeclziaie 1,0- 1,5

(9 z,8] . cĄlh l0.34C/.), Najwięcc.i sul,owic 7,nalazło się w prze-

dziale 2.5-_],0 (l9 przypaclków 21,817o) i3,0-3,5 (32,'l8Vo),

Dowoclzi to. zt: ul przypadku l]atulalnei infekcji w stadzie,

l]ozi o1ll ind u l<rlw irll ych pl,zeciwc i a ł allLy - B r uc, e l/a u wi ększoŚci
osobnikćlrv jest rł,vstarcza.jąccl wysoki, aby dawał jednoznacz-

nie dtlclatnie wilniki w ELISA. Dzięki temu mozna być więc

Ryc l Wartości absorpcji surorvic śrviń pochodzących ze stada podejrzł-
nego o zakażenie pałeczkłmi Brucellu, uzyskane w ELISA

stosunkowo pewnym, że o ile pojedyncze sztuki n-rogą reago-

wać ujemnie, to badanie wszystkich osobników w stadzie
ZapeWni wykrycie brucelozy, o ile ona WyStępuJe.

Reasumujtlc, 1nożna stwierdzić, że sporządzony we własnynl
Zakresie ZeStaW ELISA Stanowi czułą, swoistą, szybką, sto-

sunkowo prostą i tanią metodę, przydatną i miarodajną w wy-
krywaniu przeciwciał anly-Brucellct w surowicy świń. Cechy
te uzasadniają wykorzystenie tego zestawu w przeglądach
serologicznych w kierunku brucelozy świń.
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