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Summary

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

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 clinically healthy pigs, all 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
lower in comparison with the ELISA.

To sum up the developed and evaluated ELISA -
kit is superior to other tests used at present for
serological monitoring of brucellosis in swine and
should be introduced for practical use.

Bruceloza §win jest choroba zakazna, wywolywana
przez serotypy 1, 2 1 3 Brucella suis. Swinie sa réwniez
wrazliwe na zakazenie B. abortus 1 B. melitensis, ale
brak jest doniesiefi na temat naturalnych przypadkow
zachorowan wywotanych przez te gatunki (8).

U $wif, podobnie jak u innych gatunkéw zwierzat
domowych. najwazniejszym objawem jest ronienie. Wy-
stgpuje ono w dowolnym okresie ¢igzy. Moze obejmowac
do 80% macior w stadzie. Ponadto, typowymi objawami
sa okresowa lub stata bezptodno$¢, kulawizna, porazenia
zadu, a u samcow zapalenie jader, zwykle jednostronne,
prowadzace do obnizenia lub catkowitej utraty zdolnosci
rozplodowych. Rzadziej dochodzi do zapalenia macicy
i powstawania ropni w réznych okolicach ciata (9). U Swin
zdarza sie réwniez bezobjawowy przebieg brucelozy,
jak réwniez nawroty tej choroby u osobnikéw po przebytej
brucelozie. po okresie ujemnego reagowania w odczynach
serologicznych (1).

Serotypy | i 3 B. suis sa szczegélnie patogenne dla
ludzi, Najbardziej narazone na zakazenie sq osoby bez-
posrednio kontaktujace si¢ z chorymi zwierzegtami, zwla-
szcza w okresie porodéw lub ronief oraz osoby pracujace

w laboratoriach, zajmujace si¢ izolacja i hodowla tych
drobnoustrojéw.

Diagnostyka brucelozy $wif opiera si¢ giéwnie na
badaniach serologicznych i jesli to mozliwe bakteriolo-
gicznych. Badanie serologiczne jest szczegdlnie uzytecz-
ne przy badaniu wszystkich zwierzat w stadzie (8, 9).
Badanie tym sposobem pojedynczych osobnikéw moze
by¢ zawodne, poniewaz niewielki odsetek sztuk zaka-
zonych daje wyniki ujemne (9). Zgodnie z zaleceniami
Miedzynarodowego Urzedu Epizootii - OIE (8). w diag-
nostyce serologiczne]j brucelozy §wifi stosuje si¢ prepa-
raty antygenowe sporzadzone ze szczepu B. abortus.
Przeciwciata bedace wynikiem zakazenia B. suis reaguja
bowiem krzyzowo z tego rodzaju powszechnie uzywa-
nymi preparatami. Zgodnie tez z wymienionymi zalece-
niami (8) w diagnostyce serologicznej brucelozy Swin
powinno sig stosowaé zbuforowany plytowy test aglu-
tynacyjny z antygenem B. abortus, ktérego odmiana jest
stosowany w Polsce odezyn kwasnej aglutynacji ptytowej
(OKAP). OIE zaleca tez prébe immunoenzymatyczng
ELISA. Nie zaleca si¢ natomiast innych testéw, jak sto-
sowane w Polsce w diagnostyce serologicznej brucelozy
$win: odczyn aglutynacji probéwkowej (4) 1 jego mo-
dyfikacja — odczyn z 2 merkaptoetanclem (7) oraz odczyn
wigzania dopetniacza (2).

Celem obecnej pracy byla ocena przydatnosci opra-
cowanego we wlasnym zakresie zestawu ELISA w prze-
gladach serologicznych §wif w kierunku brucelozy.

Materiat i metody

Szczep bakteryjny. Materialem wyjsciowym do otrzymywa-
nia preparatu antygenowego byla 10% zawiesina w ptynie
fizjologicznym zabitych termicznie (65°C przez 30 min.) bak-
terii B. abortus S19%).

Otrzymywanie wyciagu lipopolisacharydowego (LPS).
Ekstrakeji LPS dokonywano wedtug Redfearna (11). Uzyto do
tego 100 ml 10% zawiesiny B. abortus S19, ktéra odwirowano
przy 3500 obr./min. w 4°C. Do otrzymanego osadu bakterii
dodano 36 ml wody destylowanej 1 mieszano w tazni wodnej
w temperaturze 66-67°C przez 20 minut. Nastepnie dodano
46,5 ml 90% roztworu wodnego fenolu i ponownie mieszano
w lazni wodnej w temp. 66-67°C przez 25 min. Preparat po
wyjsciu z tazni szybko schiodzono w tazni lodowej do temp.
ponizej 10°C. Nastgpnie wirowano przy 13 000 g przez 15 min.
w 4°C, po czym zebrano ptyn znad osadu (frakcja fenolowa)
i filtrowano go przez filtr Whatman 3 pod niewielkim cisnie-
niem, Uzyskano 28 ml przesaczu, do ktérego dodano 3 objelo-
éci zimnego metanolu (83 ml alkoholu metylowego z dodat-
kiem 1 ml metanolowego nasyconego roztworu octanu sodu).
W ten sposob otrzymany preparat mieszano w temp. pokojowej
przez 5 min., po czym roztwGr pozostawiano w 4°C przez

#) Otrzymano od lek. wet. M. Helskiego, Putawskie Zaktady Przemystu
Bioweterynaryjnego, Pulawy.
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1 godz. w celu precypitacji. Powstaty precypitat odwirowano
przy 6000 g przez 15 min. Ptyn znad osadu odrzucano, zas do
uzyskanego osadu dodawano lacznie 20 ml wody dest., po
czym catos¢ mieszano w kolbce mieszadtem magnetycznym
w 4°C przez 15 godzin. Kolejno, zawartos¢ kolbki wirowano
przy 10000 g przez 15 min. w 4°C. Zebrano ptyn znad osadu,
a pozostaty osad zalano 20 ml wody dest., rozbito w mikserze,
po czym mieszano w 4°C przez | godz., uzywajac mieszadta
magnetycznego, ponownie wirowano i nastepnie oddzielono
ptyn od osadu. Czynnosci te powtérzono jeszcze raz. Uzyskane
3 porcje ptynu znad osadu poddano dializie w stosunku do
wody destylowanej przez 18 godz., zmieniajac ja kilkakrotnie.
Po dializie. do posiadanej ilosci ptynu dializowanego (okoto
60 ml), dodano podwdjng ilos¢ zimnego metanolu, mieszano
5 min. w temp. pokojowej, potem pozostawiono na 2 godz.
w 4°C. Powstaly precypitat wirowano przy 10000 g przez
15 min., uzyskany osad rozpuszczano w 20 ml wody redesty-
lowancj, a nastgpnie dializowano w stosunku do wody destylo-
wanej przez kolejnych 18 godz. W ten sposéb otrzymany ekstrakt
bakteryjny. stanowiacy lipowielocukier pateczek B. abortus S19
(LPS) rozlano po 0,5 ml, liofilizowano a nastgpnie wazono.
Kazda porcja zawierata 1,5 mg.

Surowice badane. W badaniach wykorzystano 87 surowic
pochodzacych od §win ze stada podejrzanego o zakazenie pa-
teczkami Brucella oraz 7721 surowic $win nie podejrzanych o
zakazenie.

OKAP i OWD. Testy te wykonano wedtug obowiazujacych
instrukceji (2. 3).

Zestaw diagnostyczny ELISA. Uzyto mikroplytek, zawiera-
jacych 96 basenikéw (Medlab, Polska). Baseniki oplaszczono
preparatem LPS, stosujac jego roztwor w buforze weglanowym
(Na»CO3/NaHCO3) o pH 9.6, w stosunku 1.5 pg/ml. Optasz-
czenie wykonano w temp. pokojowej przez 18 godzin. Po tym
czasie ptytki ptukano w PBST (PBS z dodatkiem 0,5% Tween
20). Nastepnic dodawano surowice pochodzace od §win bada-
nych w rozcieiczeniu 1:200, w ilosci 100 pl/basenik i surowice
stanowigce kontrolg préby. Na kazdej ptytce umieszczano jako
kontrole: surowice $widska silnie dodatnia (K++), surowice
stabo dodatnia (K+) i surowice ujemng (N). Surowice K++
przy golowano przez zmieszanie w rownych ilosciach 19 porcji
surowic $win dodatnich w OWD. Jej miano w OWD wynosito
640 micdzynarodowych jednostek przeciwceial wiazacych do-
petniacz (mjpwd). Surowice K+ uzyskano przez rozelenczenie
surowicy K++ w surowicy ujemnej. do stezenia 10 mjpwd. Na
tym poziomie ustalono wartos¢ graniczng (ang. cul off) dla
badanych zestawem ELISA surowic. Prabg ujemng (N) stano-
wila surowica sporzadzona przez zmieszanie 10 surowic od
dwith wolnyeh od brucelozy. nie reagujacych dodatnio w OKAP
i OWD. Po 90 min. inkubacji pod przykryciem. w temp. poko-
jowe] plytke 3-krotnie ptukano w PBST, uzywajac do tego pluczki
automatveznej (Labsystems Multiwash, Finlandia). Kolejno
dodawano do kazdego basenika koniugat przeciwciat przeciw
immunoglobulinie Swinskiej z peroksydaza chrzanowa (DA-
KO A/S, Dania) w rozciedczeniu roboczym 1:4000, w ilosci
100 ul/basenik. po czym inkubowano 60 min., pod przykry-
ciem. w temp. pokojowej. Nastepnie plukano mikroplytki jak
poprzednio, a potem dodawano substrat enzymatyczny ABTS
(Sigma, USA) z H202. w ilosei 100 pl/basenik. Wyniki odezy-
tywano w czytniku do mikroplytek (Multiskan, Multisoft. Lab-
systems), przy diugosei fali 405 nm. w chwili, gdy wartos¢
absorpeji (A) K+ przekraczata 0.250, co mialo miejsce po ok.
10 min. Dla wszystkich préb wyznaczano wspolezynnik /4
rowny ilorazowi wartosei absorpeji badanej proby i absorpcji
kontroli K+ [A(bad. proby /A(K+)]. Wszystkie proby surowic.
dla ktérych warto$¢é Z przekraczata lub byla rowna | klasyfi-
kowano jako dodatnie.

Wyniki i oméwienie

W ocenianym zestawie ELISA wykorzystano jako antygen
LPS B. abortus oraz koniugat, swoisty dla biatek surowicy
$wiii, ktéry reaguje gtéwnie z przeciwciatami klasy IgG (8,
10). Fakt ten ma wplyw na swoistos¢ odczynu; w ten bowiem
sposéb eliminowane sa reakcje falszywie dodatnie, ktére towa-
rzyszytyby uzyciu innego rodzaju preparatu antygenowcgo,
np. catych komérek B. abortus i koniugatu skierowanego
przeciwko réznym klasom przeciwcial. W zastosowanym ukta-
dzie nie sg wykrywane przeciwciala IgM, odpowiedzialne
w wielu przypadkach za reakcje nieswoiste (4, 8, 10). Czutos¢
zestawu ustalono na poziomie surowicy kontrolnej K+, o mia-
nie w OWD odpowiadajacym 10 mjpwd.

Nalezy nadmieni¢, ze w przypadku $wid, w odréznieniu
od bydta, nie istnieja surowice standardowe referencyjne, ktére
mozna by wykorzysta¢ do ustalenia poziomu czutosci testu.
Z tego powodu uzyto surowice terenowe, pochodzace od swin
zakazonych, dodatnio reagujace w OWD. W celu znacznego
zredukowania zjawiska braku prostej zaleznosci pomiedzy
wysokoscia miana surowicy w OWD, wyrazona w mjpwd,
a wartoscia absorpcji w ELISA, co stwierdzano w przypadku
surowic bydlgcych (10, 11). dokonano zmieszania 19 réznych
surowic dodatnich i ustalenia miana mieszaniny, rozcieficzonej
w surowicy ujemnej, na poziomie 10 mjpwd. Dzigki temu
poziom przeciwcial IgG zawartych w K+, reagujacych w ELI-
SA, nie jest juz tak przypadkowy w stosunku do przeciwcial
aktywnych w OWD, jak w przypadku indywidualnej probki
surowicy. Warto§¢ graniczng kontroli K+ ustalono na stosun-
kowo niskim poziomie (10 mjpwd to granica przedziatu po-
miedzy surowicami ujemnymi i watpliwymi w OWD), za-
pewniajacym odpowiednia czulo$¢ metody.

W tab. 1 przedstawiono wyniki badan 87 surowic, pocho-
dzacych od $win ze stada podejrzanego o zakazenie pateczkami
Brucella. W ELISA uzyskano 84 wyniki dodatnie, podczas
gdy w OKAP 78, za§ w OWD 81 wynikéw pozytywnych.
Sposréd 9 surowic ujemnych w OKAP, 3 reagowaty ujemnie
w OWD i te same surowice oceniono jako ujemne w ELISA.
Pozostate 6 surowic posiadato stosunkowo niskie miano w OWD
(10-23,3 mjpwd) i niskie wartosci wspdiczynnika Z w ELISA
(1,03-1,76 — tab. 2). Wszystkie surowice dodatnie w OKAP
reagowaly dodatnio w ELISA, podobnie byto z surowicami
dodatnimi w OWD. Oznacza to, ze wsp6lczynnik okreslajacy
czutosé badanego zestawu wzgledem OKAP i OWD wynidst
100% (tab. 3). Osiagni¢cie tak wysokiego poziomu czutosci
zestawu diagnostycznego nie pociagneto za soba obnizenia
jego swoistosci. Dowodem tego sa wyniki badan 7721 surowic
zdrowych $win monitorowanych w kierunku brucelozy. W ba-
daniach tych uzyskano 6 wynikéw dodatnich w OKAP. Wy-
nikéw tych nie potwierdzono w OWD i w ELISA (tab. 4).

Tab. 1. Wyniki badad w kierunku brucelozy surowic $win pochodzacych
ze stada podejrzanego o zakazenie

Wynik OKAP OWD* ELISA
i Dodatni 78 81 84
Watpliwy — 3 - -
Ujemny 9 3 3

Objasnienie: * — za dodatni uwaza si¢ wynik stwierdzajacy co najmniej
20 miedzynarodowych jednostek przeciwcial wiazacych dopelniacz (mjpwd):
10-20 mjpwd to wynik walpliwy. a ponizej 10 mjpwd — ujemny.
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Tab 2 Wyniki badaii 9 surowic swin pochodzacych
ze stada podejrzanego o zakazenie. ujemnych w OKAP

Ne e ) OWD ELISA
N SUroWILY "
? ‘ (mypwed) \Z)
| ‘ .69 (-}
2 | 233 (+) 1220+
= |
3 | P1.6 (4} 1.34 (+)
3 23.3 \+) 131 1+
5 IS 1.O3 (+)
f\ | 23.3 (+) 1,0Y (+)
7 - 0.90 {-)
8 = (L85 (=)
Y 1.6 (£) L76 (+)

Ohjasnicnie: w ELISA. bezwzgledna warto$¢ absorpeji kontroli K+
wyniosla 0295, K++ 1,039, zas N 0.131

Tab. 3. Ocena czutosci ELISA wzgledem OKAP i OWD*

ELISA/OKAP 78/78 = 100%

ELISA/OWD 81/81 = 100%

Objasnicnia: * — wyrazona ilorazem (14):
wie dodatmeh w ELIS AL sposyod swrowie dodutnich w OKAP
cathowila liczbu surowic dodatnich w OKAP

liczhil sur

Tab 4 Wyniki badai w Kierunku brucelozy surowic §wiit pochodzacych
7 badania monitoringowego poglowia $win w Polsce

Lic%ba | OKAFP ELISA Wspétezynnik
przebadanych surowic | | SwoIstoscr™
- * | ELISA/OKAP
7.7 6 77150 0 | 7720| 7785/7715 = 100%

Objasnienia: ¥ — wyrazona ilorazem (14):
liezha surowie ujempvehw ELISA. sposrod surowie wemnvel w OKAP
calkowita hezba surowic ujemnych w OKAP

Wspdtezynnik okreslajacy swoislo$¢ ELISA wzgledem OKAP,
mierzony na populacji ujemnej wynidst zatem réwniez 100%

Liczba $wiri reagujacych dodatnio w zakazonym pateczkami
Brucella stadzie rézni sie zaleznie od czasu, w Ktérym na-
stepuje badanie 1 mozliwosei ekspozycji na zakazenie. Nie-
zaleznie jednak od tych czynnikdw, jak wynika z wykresu I,
do tego rodzaju badan najbardziej nadaje sig zestaw ELISA
w poréwnaniu do innych lestéw. Wyniki przeprowadzonych
w obecnej pracy badan $wiadeza. ze w zakazonym stadzie
tylko nieliczne surowice $wiii reagowaty ujemnie w ELISA
(3 z 87. czyli 3.45%). badZ posiadaly stosunkowo nieduza
wartosé wspétezynnika Z.. mieszezaca sie w przedziale 1,0-1.5
(9787, czyli 10.34%). Najwigcej surowic znalazto si¢ w prze-
dziale 2.5-3.0 (19 przypadkéw — 21,84%) 1 3.0-3.5 (32.18%).
Dowodzi to. ze w przypadku naturalnej infekcji w stadzie,
poziom indukowanych przeciwceiat anty-Brucella u wigkszosci
osobnikéw jest wystarczajgco wysoki, aby dawat jednoznacz-
nie dodatnie wyniki w ELISA. Dzicki temu mozna by¢ wige

Liczba surowic

Przedziaty wartosci wspétczynnika Z

Ryc. |. Wartodci absorpcji surowic $wi pochodzacych ze stada podejrza-
nego o zakazenie pateczkami Brucella, uzyskane w ELISA

stosunkowo pewnym, zZe o ile pojedyncze sztuki moga reago-
waé ujemnie, to badanie wszystkich osobnikéw w stadzie
zapewni wykrycie brucelozy, o ile ona wystgpuje.

Reasumujac, mozna stwierdzié, ze sporzadzony we wlasnym
zakresie zestaw ELISA stanowi czula, swoista, szybka, sto-
sunkowo prosta i tanig metodg, przydatng i miarodajng w wy-
krywaniu przeciwcial anty-Brucella w surowicy Swin. Cechy
te uzasadniaja wykorzystanie tego zestawu w przegladach
serologicznych w kierunku brucelozy swin.
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