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Summary

Diagnosis of enzootic bovine leukaemia by the sero-
neutralization test

The seroneutralization test based on the inhibition
of syncytial effect (SN-ST) turned out to be very
useful in the serological diagnostics of enzootic bovine
leukaemia. The mean coefficient value of the SN-ST
for positive sera (ELISA titer from 200 to 3200) was
0.1, for doubtful (ELISA =100) - 0.52 and for negative
sera 0.94. In case of negative serum the multinuclear
cells (syncytium) were very large and numerous and
with 85 to 100 nuclei; for doubtful sera they were
small, scarce and with 25 to 30 nuclei. No syncytia
were observed with the presence of negative sera.
The time of incubation of BLV with positive sera
played a very important role in the process of sero-
neutralization. The best results of SN-ST, which cor-
responded to the ELISA, were found after two hours
of neutralization.

Serologiczna diagnostyka enzootycznej biataczki bydia
(ebb) w kraju i na §wiecie oparta jest gléwnie na dwu
odczynach — immunodyfuzji w zelu agarozowym (6, 7.
12. 14, 16) i tescie ELISA (2,17,20,21, 22). Wymienione
metody serologiczne mimo swoich zalet posiadaja iwady:
odezyn immunodyfuzji (ID) — prosty i o wysokiej swoi-
stoéci jest jednak mato czuty, zaS test ELISA — o wysokiej
czutosei lecz pracochlonny i drogi.

W badaniach wiasnych postanowiono wykorzystac test
seroneutralizacji w diagnostyce biataczki bydia oparty
o efekt syncytialny z uzyciem komérek FLK-BLV. Jako
markera zastosowano komérki CC81. Badania wielu au-
toréw m.in. 3, 9, 11, 13, 15, 19, wykazaly pelna przy-
datno§¢ efektu syncytialnego w wirusologiczne] diagno-
styce zakazefi wirusem BLV (Bovine Leukemia Virus),
w zwiazku z czym otwartym problemem pozostaje diag-
nostyka serologiczna choroby przy pomocy testu syncy-
tialnego.

Material i metody

Komérki. FLK (Fetal Lamb Kidney) — komérki nerki ptodu
owcy zakazone permanentnie wirusem BLV. Namnazano je w
plynie RPMI 1640 (GIBCO) z dodatkiem 6% inaktywowanej
surowicy cielgcej i antybiotykéw (100 penicyliny 1 100 pg
streptomycyny/ml).

CC81 - komérki uzyskane przez Fischingerai wsp. w 1974,
z ksenotropowych komérek kota zakazonych wirusem MSV
(Mouse Sarcoma Virus). Kultywacje tych komérek prowadzo-
no w plynie Eagle’a z dodatkiem 10% surowicy ciclgeej 1
antybiotykow.

Surowice. Ogétem do badari uzyto 35 surowic bydta z go-
spodarstwa uspolecznionego o wysokim stopniu zapowietrze-
nia wirusem BLV oraz 4 surowic z gospodarstwa uznanego od
wielu lat za wolne od biataczki (grupa Illa). Wszystkie suro-
wice badane inaktywowano na tazni wodnej w temp. 56°C —
30 min.

Oznaczanie przeciwcial anty BLV. Kontrole obecnoscl
swoistych przeciwciat odpornosciowych w surowicy badanych
zwierzat przeprowadzano odczynem ID (antygen produkcji
PIWet. Pulawy) oraz testem ELISA (BIOVETA Iwanovi-
ce CR).

Metodyka testu seroneutralizacji (SN-ST). Test seroneutrali-
zacji wykonywano na ptytkach NUNCLON z 24 basenikami o
plaskim dnie i o $rednicy 1,6 cm. W rzedzie basenikéw przy-
golOWAN0 najpierw szereg rozcieficzen surowicy badanej, po
czym do kazdego dodano 10* komdrek FLK w objgtosel 0.1
ml. Po 2 godzinach inkubacji w temp. 37°C dodawano 0,8 ml
komérek CC81 w koncentracji 1,6x10”. Powyzsza zawiesing
komérek namnazano przez 24 godz. w temp. 37°Ca nastgpnie
zlewano znad nich plyn wzrostowy i przemywano rozitworem
PBS. Tak przygotowane komdrki barwiono metodg Pappenhei-
ma. [lo§é powstatych syncytiéw zliczano w mikroskopie od-
wréconym f-my Zeiss w powigkszenju 10x12.5 obserwujac
wzglednie duze pole widzenia (2 mm”) namnozonej hodowli
komorek.

Ocena i obliczanie wynikéw. Zasadg i oceng wynikow testu
seroneutralizacji prowadzono wg instrukeji wykrywania wiru-
sa biataczki bydta testem syncytialnyni (10). Podstawowe ob-
serwacje i liczenie syncytiéw prowadzono przy [25-krotnym
powigkszeniu mikroskopu. 7 reguty zliczano ilo§¢ syncytiow
2 10 réznych pél widzepia, sumowano je i obliczano wartosc
¢rednia dla pola 2 mm~, Uzyskane liczby stanowity warto§¢
wsp6lczynnika syncytiow dla danej surowicy w tescie seroneu-
tralizacjl.

X

wzor: N = >
2 mm
N — wsp6tezynnik dla badanej surowicy w tescie SN-ST |
x — §rednia liczba syncytiéw w polu widzenia o0 pow. 2 mm”.
Cheace znaé liczbe syncytiow na catej powierzehni hodowli
komérek w baseniku (2 cm®) nalezy wartosc wspolczynnika
pomnozy¢ przez 200.

Wyniki i oméwienie

Uzyskane rezultaty badad ilustruje tab. 1, 2, 3 i 4 oraz ryc.
1.2 i 3. Rozréznianie struktury uzyskanych syneytiow i ich
morfologii nie nastrecza wigkszych trudnosci. W zaleznosci
od ilogci przeciwcial swoistych dla wirusa BLV s3 one roznej
wielkosci i o réznorodnym ksztalcie. Liczba jader komdrko-
wych w syncytium waha si¢ od 5-6 do 85-100. W przypadku
surowic nie zawierajacych przeciweiat anty BLV, utworzone
syncytia sa zwykle liczne, duze i o réznorodnym ksztalcie
(ryc. 1), za$ dla surowic o niskim mianie przeciwciat (ELISA
1:100) sa Sredniej wielkosci i zawieraja okolo 25-30 jader
komérkowych (ryc. 2). Syncytia te poprzez swoja morfologig
daja podstawy do rozpoznania choroby. Najpewniejszych pod-
staw diagnostycznych w tescie syncytialnym dostarczaja duze
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Tab. 1. Wplyw czasu neutralizacji wirusa BLV na wynik testu seroneutralizacji (SN-ST)

Czas RepsE e Warto$¢ liczbowa wspélczynnika testu SN-ST surowic bydla biataczkowego:
neutralizacji |  surowicy | 13 | 36 | 20 [ 32 | 19 | 23 [ 27 | 34 | 35 | 3 | 9 | 24 | 29 |3 | 1 | 25| 33
| gods. p* 1,0 2,0 1,7 L1 1,5 13 19 2,0 2,2 1,1 1,2 1.3 25 2.1 13 1,5 1.4
1/2%* 2,6 3,0 1.9 2,2 1,9 1.1 2,0 3,0 1,6 1,4 1.7 0.9 2.0 2.7 2,0 09 22
p 0,05 | 0,1 0,2 0 02 | 015] 02 | 006 | 0,15 | 04 0,3 0,7 0,3 0,3 0,8 04 0.8
2 godz 172 0,1 0.3 0,5 0,8 0,1 0,7 0.5 0.2 0.5 0.7 0,9 1.2 0,7 0,4 1.1 12 0.8
Test ELISA 800 800 | 400 | 400 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 100 100 100 100 100 - - -

Objasnienia: * — surowica nierozciedczona (pe{na) ** _ surowica badana rozcieficzona ptodowa surowica cielgca nie zawierajaca przeciwciat anty BLV.
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syncytia, ktére nawet nieliczne pozwalaja na rozpoznanie bia-
faczki bydta., Surowice zawierajace swoiste przeciwciala o
mianie ELISA 1:200 — 1 : 2 3200 hamuja efekt syncytialny
(ryc. 3). Stwierdzane niekiedy syncytia sa nieliczne, mate 1
zawieraja 2-5 jader komé6rkowych. Najezgsciej obserwuje si¢
tu powigkszenie komdrek, rozpulchnienie ich chromatyny ja-
drowej i slabsze wybarwienie. Interesujace jest, ze wszystkie
jadra syncytiow sg podobnej wielkosci, morfologii 1 nie ob-
serwuje si¢ form podziatowych. Polykariocytoza syncytium
wskazuje, ze jest to proces fuzji komérek a nie endomitozy.

W metodyce testu seroneutralizacji istolnym jest czas in-
kubacji komérek FLK z badanymi surowicami zawierajacymi
przeciwciata dla wirusa BLV. Uzyskane rezultaty ilustruje
tab. 1. Najbardziej wiarygodne wyniki testu SN-ST uzyskano
po 2 godzinach neutralizacji wirusa bialaczki. Przedluzenie
tego czasu z surowicami zawierajacymi przeciwciata®dla BLV

Tab. 2. Wplyw rozcieficzenia na wartos¢ wspolczynmka testu SN-ST dla surowic bydia zakazonego wirnsem bialaczki

Srednia liczba syncytiow w polu widzenia dla surowicy (numer):
Test Rozcieficzenie
diagrostycany | [FSUroRICY 40 39 36 32 33 34 38 28 45 2 37 oy v
(ptodowa)
p* 0 0 0 0 03 0 0,15 0 07 5.0 0 1.3
172° 0 0 0,8 0,1 23 0 2. i : i N 3.,
SNLST § 2 2.6 2.5 7.1 4.4 134
1/4 0 0,8 1.9 0.5 33 1.3 5.6 9.1 11,0 10,6 6,6 104
1/8 0.1 1,7 6,0 2,3 6,6 2.1 124 11,6 12,0 11,8 11,6 10,3
1D + + + + + + - ~ - = - -
ELISA 12800 800 800 400 400 100 100 100 - - - -
SN-ST (wynik ogélny) - - - - - - — - + + — +

Objasnienia: * — surowica nierozcieficzona (pelna), ** — czas neutralizacji wirus-przeciwciato 2 godz., * —

surowica cielgca nie zawierajaca przeciwcial anty BLV.

* — surowica badana rozciedczona plodowa
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Tab. 3. Wyniki kontroli serologicznej surowic bydta w kierunku enzootycznej biataczki

Test serologiczny
Grupa zwierzat Nr surowicy Seroncutralizacja — SN-ST
ELISA 1D
wspolczynnik wynik ogdlny
40 12800 1/32% 0 -
82129 6400 1/4 0 -
Czajka 1600 1/32 0 -
Chuda 800 1/4 0 -
K-2 800 /16 0 -
36 800 /4 0.1 =
18 800 1/4 0,05 -
39 800 1/4 0 -
95 400 1/4 0 S
! 20 400 1/2 02 =
32 400 172 0 -
92 200 172 0 =
90 200 1/4 0 -
73 200 p 0 -
64 200 1/4 0 =
R g 0 :
23 200 172 0,15 -
27 200 172 02 -
34 200 172 0 -
35 200 p 0,15 -
38 100 = 0,15 -
3 100 - 0.4 i
9 100 - 0.3 n
24 100 - 0,7 =
28 100 - 0,3 -
I 29 100 - 0,3 —
31 100 - 0,3 -
8 - - 0,5 +
13 - - 0.4 +
25 - - 04 +
1 = = 0.8 +
33 - = 0,5 +
45 = - 0.7 +
I
37 - e 0 -
Ciel. plodowa - - 11,3 +
1 = = 1.2 +
Gospodarstwo wolne od BLV lla 2 = = 1,0 a
3 - - 1,3 +
4 - - 1,0 +

Objasnienia: * — dodatni wynik odczynu ID w rozcieficzeniu surowicy 1:4, p — dodatni wynik odczynu ID z surowica nierozcieficzona (pelna),

+ — dodatni wynik testu SN-ST, + — wynik watpliwy, — wynik ujemny.
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nie powoduje wzrostu liczby syncytiéw, natomiast skrdcenie
g¢o do 1 godziny miato istotny wplyw na ostateczny wynik
SN-ST. Surowice wykazujace dodatni wynik ELISA (1:200-
-1:800) po 2 godzinach neutralizacji wirusa wykazywaly niskie
wartosci liczbowe wspéiczynnika testu SN-ST (0,06-0,2), pod-
czas gdy neutralizacja przez 1 godzing powodowata 5-20-krotny
wzrost jego wartosci. Wyniki neutralizacji surowic 1 godzing
byly nieadekwatne do rezultatéw ELISA i nie korespondowaty
réwniez z rezultatami wspdtczynnika testu SN-ST dla surowic
ujemnych lub dla surowic o mianie 1:100 neutralizowanych
2 godz. Sposréd surowic o mianie 1:100 po 2 godz. neutraliza-
¢ji trzy z nich wykazywaly ujemny wynik SN-ST (wspét-
czynnik 0,3), za$§ dla dwu pozostatych wynosit on 0,4-0,7.
Rozcieficzenie surowic badanych miato réwniez wptyw na
warto$¢ wspétczynnika testu seroneutralizacji (tab. 2). Dwu-
krotne rozcieficzenie surowic o mianie ELISA 1:800-1:12 800
nie zmieniato liczbowej wartosci wspoétczynnika testu SN-ST,
natomiast w przypadku surowic o mianie 1:100 do 1:400,
wartos$¢ jego uleglta zmianie.

Oceniajac czutosé testu SN-ST poréwnano ja z wynikami
odczynu immunodyfuzji i testu ELISA. Jak wykazano w tab.
2, spoéréd 6 surowic z dodatnim wynikiem ID, stwierdzono
u nich réwniez obecno$é swoistych przeciwcial anty BLV w
teScie SN-ST. Sposréd pozostatych 6 surowic wykazujacych
uyjemny wynik ID, w dwu przypadkach notowano dodatni
wynik seroneutralizacji, jeden byl watpliwy i dwa ujemne.
Czutosd testu seroneutralizacji poréwnano réwniez z wynikami
ELISA. Sposréd 12 surowic badanych dodatni wynik ELISA
notowano dla 8 surowic, podczas gdy w tescie SN-ST obecnosé
przeciwcial dla wirusa BLV stwierdzono w 9 przypadkach.

Przeprowadzone badania wskazuja na wysoka zgodnosc
rezultatéw testu SN-ST z wynikami odczynu ID i testu ELISA.
Wykazanie obecno$ci przeciwcial anty BLV w tescie sero-
neutralizacji w przypadku surowicy nr 37, przy ujemnym jej
wyniku ELISA, podkresla warto$é seroneutralizacji w diag-
nostyce enzootycznej biataczki bydta.

Kolejne wyniki badan nad przydatnoscia testu SN-ST w
rozpoznawaniu ebb przedstawia tab. 3. Jak wykazano (grupa
I) sposréd 20 surowic badanych o mianie ELISA 1:12 800-
-1:200, 100% surowic wykazywalo wspétczynnik testu SN-ST
od 0 do 0,2. W II grupie dla 12 surowic o mianie ELISA
1:100 lub ujemnych wynosit on 0,3-0,8 a dla 7 surowic ujem-
nych od 1,0 do 1,3. W przypadku surowic grupy I syncytiéw
nie notowano lub byly one nieliczne, male i zawieraly 2-5
jader komérkowych. W II grupie surowic powstale syncytia
byty wieksze, wyrazniejsze i liczyly od 25 do 30 jader, za$
w grupie III byly duze, liczne i zawieratly od 35-100 jader
komérkowych.

Przeprowadzone badania wtasne wykazaty, ze §rednia war-
tos¢ liczbowa wspétczynnika testu SN-ST dla surowic z do-
datnim mianem przeciwciat dla BLV wynosi — 0,1; dla surowic

Tab. 4. Ogélna ocena testu seroneutralizacji w diagnostyce
enzootycznej biataczki bydta

Zakres wartosci 2 3 e ) :
] . Srednia warto$¢ Ogolny wynik
liczbowych Mediana | .. . :

) . liczbowa wspdtczynnika | testu SN-ST
wspoiczynnika
0-0,2 0,08 0,1 -
0,3-0,7 0,5 0,52 +
0,8-=1,3 0,9 20,94 +

watpliwych — 0,52 a dla surowic ujemnych — 20,94. Przed-
stawione wyniki ilustruje tab. 4.

Wysoka czutosd testu seroneutralizacji dla wirusa BLV wy-
kazaly badania Ferrera i wsp. (4) oraz Guillemana i wsp. (5).
Badania Ferrera wykazaly réwniez korelacje¢ pomigdzy obec-
noscia przeciwcial dla BLV a obecnoScia samego wirusa u
cielat w wieku 6-18 miesigcy karmionych mlekiem swych
matek zakazonych wirusem biataczki. Podobna zgodnos¢ wy-
nik6w testu seroneutralizacji z wynikami odczynu wiazania
dopetniacza wykazali Miller 1 Van Der Maaten (18).

Reasumujac wyniki badan wtasnych jak i innych autoréw
(4, 5, 18) nalezy przyjaé, Ze test seroncutralizacji SN-ST
moze byé wykorzystany przy pomocy efektu syncytialnego
w serologicznej diagnostyce enzootycznej biataczki bydla.
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BANETH G., WANER T., KOPLAK A., WEINSTEIN S.,
KEYSARY A.: Badanie pséw w Izraelu na obecnos¢ prze-
ciwcial dla Ehrlichia canis. (Survey of Ehrlichia canis an-
tibodies among dogs in Israel). Vet. Rec. 138, 257-259,
1996 (11)

Stosujac metode immunofluorescencji przebadano 410 surowic pséw z pig-
ciu geograficznie rézniacych si¢ rejonéw Izraela na obecnos¢ przeciwciat dla
Ehrlichia canis. Za dodatnie miano przyj¢to rozciefczenie surowicy wyno-
szace 1:20 lub wigcej. Trzydziesci procent pséw reagowato dodatnio, z tym
ze w grupie psow towarzyszacych cztowiekowi wyniki pozytywne wystepo-
waly u 13,9% osobnikéw zas w grupie bezpanskich pséw u 37,5% osobnikéw.
17,6% pséw zdrowych i 26,6% pséw chorych byto seropozytywnych. Wigkszy
odsetek pséw seropozytywnych wystepowal na péinocy, najmniej w regionie
centralnym Izraela. Tylko 14,9% pséw w wieku do 1 roku posiadalo w su-
rowicy krwi przeciwciata dla E. canis. Przeciwciala wystepowaly w surowi-
cach 34,2% pséw w wieku ponad 8 lat.
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