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choroba stanowi nadal
poważneza chlewnej. Ofi-
cjalne dane sytuaclt ęplzo-

rowicach wrazliwych zwlerząt. Brak ujednoliconych i

czułości i swoistości reakcji.
W ZakładziePtyszczycy PIWet., do badań przeg|ą-

-ELISA.
Celem badań było porownanie metod LPBE i MAC-

pierwszej z metod.

Matetiał imetody

Wirusy h h (szczep

POLl73)n p świńskiej
bądź w ho k Po ok. 24

godzinach od zakażenta hodowli, gdy efekt cytopatyczny
o s i ągnął p on ad 80oń, wiru s zb ierano, o dwirowyw ano pr zez
20 min. przy 3000 gl,przetrzymywano w temp. -70'C. Do



testu ELISA stosowano wirus w optymalnym, wystanda-

ryzownym wcześniej rozcieńczenil,przy którym ODon, wy-
nosiło ok. 1,5.

Do testu LPBE wykorzystywano takze zinaktywowany
anĘgen wirusa SVD, szczeplJKc}'7l'7z,uzyskany ze Swia-
towego Laboratorium Referencyjnego w Pirbright (Anglia),
natomiast w odczynie MAC-ELISA stosowano zinaktywo-
wany antygen wirusa SVD, szczep ITALY 72 (Brescia,
Włochy).

Surowice. W latach l995-|991,przebadano ogółem ok.
48 000 surowic od świń kontrolowanych w ramach Qorocz-
nych badań monitorowych na obecność przeciwciał SVD,
z7e c any ch pr zez D ep artament Weterynarii Mini s terstwa
Rolnictwa i Gospodarki Zywnościowej. Surowice pocho-

,dzlły od zwierząt klinicznie zdrowych, z ubojni oraz fetm
'tsytuowanych w różnych rejonach kraju.

Immun izacj a nłierząt. 5 warchlakó w, każdy o wadze
ok. 20 kg, immunizowano w mięśnie szyi dawką 5 ml pre-
paratu uodporniającego o składzię: I,25 ml zawiesiny an-
tygenu wirusa choroby pęcherzykowej świń namnozonego
w hodowli komórek IB-RS-2 i zinaktywowanego ace-
tyletylenoiminą (AEI), z dodatkiem niekompletnego adju-
wanta Freunda (FIA) w stosunku objętościowymIlI.Uzy-
skaną mieszaninę uzupełniono równą objętością 20ń Twe-
enu 80 w 0.85% NaCl i intensywnie mieszano przezpipe-
towanie i na wytrząsarce (12). Zw,l,erzęcillkontrolnemu po-
dawano preparat, w którym antygen wirusa SVD zastąpio-
no płynem fizjo|ogicznym. Krew od warchlakow pobiera-
no przed zaszczepieniem (czas 0) oraz co 7 dni aż do 35
dnia od podania szczepionki. W 37 dniu wykonano hiper-
immunizację połową poprzedniej dawki antygenu wiruso-
wego i krew pobierano po I0,17 ,24 i3I dniach od rewak-
cynacji. Surowice, ptzed oznaczeniem miana przeciwciał
neutralizuj ących metodami SN, LPBE i MAC-ELISA, kon-
serwowano w temp. -20"C.

Odczyn seroneutraluacji. Wykonywano metodą opi-
sanąptzez Goldinga i wsp. (4), zgodnie z OIE Manual of
Standards (7), na płytkach płaskodennych w hodowli ko-
mórek IB-RS-2. Miano surowic obliczano metodą Reeda i
Muencha (11).

TesĘ immunoenzymaĘczne. Liquid-phase blocking
ELISA (LPBE) wykonywano zgodnie z procedurą do ba-
dah pr ze glądowych, prowadzonych w lab oratorium diagno -

stycznym ZakŁa&l P ry szczy cy PIWet. ( 1 0).
Test MAC-ELISA wykonywano według metody opra-

cowanej przezBrocchi i wsp.(2), opartej nazasadzie współ-
zawodnictwa specyficznych przeciwciał SVD z przeclw-
ciałami monokl onalnymi Mab/ 5 B 7 skonj ugow anymi z p e -

roksydazą, o miejsca wiĘące antygenu wirusowego. Wy-
konanie odczynu:

I. Opłaszczenie płytki. Do wszystkich zagłębień płytki
(Nunc MaxiSorp) nakrapla siępo 50 pl roztworu Mab/SB7
w buforze węglanowym, pH 9,6 i pozostawia na noc w
temp.4'C.

2. Przemywanie. Płytkę przemywa się 3-krotnie bufo-
rem PBS 0.05% Tween 20 (PBST).

3. Inkubacja z antygenem. Na płytkę nakrapla się (50 pl/
lzagłębienie) antygen wirusa SVD (szczep Italy 12) w bl-
forze PBST zawierającym l% ekstrakt drożdżowy. Opty-
malne miano uzytego antygenu określa się na podstawie

wcześniej przeprowadzonej standaryzacji reagentów. Po
1 godzinnej inkubacji w temp. 37"C,przy ciągłym wytrzą-
saniu, płytkęprzęmywa siębuforem PBST zgodnie z punk-
tem2.

4. Reakcja z surowicami. Do określonych zagłębiehna-
lewa się po 50 pl surowic terenowych (42) i referencyj-
nych (3) rozcieńczonych w buforze PBST, zawierającym
1% ekstrakt drozdzowy oraz Ioń surowicę mysią. Surowi-
ce terenowe rozciehcza sięw stosunklI17,5 illżI,5,nato-
miast surowice od zwierząt immunizowanych mianuje się
wykonując 3-krotne rozciehczęnia, od Il'7,5 do lll8ż2,5.
Do 4 zagłębień nakrapla się tylko bufor (kontrola). PĘtki
inkubuje się 1 godz. w temp. 3'7"C na wytrząsarce.

5. Inkubacja z koniugatem. Po zakohczenn inkubacji,
bezprzemywania płytki, do wszystkich zagłębień dodaje
się po 25 pl koniugatu (Mab/5B7 połączone zperoksydazą
chrzanową-HRP) w buforze PBST + 1% ekstraktdrożdżo-
wy i inkubuj e przez 1 godzinę w temp. 37oC.

6. Wywołanie reakcji barwnej. Po przemyciu płytki bu-
forem PBST, nakrapla się po 50 pl substratu (OPD, 0,5

mg/ml i 0,02Yo HrO, w buforze fo s foranowo - cytrynowym,
pH 5,0) i pozostawia na 10 min. w temp. pokojowej.

7. Hamowanie reakcji enzymatycznej. Wykorzystuje się
2N roztwór H2S01 (50 p,1,1zagłębienie) po czym reakcję ko-
lorymetrycz ną analizlj e s i ę sp ektro fotometrycznie sto su-
j ąc czytnik mikropłytek Dynate ch 5 0 0 0 (An gli a).

8. Interpretacja wyników. Miano przeciwciał SVD okre-
śla się jako graniczne rozcięhczenie testowanej surowicy,
którego wartość OD,,n, równa się 50% średniej wartości ab-

sorbancji dla kontroli antygenu (bez surowicy). W przypad-
ku przeglądowych badań monitorowych, określa się procent
hamowania reakcji, który w przypadku surowic traktowa-
nych jako pozytlrvne wynosi > 80oń. Wykładnikiem prawi-
dłowego przebiegu reakcji są kontrole: negaĘwna (< 50%
hamowania), nisko-pozytywna-progowa (> 80%) i wysoko-
pozyĘwna (50% w rozcieńczenfu Il202,5).

Wyniki iomówienie
Do badań porównawczych testów immunoenzyma-

tycznychużyto około 9500 prób sulowic otrzymanych
w 1997 r., z Izeżnt oraz fęrm hodowlanych od świń
klinicznie zdrowych oraz pobtanych od zwierząt do-
świadczalnie immunizowanych (a6 prób). Rycina 1

przedstawia porównanie specyficzności i czułości te-
stów LPBE i MAC-ELISA przy dwóch róznych war-
tościach progowych mian w odczynie SN. Uzyskane
wyniki wskazują na znacznie wyższą specyficzność
testu MAC-ELISA, przy czym, dlaniższych wartości
miana SN relacja ta jest zdecydowanie korzystniejsza
dla metody wykorzystuj ącej przeciwciała monoklonal-
ne. Wysoki odsetekwynikow fałszywie dodatnich (ok.
I5%) w przypadku LPBE, potwierdza względnie ni-
ską specyficznośc tego odczynu, co zostało wykazane
równięz w innych laboratoriach (3, 5). Surowice od
zwierząt zaszczepionych preparat em zawierującym zi-
naktywowany antygen wirusa SVD oraz FIA i Tween
80 (12) i badane testem MAC-ELISA, w 100% reago-
wały dodatnio z antygenem witusa SVD (ryc. 1). Wy-
nik ten wskazuje na wyższączuŁośó tego odczynu w
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Ryc. 1. Regresja międry testami SN i MAC-ELISA u zwie- Ryc. 2. Regresja między testami SN i LPBE u zwierząt immu-
rząt immunżowanych nizowanych

Tab. 1. Porównanie czułości i specyficzności testów LPBE i
MAC-ELISA, prry dwóch różnych mianach progowych od-
crynu SN

sto sunku do LPBE, wykrywaj ąc e go 9 5 -9 90ń przeciw-
ciał, w zalężności od określonego miana progowego
SN. Zgodności (regresja) mian przeciwciał neutrali-
zujących w testach SN i LPBE (r: 0,68) (ryc.2) oraz
SN i MAC-ELISA (r:0,88) (ryc. 3), potwierdza wy-
ższąkorelację wynikow uzykanych przy uzyciu me-
tod SN i MAC-ELISA, Zbliżoną wartość współczyn-
nika regresji (r:0,66-0,68) pomiędzy metodami SN i
LPBE uzyskali takze inni badacze (1, 3).W celu zwęry-
fi kowania p ovłyższy ch rezultatów, porównyłvano wys o -

kość mian surowic pozytywnych badanych wszystki-
mi ze stosowanych metod dia-
gnostycznych (tab. 1). Wyka-
zano, że miano MAC-ELISA
surowicy referencyjnej nisko-
pozytywnej - progowej (log
1,15), odpowiada wartości log
2,40 w teście LPBE i 1og 1,65
w odczynie SN. Zaobserwowa-
no większą rozbteżność wyni-
kow przy ntższym zakresie
mian przeciwciał SVD; wraz
z ich wzrostem, róznice te
były mniej wyr ażne. Wykaza-
no takżę relatywnie wyższą
p owtar zalno ś ó meto dy MAC -
-ELISA niż LPBE. Rozbież-
ność wysokości miana około
98% prób surowic badanych
przez kolejne 3 dni mieści się
w zakresie 2-krotnego jchroz-
cięńczenta (tab.2).

Kolejnym potwierdzeniem
wzaj emnej korelacji metod SN,
LPBE, i MAC-ELISA, są wy-
niki kontroli poziomu przeciw-
ciał neutralizujących wirus
SVD w srnowicyprosiąt immu-
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Ryc. 3. Średnie miano (MAC-ELISA, SN i LPBE) przeciwciał neutralizujących wirus
SVD w surowicy prosięcia (nr 3), w kolejnych dniach po immunżacji i rewakcynacji



Tab.2. Porównanie wysokości mian Qog,o) przeciwciał S\łD w
surowicach badanych metodami: SN, LPBE i MAC-ELISA

Thb. 3. Powtarzalność (%) wyników badania 46 pozytywnych
surowic mianowanych metodą LPBE i MAC-ELISA

nizowanych doświadczalnie. Rycina 3 przedstawia śred-
nią wartość miana przeciwciał u jednego zę zyvrcrząt (nI
3), w róznym okresie od zaszczepienta orazpo rewakcy-
nacj i. Jedno t azow e podanie szczepionki nie prry crynlło
się do wytńnego wzrostu miana przeciwciń. natomiast
ich poziom gwahownie w zr astŃ po do szczepieniu.

Test MAC-ELISA pozwolił zweryfikow ac uzy ska-
ne poprzednio wyniki badań prowadzonych w latach
1995-1996, w ramach badań przeglądowych pogłowia
świń w Polsce. W wyniku powtórnego badania 33 su-
rowic uznanych w testach LPBE i SN za pozytywne,
16 reagowało dodatnio w teście MAC-ELISA. Stano-
wi to mniej ntż},7Yo ogolnej liczby przebadanych su-
rowic (ok. 38 000) i mieści się w granicach błędu me-
tody (0,45%o) (2). Biorąc pod uwagę fakt, że Polska od
wielu lat jest krajem wolnym od SVD, należy przy-
puszczać, że pr zy czy ną wyników fałszywi e do datni ch
jest reakcja nieswoista z innymi enterowirusami świń-
skimi obecnymi w badanych surowcach (7).

Podsumowując, należy stwierdzió, że test MAC-
-ELISA, ze względu na wysoką czułośc i specyficz-

no ś ć re akcj t, a także p o zytyw nąkore lacj ę z o dczy nem
SN i krótki czas wykonania, stanowi wiarygodną i po-
lecaną metodę diagnostyki serologicznej wirusa cho-
roby pęcherzykowej świń. Ograniczona przydatność
odczynow SN i LPBE wynika ze znacznej czasochłon-
ności i wysokich kosztów badania przy pierwszej me-
todzie orazniższej specyficzności testu LPBE. Wpro-
wadzenie testu MAC-ELISA do diagnostyki laborato-
ryjnej jako metody uzupełniaj ącej,.p9zwoli na wyeli-
mlnowanre w znacznej części wynikow fałszywie do-
datnich, spowoduje również podwyższenie jakości
wykonywanych badań, zgodnie ze standardami obo-
wiązującymi w krajach UE.
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ABD-ELLAH A. M., JANSSENS G. P. J., DE \ilIL-
DE R. O. M.: Wpływ dodatku do pasry kwasu ace-

Ęlosalicylowego na wydajność produkcyjną kur
niosek utrzymywanych w wysokiej temperaturze.
(Effect of acetyl-salicylic acid supplem€ntation on
productive performance of laying hen§ reared un-
der high environmental temperature). Vlaams Dier-
geneesk Tijd. 66, ,294-297,1997 (6)

Wysokie temperatury w jakich sąhodowane kury determinująw dużym stop-

niu przyrosty masy ciała i nieśność. Prześledzono wpłyłv dodatku do karmy kwasu
acetylosalicylowego w ilości 0, 200, 400, 600 i 800 mg/kg karmy kur wyselek-
cjonowanej rasy (LSL) w wieku 40 tyg, i masie ciała 1,5- 1,8 kg. Karmę zawiera-
jącą kwas acetylosalicylowy stosowano przez okres l0 tygodni u kur hodowa-
nych35-45'C. Dodatek 600 lub 800 mg kwasu acetylosalicylowego/kg paszy
zwiększał ilość pobieranej paszy, nieśność, wpływał na zwiększenie masy sko-
rupki jaja i na konwersj e paszy, redukował śmierlelność z I5To w grupie kontrol-
nej do 5%. Kwas acetylosalicylowy w ilości 200 i 400 mg/kg karmy nie wpły-
wał w istotny sposób na badane parametry ale zmniejszał śmiertelność do 10%.

Jako dawkę optymalną autorzy sugerują 600 mg kwasu acetylosalicylowego/kg
karmY, 
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