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- Serological diagnostics of the swine vesicular disease virus (SVD) ; -
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~ comparison of immunoenzymetic methods

The aim of the studies was a comparison of the ,Jiquid-phase” blocking ELISA (LPBE) and MAC-ELISA
tests for the detection and quantification of antibodies to SVDYV. The second assay is more specific and sensi-
tive and a positive correlation (1=0.88) with the virus neutralisation test (VNT) was found. The overall rela-
tionship of reciprocal titres by the used assays showed that log 1.04 by MAC-ELISA was equivalent to log 2.4

™,

by LPBE and log 1.65 by VNT. Variation in results obtained by triplicate testing of individual animals indi-

cates a higher reproducibility of MAC-ELISA then the LPBE. Using MAC-ELISA we could verify the results
of our previous assays performed by LPBE; the percentage of the seropositive animals was less than 0.1%.
Taking into consideration the fact that Poland is free from SVD, we suppose that these false positive results are
due to the presence in sera of unidentified pig enteroviruses. The MAC-ELISA is useful for the fact the
estimation of the immunological status of tested animals.

Choroba pecherzykowa $wifi (SVD) stanowi nadal
powazne zagrozenie dla hodowli trzody chlewnej. Ofi-
cjalne dane z lat 1990-1996, dotyczace sytuacji epizo-
otycznej w zakresie SVD, potwierdzaja wystgpowa-
nie ognisk chorobowych w niektorych krajach Europy
Zachodniej (9). Polska od ponad ¢wier¢ wieku posia-
da status kraju wolnego od choroby pecherzykowe;
$win. Wzrost intensywnos$ci obrotu zwierzgtami, przy
znacznym zasiggu 1 rownoczesnej jego liberalizacji,
wymaga podjecia wszelkich niezbgdnych krokow ogra-
niczajacych mozliwo$¢ przedostania sig zarazka na te-
rytorium kraju.

Z uwagi na brak mozliwosci rozréznienia choroby
pecherzykowej §win i pryszczycy na podstawie obja-
wow klinicznych (6, 8, 9) oraz ze wzgledow epizo-
otycznych, bardzo wazne jest posiadanie i stosowanie
precyzyjnych i szybkich metod diagnostyki roznicuja-
cej obie choroby. Diagnostyka ta polega na detekeji
antygenu wirusa SVD w materiale klinicznym lub
stwierdzeniu obecnosci swoistych przeciwcial w su-
rowicach wrazliwych zwierzat. Brak ujednoliconych i
wystandaryzowanych metod wykrywania i analizy ilo-
$ciowej przeciwcial dla wirusa choroby pecherzyko-
wej $win sprawia, ze pomigdzy laboratoriami diagno-
stycznymi obserwuje sig istotne rozbieznosci w oce-
nie statusu immunologicznego zwierzat. Réznice w
interpretacji wynikow byly niejednokrotnie przyczyna
blednych ocen i decyzji wptywajacych na bezpieczen-
stwo 1 plynno$¢ w miedzynarodowym handlu zwie-
rzetami i produktami zwierzgecego pochodzenia. Dla-
tego, dla uzyskania bardziej wiarygodnych wynikow,

do rutynowej diagnostyki laboratoryjnej wprowadza
sie nowe, udoskonalone techniki, takie jak, MAC-
-ELISA, w ktorej stosuje si¢ przeciwciata monoklo-
nalne wykazujace powinowactwo do specyficznych
epitopoéw wirusa, co gwarantuje osiagnigeie wysokicj
czuto$ci 1 swoistosci reakcyi.

W Zakladzie Pryszczycy PIWet., do badan przegla-
dowych surowic §winskich stosowano, opracowana
przez Armstronga i wsp. (1) metodg immunoenzyma-
tyczna liquid-phase blocking ELISA (LPBE). Rowno-
legle, jako odwolawczy, wykorzystywano odczyn se-
roneutralizacji (SN) (4). Z koncem 1996 1., zgodnie z
zaleceniami OIE (7) oraz w celu dostosowania naszych
metod diagnostycznych do obowiazujacych w Unii
Europejskiej, do monitorowych badan serologicznych
pogtowia §win w Polsce, zaadaptowano test MAC-
-ELISA.

Celem badan byto porownanie metod LPBE 1 MAC-
-ELISA uzytych do wykrywania i analizy ilosciowej
przeciwcial choroby pecherzykowej $wif, i na tej pod-
stawie weryfikacja wynikéw badan serologicznych
uzyskanych w latach 1995-1997, przy zastosowaniu
pierwszej z metod.

Material i metody

Wirusy. Wirus choroby pecherzykowej Swin (szezep
POL/73) namnazano w hodowli pierwotnej nerki Swinskiej
badz w hodowli ciaglej komorek linii IB-RS-2. Po ok. 24
godzinach od zakazenia hodowli, gdy efekt cytopatyczny
osiagnal ponad 80%, wirus zbierano, odwirowywano przez
20 min. przy 3000 g i przetrzymywano w temp. -70°C. Do
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testu ELISA stosowano wirus w optymalnym, wystanda-
ryzownym wczesniej rozcienczeniu, przy ktorym OD,, wy-
nosito ok. 1,5.

Do testu LPBE wykorzystywano takze zinaktywowany
antygen wirusa SVD, szczep UKG27/72, uzyskany ze Swia-
towego Laboratorium Referencyjnego w Pirbright (Anglia),
natomiast w odczynie MAC-ELIS A stosowano zinaktywo-
wany antygen wirusa SVD, szczep ITALY 72 (Brescia,
Wtochy).

Surowice. W latach 1995-1997, przebadano ogotem ok.
48 000 surowic od $win kontrolowanych w ramach corocz-
nych badan monitorowych na obecnos¢ przeciwciat SVD,
zlecanych przez Departament Weterynarii Ministerstwa
Rolnictwa i Gospodarki Zywnoéciowej. Surowice pocho-

_dzity od zwierzat klinicznie zdrowych, z ubojni oraz ferm
“usytuowanych w réznych rejonach kraju.

Immunizacja zwierzat. 5 warchlakow, kazdy o wadze
ok. 20 kg, immunizowano w mig$nie szyi dawka 5 ml pre-
paratu uodporniajacego o sktadzie: 1,25 ml zawiesiny an-
tygenu wirusa choroby pecherzykowej §win namnozonego
w hodowli komoérek IB-RS-2 i zinaktywowanego ace-
tyletylenoiming (AEI), z dodatkiem niekompletnego adju-
wanta Freunda (FIA) w stosunku objetosciowym 1/1. Uzy-
skang mieszanine uzupetniono rowna objgtoscia 2% Twe-
enu 80 w 0.85% NaCl i intensywnie mieszano przez pipe-
towanie i na wytrzasarce (12). Zwierzgciu kontrolnemu po-
dawano preparat, w ktorym antygen wirusa SVD zastapio-
no ptynem fizjologicznym. Krew od warchlakow pobiera-
no przed zaszczepieniem (czas 0) oraz co 7 dni az do 35
dnia od podania szczepionki. W 37 dniu wykonano hiper-
immunizacj¢ polows poprzedniej dawki antygenu wiruso-
wego 1 krew pobierano po 10, 17, 24 1 31 dniach od rewak-
cynacji. Surowice, przed oznaczeniem miana przeciwcial
neutralizujacych metodami SN, LPBE i MAC-ELISA, kon-
serwowano w temp. -20°C.

Odczyn seroneutralizacji. Wykonywano metoda opi-
sang przez Goldinga i wsp. (4), zgodnie z OIE Manual of
Standards (7), na ptytkach ptaskodennych w hodowli ko-
morek IB-RS-2. Miano surowic obliczano metoda Reeda i
Muencha (11).

Testy immunoenzymatyczne. Liquid-phase blocking
ELISA (LPBE) wykonywano zgodnie z procedura do ba-
dan przegladowych, prowadzonych w laboratorium diagno-
stycznym Zaktadu Pryszczycy PIWet.(10).

Test MAC-ELISA wykonywano wedlug metody opra-
cowanej przez Brocchi i wsp.(2), opartej na zasadzie wspol-
zawodnictwa specyficznych przeciwciat SVD z przeciw-
ciatami monoklonalnymi Mab/5B7 skonjugowanymi z pe-
roksydaza, o miejsca wiazace antygenu wirusowego. Wy-
konanie odczynu:

1. Oplaszczenie ptytki. Do wszystkich zaglebien ptytki
(Nunc MaxiSorp) nakrapla si¢ po 50 pl roztworu Mab/5B7
w buforze weglanowym, pH 9,6 1 pozostawia na noc w
temp. 4°C.

2. Przemywanie. Ptytke przemywa si¢ 3-krotnie bufo-
rem PBS — 0.05% Tween 20 (PBST).

3. Inkubacja z antygenem. Na ptytke nakrapla sig (50 pl/
/zaglebienie) antygen wirusa SVD (szczep Italy 72) w bu-
forze PBST zawierajacym 1% ekstrakt drozdzowy. Opty-
malne miano uzytego antygenu okresla si¢ na podstawie
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wczesniej przeprowadzone] standaryzacji reagentow. Po
1 godzinnej inkubacji w temp. 37°C, przy ciagtym wytrza-
saniu, ptytke przemywa si¢ buforem PBST, zgodnie z punk-
tem 2.

4. Reakcja z surowicami. Do okreslonych zaglebien na-
lewa si¢ po 50 pl surowic terenowych (42) i referencyj-
nych (3) rozcienczonych w buforze PBST, zawierajacym
1% ekstrakt drozdzowy oraz 1% surowicg mysia. Surowi-
ce terenowe rozciencza sie w stosunku 1/7,51 1/21,5, nato-
miast surowice od zwierzat immunizowanych mianuje si¢
wykonujac 3-krotne rozcienczenia, od 1/7,5 do 1/1822,5.
Do 4 zaglebien nakrapla si¢ tylko bufor (kontrola). Ptytki
inkubuje si¢ 1 godz. w temp. 37°C na wytrzasarce.

5. Inkubacja z koniugatem. Po zakonczeniu inkubacji,
bez przemywania ptytki, do wszystkich zaglebien dodaje
si¢ po 25 pl koniugatu (Mab/5B7 potaczone z peroksydaza
chrzanowa-HRP) w buforze PBST + 1% ekstrakt drozdzo-
wy 1 inkubuje przez 1 godzing w temp. 37°C.

6. Wywotlanie reakcji barwnej. Po przemyciu ptytki bu-
forem PBST, nakrapla si¢ po 50 pl substratu (OPD, 0,5
mg/mli0,02% H,O, w buforze fosforanowo-cytrynowym,
pH 5,0) i pozostawia na 10 min. w temp. pokojowe;j.

7. Hamowanie reakcji enzymatycznej. Wykorzystuje si¢
2N roztwor H,SO, (50 pl/zaglebienie) po czym reakcjg ko-
lorymetryczna analizuje si¢ spektrofotometrycznie stosu-
jac czytnik mikroptytek Dynatech 5000 (Anglia).

8. Interpretacja wynikow. Miano przeciwcial SVD okre-
§la sie jako graniczne rozcieficzenie testowanej surowicy,
ktorego warto$¢ OD,, rowna sig 50% Sredniej wartosci ab-
sorbancji dla kontroli antygenu (bez surowicy). W przypad-
ku przegladowych badafi monitorowych, okre$la sig procent
hamowania reakcji, ktory w przypadku surowic traktowa-
nych jako pozytywne wynosi > 80%. Wyktadnikiem prawi-
dtowego przebiegu reakcji sa kontrole: negatywna (< 50%
hamowania), nisko-pozytywna-progowa (> 80%) i wysoko-
pozytywna (50% w rozcienczeniu 1/202,5).

Wyniki i omdwienie

Do badan poréwnawczych testow immunoenzyma-
tycznych uzyto okoto 9500 prob surowic otrzymanych
w 1997 1., z rzezni oraz ferm hodowlanych od §win
klinicznie zdrowych oraz pobranych od zwierzat do-
Swiadczalnie immunizowanych (46 préb). Rycina 1
przedstawia porownanie specyficznosci i czutosci te-
stow LPBE i MAC-ELISA przy dwoch réznych war-
tosciach progowych mian w odczynie SN. Uzyskane
wyniki wskazuja na znacznie wyzsza specyficznos¢
testu MAC-ELISA, przy czym, dla nizszych wartos$ci
miana SN relacja ta jest zdecydowanie korzystniejsza
dla metody wykorzystujacej przeciwciata monoklonal-
ne. Wysoki odsetek wynikow fatszywie dodatnich (ok.
15%) w przypadku LPBE, potwierdza wzglednie ni-
ska specyficzno$¢ tego odczynu, co zostato wykazane
réwniez w innych laboratoriach (3, 5). Surowice od
zwierzat zaszczepionych preparatem zawierajacym zi-
naktywowany antygen wirusa SVD oraz FIA 1 Tween
80 (12) 1 badane testem MAC-ELISA, w 100% reago-
waty dodatnio z antygenem wirusa SVD (ryc. 1). Wy-
nik ten wskazuje na wyzsza czulo$¢ tego odczynu w
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Tab. 1. Poréwnanie czulosci i specyficznosci testow LPBE i stosunku do LPBE, wykrywajacego 95-99% przeciw-
MAC-ELISA, przy dwoch réznych mianach progowych od-  cial, w zaleznosci od okreslonego miana progowego
czynu SN SN. Zgodnosci (regresja) mian przeciwcial neutrali-
: zujacych w testach SN i LPBE (1= 0,68) (ryc. 2) oraz
(TR R 2 LM RGN SN | MAC-ELISA (1=0,88) (ryc. 3), potwierdza wy-
RELLALR L LELVRRN T R T VR W B TR 7575 korelacje wynikéw uzykanych przy uzyciu me-
> 1,65 g4'[| 100 85.5 97.7 tod SN 1 MAC-ELISA. Zblizong wartos¢ wspotczyn-

e : - _ - nika regresji (r=0,66-0,68) pomigdzy metodami SN i

28 %9 bl 24 L ‘ LPBE fzysf(al(i takze inni ba(Iijacze (1, 3). W celu zwery-
fikowania powyzszych rezultatow, porOwnywano wyso-
kos$¢ mian surowic pozytywnych badanych wszystki-
mi ze stosowanych metod dia-

gnostycznych (tab. 1). Wyka-

4 + zano, ze miano MAC-ELISA
surowicy referencyjnej nisko-
35 + s : A pozytywnej — progowej (log
> i 1,15), odpowiada wartosci log
3 " 2,40 w tescie LPBE 1 log 1,65
w odczynie SN. Zaobserwowa-
no wigksza rozbieznos¢ wyni-
kow przy nizszym zakresie
mian przeciwcial SVD; wraz
z ich wzrostem, réznice te
byly mniej wyrazne. Wykaza-
no takze relatywnie wyzsza
powtarzalnos¢ metody MAC-

| —o— MAC-ELISA

1 —e— SN -ELISA niz LPBE. Rozbiez-
' nos¢ wysokosci miana okoto
05 1 —— LPBE 98% prob surowic badanych

Miano (log10) MAC-ELISA, SN, LPBE

rewakeynacja przez kolejne 3 dni mi@éci sig

) . : i . . , : . wzakresie 2-krotnego ich roz-
0 ' ' ; ' ' ' ' ' ' cienczenia (tab. 2).
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wzajemnej korelacji metod SN,

dni po szczepieniu LPBE i MAC-ELISA, sa wy-

niki kontroli poziomu przeciw-

Ryc. 3. Srednie miano (MAC-ELISA, SN i LPBE) przeciwcial neutralizujacych wirus cial neutralizujacych wirus

SVD w surowicy prosigcia (nr 3), w kolejnych dniach po immunizacji i rewakcynacji SVD w surowicy prosiat immu-




Tab. 2. Poréwnanie wysokosci mian (log, ) przeciwcial SVD w
surowicach badanych metodami: SN, LPBE i MAC-ELISA

1,05 181 0,86
1,30 2.10 0,91
1,65 2,42 118
1,87 2,68 1,30
2.10 2,98 1,54
2.47 3,25 1,89
2,90 3,55 2,48
3,20 3,76 2,81

Tab. 3. Powtarzalno$¢ (%) wynikow badania 46 pozytywnych
surowic mianowanych metoda LPBE i MAC-ELISA

3 ) 2
4 1 0
6] 0 0

nizowanych doswiadczalnie. Rycina 3 przedstawia sred-
nig wartos¢ miana przeciwciat u jednego ze zwierzat (nr
3), w rédznym okresie od zaszczepienia oraz po rewakcy-
nacji. Jednorazowe podanie szczepionki nie przyczynito
si¢ do wyraznego wzrostu miana przeciwcial, natomiast
ich poziom gwaltownie wzrastat po doszczepieniu.

Test MAC-ELISA pozwolit zweryfikowac uzyska-
ne poprzednio wyniki badan prowadzonych w latach
1995-1996, w ramach badan przegladowych poglowia
swin w Polsce. W wyniku powtérnego badania 33 su-
rowic uznanych w testach LPBE i SN za pozytywne,
16 reagowato dodatnio w tescie MAC-ELISA. Stano-
wi to mniej niz 0,1% ogodlnej liczby przebadanych su-
rowic (ok. 38 000) i miesci si¢ w granicach bledu me-
tody (0,45%) (2). Biorac pod uwage fakt, ze Polska od
wielu lat jest krajem wolnym od SVD, nalezy przy-
puszczacé, Ze przyczyng wyn1k0w falszywie dodatnich
jest reakcja nieswoista z innymi enterowirusami §win-
skimi obecnymi w badanych surowcach (7).

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze test MAC-
-ELISA, ze wzgledu na wysoka czutosé i specyficz-

no$¢ reakcji, a takze pozytywna korelacjg z odczynem

SN i krotki czas wykonania, stanowi wiarygodna i po-

lecana metode diagnostyki serologicznej wirusa cho-

roby pecherzykowej swin. Ograniczona przydatnos¢
odczynow SN 1 LPBE wynika ze znacznej czasochton-
nosci i wysokich kosztéw badania przy pierwszej me-
todzie oraz nizszej specyficznosci testu LPBE. Wpro-
wadzenie testu MAC-ELISA do diagnostyki laborato-
ryjnej jako metody uzupelmaj acej, pozwoli na wyeli-
minowanie w znacznej czqsc1 wynikéw falszywie do-
datnich, spowoduje rowniez podwyzszenie jakosci
wykonywanych badan, zgodnie ze standardami obo-
wigzujacymi w krajach UE.
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ABD-ELLAH A. M., JANSSENS G. P. J.,, DE WIL-
DE R. O. M.: Wplyw dodatku do paszy kwasu ace-
tylosalicylowego na wydajnos¢ produkcyjna kur
niosek utrzymywanych w wysokiej temperaturze.
(Effect of acetyl-salicylic acid supplementation on
productive performance of laying hens reared un-
der high environmental temperature). Vlaams Dier-
geneesk Tijd. 66, 294-297, 1997 (6)

Wysokie temperatury w jakich sa hodowane kury determinuja w duzym stop-
niu przyrosty masy ciata i nie§nos¢. Przesledzono wptyw dodatku do karmy kwasu
acetylosalicylowego w ilosci 0, 200, 400, 600 1 800 mg/kg karmy kur wyselek-
cjonowane;j rasy (LSL) w wieku 40 tyg. i masie ciata 1,5-1,8 kg. Karmg zawiera-
jaca kwas acetylosalicylowy stosowano przez okres 10 tygodni u kur hodowa-
nych35-45°C. Dodatek 600 lub 800 mg kwasu acetylosalicylowego/kg paszy
zwigkszal ilo§¢ pobieranej paszy, niesnosé, wplywal na zwigkszenie masy sko-
rupki jaja i na konwersje paszy, redukowal §miertelnosc z 15% w grupie kontrol-
nej do 5%. Kwas acetylosalicylowy w ilosci 200 i 400 mg/kg karmy nie wply-
wal w istotny sposdb na badane parametry ale zmniejszat $miertelnos¢ do 10%.
Jako dawkg optymalng autorzy sugeruja 600 mg kwasu acetylosalicylowego/kg
karmy.
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