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Wystepowanie przeciwciat anty-Chlamydophila spp.
w wybranej populacji bydia w Polsce
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Niemczuk K.
Occurrence of anti-Chlamydophila sp. antibodies in selected cattle populations in Poland

Summary

Bovine chlamydophilosis monitoring programs have not been run in Poland during the last decade, there-
fore the epidemiological status of the disease remains unrecognised. Recently observed animal movements,
including international trade and import of livestock into Polish territory, support the necessity of serological
surveillance of chlamydophilosis in representative subsets of the Polish bovine population. The aim of the
study was the evaluation of Chlamydophila psittaci and Chlamydophila abortus seroprevalence in a subset of
the bovine population and the comparative evaluation of serological techniques used in chlamydophilosis

diagnostics (CFT, ELISA).
Keywords: cattle, Chlamydophila sp.

W Polsce nie podejmowano dotychczas badan mo-
nitoringowych nad statusem epidemiologicznym chla-
mydofilozy (dotychczas zwanej chlamydioza) bydta.
Dane odnosnie do uaktualnionej taksonomii drobno-
ustrojow z rodziny Chlamydiaceae, podobnie jak in-
formacje o ich patogennosci dla ludzi 1 zwierzat, byty
w ostatnim czasie przedmiotem licznych publikacji (7,
9,15, 19, 21) w tym takze w jezyku polskim (5, 12,
14, 18).

Biorac pod uwagg fakt duzej migracji zwierzat,
szczego6lnie zwiazanej z ich importem oraz brak opra-
cowan dotyczacych bydla rodzimego, przeprowadze-
nie serologicznych badan monitoringowych, obrazu-
Jacych obecnos$c przeciwciat anty-Chlamydophila psit-
taci 1 Chlamydophila abortus (Cp. psittaci, Cp. abor-
tus) w populacji bydta w Polsce wydaje si¢ w peinl
zasadne. Warto podkresli¢, ze zgodnie z danymi pis-
miennictwa, state ogniska tej zoonozy u bydta oraz
u owiec i kdz wystepuja u naszych sasiadéw, np. Niem-
cy, czeskie Morawy (21). Potwierdzaja to réwniez ba-
dania, wykonywane w krajowym laboratorium refe-
rencyjnym w zakresie chlamydiozy w Pulawach, z kto-
rych wynika, Ze u trykdw 1 owiec eksportowanych
z Polski stwierdzano przeciwciata anty-Cp. abortus
w wysokim mianie (1/256 czy 1/516), a u bydla prze-
ciwciata anty- Cp. psittaci i Cp abortus.

Warto rowniez przypomniec, ze chlamydofiloza jako
zoonoza stwarza duze niebezpieczenstwo dla ludzi.
Potencjat zoonotyczny drobnoustrojow z rodziny Chla-
mydiaceae ilustruje ryc. 1.

Celem podjetych badan byla ocena wystepowania
przemwcna} anty-Cp. psittaci 1 Cp. abortus w dostep-
nej populacji bydta w Polsce, a takze dokonanie po-
rownawczej analizy serologicznych metod jakoscio-
wych (odczyn wigzania dopetniacza— OWD) i ilo$cio-
wych (test ELISA) stosowanych w diagnostyce chla-
mydofilozy przezuwaczy.

Cp. pecorum
Cp. psittaci/abortus

T =

S

Ryec. 1. Potencjal zoonotyczny drobnoustrojow z rodziny Chla-
mydiaceae

Objasnienia: Cp. — drobnoustroje z rodzaju Chlamydophila, C. —
drobnoustroje z rodzaju Chlamydia, - — zrodla zakazenia czlo-
wieka znane dotychczas, = inne, potwierdzone po reklasyfikacji
drobnoustrojow z rodziny Chlamydiaceae zrodta zakazenia czlo-
wieka nowymi gatunkami tych bakterii
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Materiat i metody

Badania serologiczne wykonano z wykorzystaniem mikrome-
tody odczynu wigzania dopetniacza, techniki diagnostycznej za-
lecanej w tego typu badaniach przez Migdzynarodowe Biuro ds.
Epizootii O.1.E., a ponadto zwalidowanej w warunkach laborato-
rium oraz akredytowanej przez Polskie Centrum Akredytacji
(PCA, nr akredytacji AB 544) zgodnie z norma PN-EN ISO/IEC
17025:2001/Ap1:2003. W odczynie tym uzyto reagentow ze
szwajcarskiej firmy Virion oraz z Wytworni Surowic i Szczepio-
nek Biomed — Krakow. Przed kazdym badaniem przeprowadzo-
no wewnatrzlaboratoryjng kontrolg, tj. mianowanie antygenu
wobec surowicy kontrolnej pozytywnej oraz sprawdzenie aktyw-
nos$ci pozostatych reagentow uzytych w odczynie, celem stwier-
dzenia ich faktycznego miana/aktywnosci w odniesieniu do
deklarowanego przez producentow. Odczyn wlasciwy OWD, jak
i poszczegolne jego etapy oraz interpretacje wynikow wykonano
zgodnie z zaleceniami zawartymi w Manual of standards for diag-
nostic tests and vaccines (1) oraz w Instrukcji Gtéwnego Lekarza
Weterynarii (13). Dodatkowo kazda probka badana byta dwoma
testami ELISA, jednym wykrywajacym gatunkowo swoiste prze-
ciwciata anty-Cp. psittaci (test A, producent Dr Bommeli), dru-
gim przeciwciata wobec immunogennego bialka, o masie cza-
steczkowej 80-90 kDa, swoistego dla drobnoustroju Cp. abortus
(test B, producent Instytut Pourqgieur). Lacznie przebadano 1333
surowice, pochodzace od wysoko cielnych krow zaréwno z ho-
dowli rodzimej, jak i importowanych do Polski. Badania wyko-
nano na terenie 57 powiatow.

Do wykonania preparatow odciskowych, barwionych zgodnie
z metoda Stampa przy uzyciu 10% fuksyny karbolowej, wyko-
rzystano 40 tozysk pochodzacych od krow, ktore w badaniach
serologicznych zdiagnozowano jako seropozytywne i ktore takze
poronity.

W analizie statystycznej testem y2 (chi-kwadrat) okre$lono
zgodno$¢ wynikoéw uzyskiwanych dwoma pordéwnywanymi me-
todami, tj. wyniki uzyskane testami ELISA odnoszono do wyni-
koéw stwierdzonych w metodzie OWD. Ponadto wyliczono istot-
na (p = 0,00) warto$¢ wspélczynnika korelacji Pearsona oraz
wspolczynnika Cramera.

Wyniki i omowienie

Pomimo rosngcego w ostatnich latach zainteresowania
infekcjami wywotanymi przez drobnoustroje z rodzaju
Chlamydophilau zwierzat i ich potencjatem zoonotycznym,
w dostgpnym pisSmiennictwie generalnie stwierdza si¢ brak
danych dotyczacych statystycznych ocen poréwnawczych
metod serologicznych, stosowanych w ich diagnostyce —
szczegolnie odnoszacych si¢ do badan urzedowych, tj. do
technik laboratoryjnych zalecanych przez Migdzynarodo-
wy Urzad ds. Epizootii OIE. W zwiazku z tym nalezy zwro-
ci¢ uwage na fakt, ze zaprezentowane badania wlasne sa
w znacznym zakresie pionierskie i dlatego tez trudno jest
znalez¢ odniesienie w dostgpnym pi$miennictwie facho-
wym do stwierdzonych w nich zalezno$ci. Wigkszo$¢ au-
torow (2, 3, 6, 10, 20), podejmujac proby porownywania
wynikow uzyskiwanych metodami serologicznymi, ogra-
nicza si¢ bowiem jedynie do obliczenia procentowych za-
leznosci stwierdzonych pomigdzy nimi.

W badaniach wtasnych, wykonanych metoda OWD, jak
i testami ELISA, 1333 surowic wyniki pozytywne stwier-
dzono u 257 zwierzat, co stanowito 19,3%. Do analizy sta-
tystycznej wybrano losowo surowice pochodzace od 93
zwierzat, zdiagnozowanych jako pozytywnie oraz negatyw-

Tab. 1. Powtarzalno$¢ wynikow stwierdzona w zastosowanych
testach (n-93)

Liczba i procentowy udziat
zwierzat reagujacychtak samo
w poréwnywanych testach

Poréwnanie zastosowanych testow

owD ELISA - test A 76 81,72%
owD ELISA - test B 60 64,52%
ELISA - test A ELISA - test B 51 54,84%
OWD, ELISA - test A, ELISA - test B 47 50,54%

Tab. 2. Przykladowy rozklad mian przeciwcial anty-Chlamydophila spp. stwierdzony w metodzie OWD i wartoSci gestosci

optycznej (OD) uzyskane w testach ELISA badanych surowic

owD Test ELISA (A) Test ELISA (B) Uwagi

OWD -testA | OWD -testB | testA -testB | jednakowe
- - - - - - neg 29,8 neg -15,3 neg e
- + + + + + neg 12,2 neg -14,5 neg FrEE
- - - + + + neg 29,1 neg 12 neg *hkx
- 3+ | 3+ | 2+ | 2+ + pos 11,7 pos 13,3 neg *
- 2+ | 2+ | 2+ | 2+ + pos 60,6 pos 24,9 neg *
- - - + + + neg 11,0 neg 45 neg i
- - + + + + neg 7,98 neg 5,4 neg e
- | 4+ | 4+ | 3+ | 3+ | 2+ pos 185 pos 38,9 neg *
- - - + + + neg 58,7 pos 304 pos i
- - - + + + neg 87,2 pos 83,9 pos FrE
- 3+ + - - - neg 471 pos 1,9 neg *x
- 3+ | 2+ | - - - neg 86,9 pos -110 neg **
- 4+ | 3+ | 2+ | 2+ | - pos 48,5 pos 99.4 pos *hrx

Objasnienia: neg — negatywny, poz — pozytywny, Ks — kontrola surowicy, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 — kolejne rozcienczenia badanych

surowic



nie reagujace. Analize wynikoéw uzyskanych poszczegdl-
nymi testami przedstawiono w tab. 1, a ich przykladowe
zestawienie w tab. 2.

Analizujac uzyskane warto$ci nalezy podkresli¢, ze naj-
wicksza powtarzalno$¢ wynikéw (81,72%) wykazano
w przypadku zastosowania metody OWD i ELISA —test A,
wykrywajacego przeciwciata specyficzne tylko dla Cp. psit-
taci. W metodzie OWD wykorzystano antygen grupowo
swoisty, wykrywajacy swoiste przeciwciata zarowno wo-
bec Cp. psittaci, jak i Cp. abortus. Mozna domniemac, ze
w takich przypadkach mamy do czynienia z nosicielstwem
badz z infekcja uogolniona. U krow tych nie odnotowano
bowiem ronien, a w badaniu bakterioskopowym pochodza-
cych od nich tozysk nie stwierdzono ciatek elementarnych
(EB) chlamydofil. W odniesieniu do testu ELISA z anty-
genem Cp. psittaci podobne zaleznosci wykazane zostaty
przez Hoelzla i wsp. oraz Stepaneka i wsp. (8, 21). Celem
wyeliminowania wynikow falszywie ujemnych, odnosza-
cych sig do postaci rozrodezej chlamydofilozy bydta, w ba-
daniach serologlcznych autorzy ci sugeruja koniecznosc¢
zastosowania zestawow zawierajacych antygen biwalent-
ny, tj. taki, ktéry ma zdolno$¢ wykrywania przeciwciat swo-
istych dla Cp. psittaci, jak 1 Cp. abortus.

W przeprowadzonej analizie statystycznej, test y* (na
poziomie istotnosci p = 0,00) wykazat duza zgodnos$¢ wy-
nikéw porownywanych testow. Jego warto$¢ wyniosta
37,31 i data podstawy do wysunigcia twierdzenia, ze po-
rownywane metody sa zalezne i daja istotnie zgodne wy-
niki. Ponadto okreslono wspotczynnik korelacji liniowej
Pearsona. Jego warto$¢ wyniosta 0,6572. Dla tablicy 2 x 2,
zawiera si¢ ona w przedziale pomigdzy 0 a 0,707 i okresla
stopien zalezno$ci porownywanych metod. Im blizej zera
znajduje sie jego warto$¢, tym zalezno$¢ jest stabsza, nato-
miast im blizej 0,707, tym zalezno$¢ jest silniejsza. Podob-
na sytuacj¢ stwierdzono w przypadku wspotczynnika Cra-
mera, ktorego warto$¢, w przedziale od 0 do 1, wyniosta
rowniez 0,6572.

Nastepnie zbadano zaleznos¢ pomigdzy metoda OWD
1 ELISA — test B, za pomoca ktorego wykrywa si¢ swoiste
przeciwciata dla immunogennego biatka, wystepujacego
tylko u Cp. abortus. Zostala ona okreslona powtarzal-
no$ciag wynikdéw wobec 60 surowic, co stanowilo 64,52%.
Zastosowanie testu ELISA, zdolnego wykrywaé swoiste
przeciwciata wobec Cp. abortus, zalecaja takze inni auto-
rzy (2, 6, 16), sugerujac jednoczesnie, ze moze on stano-
wi¢ cenne uzupetnienie OWD. Zgodnie z danymi piSmien-
nictwa (9, 16, 20), ta posta¢ chlamydofilozy objawiajaca
si¢ zapaleniem drég rodnych, powoduje znaczne straty eko-
nomiczne i stanowi powazne zagrozenie dla ludzi (ronie-
nia). W wykonanej analizie statystycznej stwierdzono niz-
sza niz poprzednio warto$¢ testu y>. W poréwnaniu tym
wyniosta ona 10,08 przy wspotczynniku Cramera i Pearso-
na rownym 0,540. Wymienione wartos$ci funkcji statystycz-
nych daja podstawy do stwierdzenia, ze poréwnywane
metody sa zalezne i dajq istotnie zgodne wyniki. Porowna-
nie dwoch testow ELISA, tj. testu A i B, wyrazajace si¢
powtarzalnoscia wynikow wobec 51 zbadanych surowic,
nie znalazto potwierdzenia w analizie statystycznej. War-
to$¢ testu y> wynosita bowiem zaledwie 0,08, przy war-
tosci wspotczynnika Cramera: 0,0541 1 ujemnej warto$ci
wspotczynnika Pearsona 0,0541. W przypadku tych testow
analiza statystyczna wykazata nieistotng zgodnos¢ porow-
nywanych wynikow.

Sposréd poddanych szczegotowej analizie 93 zwierzat,
47 reagowalo pozytywnie, we wszystkich zastosowanych
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testach, a 40 z nich, tj. 43,01% poronito. W tozyskach po-
chodzacych od krow, ktore poronity, stwierdzono ciatka ele-
mentarne chlamydofil.

Ustalenie zaleznosci statystycznej pomig¢dzy serologicz-
nymi metodami jakoSciowymi a iloSciowymi wymaga nie-
watpliwie dalszych rozszerzonych badan. Dlatego tez
stwierdzone w zaprezentowanych badaniach zaleznos$ci
nalezy traktowac¢ jako wstepne. W ramach projektu badaw-
czego ,,Doskonalenie metod diagnozowania oraz ocena
sytuacji epidemiologicznej chlamydofilozy bydta w Pol-
sce” — nr 2 PO6K 040 27 dalsze badania z tego zakresu
beda kontynuowane. Ponadto bgda one uzupetnione o me-
tody potwierdzajace — polimerazowa reakcje¢ tancuchowa
i metody hodowlane.
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