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Enzootyczna białaczka bydła (EBB) jest za-
każną chorobą dorosłego bydła, w której swo-
isty wirus przy współdziałaniu czynników to-
warzyszących doprowadza do proliferacji no-
wotworowej komórek układu limfocytów, ptzy
czym najczĆSciej dochodzi do przewlekłei lim-
foóytozy (6). Serologiczna diagnostyka EBB po-
lega na wykrywaniu w sulowicv krwi specv-
ficznych przeciwciał przeciwwirusowych za po-
mocą różnych metod, co uważa się w tym ptzy-
padku za równoznaczne z obecnością wirusa
(Z). W badaniach masołvych powszechnie sto-
suje się test immunodyfuzji w zelu agalowym.
JednakŹe w przypadkach, kiedy występuje bar-
dzo niski poziom przeciwciał metoda immuno-
dyfuzji jest za mało czuła do ich wykrycia.
W tat ie.j sytuacji zakażeni,e wirusem EBB
można wvkiyć tylko bardzo czułymi metoda-
mi diagnostycznymi: radioimmunologiczną -RIA lu-b immun-oenzymatyczną - ELISA (7,

10, 11). Ze względu na wysoką czułośó, sp€-
cyficzność i łatwość wykonania bardzo plz:/-
d-atną w diagnostyce EBB okazała się metoda
ELISA, zwŁiszczi w przypadkach, kiedy do-
kładna diagnoza jest bardzo ważna np. dla se-
Iekcji bydłó do Ńdowli zarodowej, potrzeb im-
portu i "ekspońu zwierząt, tub jako metoda od-
woławcza lv przypadkach spornvch.

Zasady metody ELISA oTaz jei wykorzv-
stanie w diagnostyce wirusologicznei były p_l:
blikowane w piśmiennictwie (2, 4, t0, 16). _W
niniejszej praóy przedstawiono metodę ELISA
stosowaną w Instytucie Weterynarii w Puła-
wach dla potrzeb serologicznej diagnostvki EBB
i porównano ją z testem immunodylllzji w że-
lrr agarowyln (agar gel immunodiffusion:
AGID) stoŚowanym powszechnie w badaniach
ptzy zwalezaniu białaczki bydła w kraju (B),

Materiał i metody
1. Produkcja antygenu
Antygen otrzymywano przy użyciu linii komórkovlej

FLK-ńLV, któia 
-powstala na drodze zakażenia wi-

iusem nrjn komóiek embrionalnych nerki jagńęcia
(1?). Hodowlę prowadzono używając płynu.RPMI 1640

ińtow r,atorit'ories Ltd, Anglia) Ź dbdatkiem 5-100/o
cielęcej wej pł
przy 20 w a
rvirtlsa w ce
e,żEo
0,01 M
0,15 M
dano n
*".ro p""y 100 000 X g, ż godz. w 4oC. Oczyszczony
oria ńir,isa zawieszano w 1 ml PBS tak, aby jego
r.Ónóow" stężenie względem płynu z hodowli było
500 X więkize. Do czasu użycia preparat antygenu
przechowywano w temperaturze poniżej -20oC.

Qznaczanie przeciwciał dlo wlruso enzbotycznei biołoczki bydło

zakład Biochernli Instytutu'l.ilel,erynarii, Al, Par8zantÓW 5?, 24-100 Pułalvy

2. Preparacja koniugatu

3, Wykonanie testu

ml 4 N NaOH.
Wyniki testu ELISA odczytywano_-na podstawie

oceny wizualnej. Jako surowice dodatnie przyjmowano
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takie, dla których irrtensywrrość żółtego zabarwienia
była co najmniej taka sama, jalr dla surowic stan-dardowychdodatnichw zich
mianem. Jako surowice e, gdy
dołki w świetle przechod tj. ta-
kie sarne, jak dla surowicy standardowej u jemnej
i lróbek odczyn,nilkow5lch.

4. Odczynnil<i do wykonania testu ELISA
1. Bufor do opłaszczania płytek; PBS handlowy (Bio-

meC Lublin).
ż. Bufor do płtrkania: 0,050/o Tween 20 r,v wodzie ele-

stylowanej lub w PBS.
3. Bufor ELISA: 0,01 M bufor fosforanowy o pH 7,2

zawierający 0,5 M NaCl, 0,05% Tween 20, 4016 su-
rowicy końskiej.

4. Bufor substratowy: 1 M bufor dwuetanoloaminy
o pH 9,8, 1 mM MgC72 zawierający 1 mg/ml
p_nitrof enylof osforanu.

5. 4 N NaOH,
5. Materiał badawczy

a) surowice standardowe bydlęce:
-. surowica dodatnia nr 2 wykazująca rv badarriach

przeprowadzonych przez dr J. M. l\[iller z Ames,
Iowa, USA, miana 1:57 000 w metodzie radioim-
murrologicznej Surowica ta pochodziła od krowy,
u której k]inicznie i serologicznie strr,,ierdzono
EBB, a na sekcji jej guzowatą postaó,

- surowica ujemna była zbiorową próbką surowic
pobranych od krów ze stada całkowieie wolnego
od EBB, co wykazano w badaniach klinicznych
i serologicznych.

- surowice dodatnie i ujemne z zestawu Enzygnost
Rinderleukose firmy Behringwerke AG, RFN.

b) 220 surowic byClęcych wybranych losowo z gospo-
darstw hodowlanych,

c) ? surowic bydlęc:,ch z gospodarstwa o wysokim
stopniu zakażenia białaczką,

d) ?0 surowic owczych od zwierząt zakażonych do-
świadczalnie wirusem EBB oraz 10 od zwierząt
kontrolnyeh.

Nadto od zwierząt wymienionych rv punkcie c po-
h"eno 7 nrńbek mleka.

\X/yniki i omó\,iienie
Antygen ELISA produkcii rvłasnęi, podobnie

jak antvgen handlorvv z zestawu'Enzvgnost,
wykazywały w teście immunod;zfuzji pojeclvn-
eze linie precwitacyine z surowicami dodatni-
mi oraz brak precwitacji z surowieami uiem-
nymi. W teście ELISA surowice dodatnie da-
wałv wyraźnie ż6łte zabarwienie dołkórv, pod-
czas gdy dołki z surowicami uiemnrłrri pozo-
stawały bezbarwne. rtr doświadczalnym zaka-
żeniu cieląt rvirusem EBB obserwowano prz:ł-
rost miana swoistvch przeciwciał oznaczonveh
testem ELISA. Po dwóch tygodniach od. zaka-
żenia cieląt miano przeciwciał w surowicy wv-
nosiło 7:32, a po trzech miesiąeach wzrosło do
1:512. Można więc tlz|:'ać, że tak skontrolowanv
antvgen nadaje się do wykrwvania przeciw-
ciał wirusa EBB lv surowicv. W nielicznyeh
jak dotąd pracach opisuiących DrepąTaeję antv-
genu wirusa EBB do testu ELISA kontro]ę jegn
immunoakt\rwności wvkon_vlvan o takze t est a rn i
AGID i ELISA (9, 11, 15).

W tab. 1 zestawiono wyniki uzyskane przv
ustalaniu optymalnego rozeieńezenia antygentl
i koniukatv. Najkorzvstniejsze dla tej serii an-
tvgenu bvło rozcieńczenie 1:200, a clla koniu-
gatu 1:1000. W takieh rozcieńczeniaeh reagen-
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Tab. 1. Okleślenie optymalnego stężerr antygetru l
koliiugatv dla oznlrczania pl,zeciv;ciał surowieact,
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Tąb. 2. Porólvnanie oznaczeń ELISA i AGID rv ż20
surowicach bydlęcych

torv uzyskano najsilniejsze rratężenie zółtego
zabarwienia d,ołków surowic dodatnich, nato-
liriast dołki z surowicą ujemną pozostawały
beńarwne. Na podstawie o,trzy,nranych wyni-
ków można przyjąć, że dla rozcieńczeń anty-
genu 1:50, 1:100, 1:400, 1:800 i odpowiadają-
c}T n im rozcieńczeniom koniugatu 1:500 1:2000
uzyskano bv rórvnież zadowa]ające wyniki,

Ustalając optymalne robocze rozcieńczenie
antygenu kontrolowano jednocześnie surowice
standardowe własne i handtrowe. Dodatnia su-
rowica Behring ,dawała miano zgodne z dekla-
,ra_cją firunov/ą tj. l:57Z, natomiast dla surowicy
własnej nr 2 uz;,5Ęano miano 1:31 000. Swiad-
czy to o wysokiej czułości metody ELISA, gdy
p,orównamy ją z testem AGID, w którym dla
surowi,cy nr 2 uzyskiwano miano 1:128. P,rzy-
kład ten poiwierdza spotykaną w literaturze
opinię, że metoda ELISA jest czulsza od AGID
około 100-1000-krotnie (3, 10). Dzięki tak wy-
s,okiej czułości nadaje się ona ,do bar,dzo wczes-
nego wykrywania przeciwciał nawet 12 tygodni
rvcześniei niż test AGID (3).

Wyniki badania metodami EIISA i AGID
220 surowic bydlęcych z terenu województwa
L zestawiono w tab. 2. Ogółem uzyskang 183
wyniki zgodne, z czego 10 surowic bvło dodat-
nich, a 173 ujemne. Wyniki niezgodne stano-
wiły t70/a próbek, z czego tylko dwie surowice
ujemne w metodzie ELISA byłv dodatnie lłz te-
ście AGID. Natomiast 35 stlrolvic ujemnych
w AGID okazało się dodatninii \Ą, bardzo czu-
łei metodzie ELISA. Fakt ten ma duże zna-
czenie praktyczne. Po pierwsze rzeczywista
ilość wvników niezgodnych jest z pewnością
niewie]ka i nie przekracza kilku procent bada-
nych surowic. Po drugie stawierdzenie w sta-
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suro.,rricach cwczych

Nr2

Tab. 3. J?oróvrnatrie oznaczeń ELISA i ALłID w 84

Tab, ,1, Oznaczanie przeciwciał dla vrirusa EBB w su-
rorvicy, mleku i serrvatce bydla
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Stee J., Grunłlboeek-Juśko J.. Grundboeek M- - I}e-
feetion of antiborlies to hovine leukemia virns (BLV)
bv enzyme-llnked irnmunosorl,1ent g55a,y (ELISA)

described mathod h.as bl"n nprformed usinp the
di stic teagents pieoared at the Veterinary Tnsti-
l,ute in Puławv. The BLV anigen was abtained from
F,T,T<_BLV cell line and then ourified by ultracentri-
frrse technjorre. Rabbit antrl-bovine TEG were eonjtr-
gated to alkaline phosphatase with Elutara-!rlehvde.
Preliminary examination of bovine and sheeo sera.
a:] xl,ell 3s cow mil}: indieated to {ood sensitivity anłl
satisfaetorv speeifity of the method. The assav was
eomparerl rł,ith agar_gel immunodiffusion (AGTD) and
it via," shor,ł,n. tbat ELISA 1vas approximątelv 100

folrl more sensitive Tn the herd affected with ]euke-
ia, a higher ntlnrber of positive anima],s has lreen
ttnd rrsing EL,!SA, Tt rvas also possible to find RLV

lntibodies in colrr milk, even in some samples shovr,
ing neEative rea,ction in AGTD test.
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sem EBB, Uzyskano 7].0ń wynikór.v zgodnych,
z czeg wic tnich, a 11 uiem-
nych. t ż3 ujemnę w teście
a"ClU się rł, bardzo czułei
nretodzie EI-,ISA.

do
bki
oSt
nia białaczką. Wyniki badania zastosowano v/
tab. 4. We wszystkich surowicach st,łierdzono
obecność specyficznych przeciwciał w zaklesie
miana t:SŹ dó 1:t024. Również we wszystkich
próbkach mleka i ono specy-
ii""rr.przeciwci o eniższvch
mianacń 1:2 do GID tvlko

Opracowanie metodv ELISA w oparciu o

walająca swoistośó,
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