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Enzootyczna bialaczka bydia (EBB) jest za-
kazng choroba dorostego bydla, w ktorej swo-
isty wirus przy wspéldzialaniu czynnikéw to-
warzyszacych doprowadza do proliferacji no-
wotworowej komoérek ukladu limfocytow, przy
czym najczesciej dochodzi do przewleklej lim-
focytozy (6). Serologiczna diagnostyka EBB po-
lega na wykrywaniu w surowicy krwi specy-
ficznych przeciwcial przeciwwirusowych za po-
mocg réznych metod, co uwaza sie w tym przy-
padku za roéwnoznaczne z obecnoscig wirusa
(7). W badaniach masowych powszechnie sto-
suje sie test immunodyfuzji w zelu agarowym.
Jednakze w przypadkach, kiedy wystepuje bar-
dzo niski poziom przeciwcial metoda immuno-
dyfuzji jest za malo czula do ich wykrycia.
W takiej sytuacji zakazenie wirusem EBB
mozna wykryé tylko bardzo czulymi metoda-
mi diagnostycznymi: radioimmunologiczna —
RIA lub immunoenzymatyczng — ELISA (7,
10, 11). Ze wzgledu na wysoka czulosé, spe-
cyficznosé i tatwo$é wykonania bardzo przy-
datng w diagnostyce EBB okazala si¢ metoda
ELISA, zwlaszcza w przypadkach, kiedy do-
kladna diagnoza jest bardzo wazna np. dla se-
lekeji bydla do hodowli zarodowej, potrzeb im-
portu i eksportu zwierzat, lub jako metoda od-
wolaweza w przypadkach spornych.

Zasady metody ELISA oraz jej wykorzy-
stanie w diagnostyce wirusologicznej byly pu-
blikowane w pismiennictwie (2, 4, 10, 16). W
niniejszej pracy przedstawiono metode ELISA
stosowang w Instytucie Weterynarii w Pula-
wach dla potrzeb serologicznej diagnostyki EBB
i poréwnano jg z testem immunodyfuzji w ze-
lu agarowym f{agar gel immunodiffusion =
AGID) stosowanym powszechnie w badaniach
przy zwalczaniu bialaczki bydla w kraju (8).

Material i metody

1. Produkcja antygenu

Antygen otrzymywano przy uzyciu linii komorkowej
FLK-BLV, ktora powstala na drodze zakaienia wi-
rusem EBB komorek embrionalnych nerki jagniecia
(17). Hodowle prowadzono uzywajgc plynu RPMI 1640
(Flow Laboratories Ltd, Anglia) z dodatkiem 5—10%
cielecej surowicy plodowej. Zebrany plyn klarowano
przy 2000 X g, 15 min. w temp. 4°C, a sedymentacje
wirusa przeprowadzano w ultrawiréwce przy 20 000X
g, 2 godz. w 4°C, Uzyskany osad zawieszano w 6 ml
0,01 M buforu fosforanowego o pH 7.2 zawierajacego
0,15 M chlorku sodu (PBS). Zawiesine wirusa nakla-
dano na 5 ml warstwe 20% sacharozy w PBS i wiro-
wano przy 100000 X g, 2 godz. w 4°C. Oczyszczony
osad wirusa zawieszano w 1 ml PBS tak, aby jego
kohcowe stezenie wzgledem plynu z hodowli byto
500 X wieksze. Do czasu uzycia preparat antygenu
przechowywano w temperaturze ponizej —20°C.

2. Preparacja koniugatu

Koniugat stosowany w metodzie ELISA skladal sig
z immunoglobulin kréliczyeh przeciw immunoglobu-
linom bydlecym, znakowanych fosiatazg alkalicznag.
Przeciwciala te otrzymywano z surowicy krolika u-
odpornionego oczyszezong frakcjy immunoglobulin
bydleeych, pochodzacych od zwierzat biataczkowych.
Oba rodzaje immunoglobulin wytrgcano z surowicy
metoda alkoholowg (1Z) 1 oeczyszczano na keolumnie
z DEAE celuloza (14). Uzyskane preparaty immuno-
globulinowe liofilizowano, oznaczano zawartosié¢ bialka
oraz lontrolowano ich czystesé i aktywnosé immuno-
logiczna za pomocg immunoelekiroforezy w Zelu aga-
rowym (13). Do preparacji koniugaiow brano tylko
takie frakcje, ktore wykazywaly pojedynczy luk pre-
eypitacyjny charakiery 1y dla IgG,, Przeciweiala
sprzegano z fosfataza alkaliczng typu VII-S (Sigma,
USA) metods z aldehydem glutarowym (1). W skrocie
stosowano nastepujaca procedure: zawiesing fosfatazy
alkalicznej w ilosei 1 meg i aktywnoéei enzymatycznej
okolo 1000 jednostek wirowano przy 10 000 X g przez
15 minut w 4°C. Uzyskany osad rozpuszczano w 1 ml
PRS zawierajacym 2 mg oczyszezonych przeciweiat
{ dializowano przez noc wobee PBS. Do dializatu do-
dawano tyle aldehydu glutarowego, aby jego konco-
we stezenie wynosilo 0,2%. Mieszaning reakeying po-
zostawiano w temperaturze pokojowej na 2 godziny
i ponownie dializowano przez noc wobec PBS. Na-
stepnego dnia przenoszono wWaZ dializacyiny do 0,00 M
buforu Tris HCl o pH 8,0 zawierajacym 1 mM chlorku
magnezy i dializowano priez noc. Do otrzymanego
koniugatu dodawano 1% albuminy ludzkiej oraz 0,02%
azydku sodowego i przechowywano go w 4°C.

3. Wykonanie testu .

Oznaczanie przeciweial wirusa EBB w surowicach
bydlecych wykonywano posrednia metodg ELISA (4)
na polistyrendwych mikroplytkach testowyeh firmy
Plastomed. Antygen do oplaszezania plytki rozeiencza-
no w PBS i do dolkéw nanoszono po 0,1 ml Przykryte
plytki zawijano szczelnie w folie aluminiowa i inku-
bowano 16 godzin w 4°C. Przed uzyciem pivtki oproz-
niano dolki i przemywane trzykrotnie po 0,2 ml 0,05%
roztworem Tween 20 w wodzie destylowanej.

W teécie jakoSciowego oznaczania przeciwcial do
dotka odmierzano po 0,175 ml buforu ELISA i 0,025
m] badanej surowicy (rozcienczenie 1:8) i kazdg prob-
ke wykonywano w dwoch powtdrzeniach. Przy okre-
4laniu miana przeciwcial surowicg rozecienczano w po-
stepie 1:8, 1:32, 1:128, 1:1048 itd. Podobnie rozcien-
czano surowice standardowe dodatnie i ujemne. O-
préocz surowic na kazdej plyice wykonywano po kilka
prob odezynnikowych odmierzajac do dollkéw po 0,1
ml buforu ELISA. Plylke przykrywano i inkubowano
w wilgotnej komorze 1 godzing w 37°C. Po inku-
bacji dolki opréiniane i plukano trzykrotnie po 02
ml roztworu Tween 20. Nastepnie do dolkéw odmie-
rzano po 0,1 ml optymalnego rozcienczenia koniu-
gatu, przykrywano plyike i ponownie inlkubowano
w 37°C przez 1 godzine. Dolki oprozniano i plukano
trzykrotnie po 0,2 ml rozfworu Tween 20. W koficu
do kazdego dotka dodawano po 0,1 ml roziworu
substratu i inkubowano plytke w wilgotne]j komqrze
o temp. pokojowej (+15 do 25°C) przez 1—2 godziny.
Reakeje enzymatyczng zalrzymywano dodaniem 0,05
ml 4 N NaOH.

Wyniki testu ELISA odczytywano ‘na podstawie
oceny wizualnej. Jako surowice dodatnie przyjmowano
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takie, dla ktorych intensywnoéé zélego zabarwienia
byla co najmniej taka sama, jak dla surowic stan-
dardowych dodatnich w rozeienczeniu zgodnym z ich
mianem. Jako surowice ujemne uznawano takie, gdy
dotki w $wietle przechodzacym byly bezbarwne tj. ta-
kie same, jak dla surowicy standardowej ujemnej
i prébek odczynnikowych.

4. Odczynniki do wykonania testu ELISA

1. Bufor do oplaszczania plytek; PBS handlowy (Bio-
med Lublin).

2. Bufor do plukania: 0,05% Tween 20 w wodzie de-
stylowanej lub w PBS.

3. Bufor ELISA: 0,01 M bufor fosforanowy o pH 7,2
zawierajagey 0,6 M NaCl, 0,05% Tween 20, 4% su-
rowicy konskiej.

4, Bufor substratowy: 1 M bufor dwuetanoloaminy
o pH 98 1 mM MgCl, zawierajacy 1 mg/ml
p-nitrofenylofosforanu.

5. 4 N NaOH.

5. Material badawczy

a) surowice standardowe bydlece:

— surowica dodatnia nr 2 wykazujaca w badaniach
przeprowadzonych przez dr J. M. Miller z Ames,
Yowa, USA, miana 1:57000 w metodzie radioim-
munologicznej. Surowica ta pochodzila od krowy,
u ktérej klinicznie i serologicznie stwierdzono
EBB, a na sekeji jej guzowata postac.

— surowica ujemna byla zbiorowag prébka surowic
pobranych od kréw ze stada calkowicie 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 bydlecych wybranych losowo z gospo-
darstw hodowlanych,

¢) 7 surowic bydlecych z gospodarstwa o wysokim

stopniu zakazenia hialaczks,

70 surowic owczych od zwierzat zakazZonych do-
$wiadczalnie wirusem EBB oraz 10 od zwierzat
kontrolnych.

Nadto od zwierzat wymienionych w punkcie ¢ po-

hrano 7 nribek mileka.

d

—

Wyniki i omowienie

Antygen ELISA produkeji wlasnej, podobnie
jak antygen handlowy z zestawu Enzygnost,
wykazywaly w te§cie immunodyfuzji pojedyn-
cze linie precypitacyjne z surowicami dodatni-
mi oraz brak precypitacji z surowicami ujem-
nymi. W tescie ELISA surowice dodatnie da-
waly wyraznie z6lte zabarwienie dolkéw, pod-
czas gdy dolki z surowicami ujemnymi pozo-
stawaly bezbarwne. W doswiadczalnym zaka-
zeniu cielat wirusem EBB obserwowano przy-
rost miana swoistych przeciweial oznaczonych
testem ELISA. Po dwobch tygodniach od zaka-
%enia cielgt miano przeciwecial w surowicy wy-
nosito 1:32, a po trzech miesigcach wzrosto do
1:512. Mozna wiec uznaé, ze tak skontrolowany
antygen nadaje sie do wykrywania przeciw-
cial wirusa EBB w surowicv. W nielicznych
jak dotad pracach opisujacych nreparacie antv-
genu wirusa EBB do testu ELISA kontrole jegn
immunoaktywnosci wykonywano takze testami
AGID i ELISA (9, 11, 15).

W tab. 1 zestawiono wyniki uzyskane przy
ustalaniu optymalnego rozeieficzenia antygenu
i koniukaty. Najkorzystniejsze dla tej serii an-
tvaenu bylo rozcienczenie 1:200, a dla koniu-
gatu 1:1000. W takich rozcieficzeniach reagen-

118

Tab. 1. Okredlenie optymalnego stezenia antygenu i

koniugaty dla oznaczania przeciweial w surowicach
standardowych
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Tab. 2. Poréwnanie oznaczenn ELISA i AGID
surowicach bydlecych

w 220

ELISA AGID Liczba surowic
- + 10 )
- * 2
* - 35
= - 773
Hyneki Tgoane /83 (83%
E’gmtc nieEgoane 37 ?/7 9:::

tow uzyskano najsilniejsze natezenie 2z6ltego
zabarwienia doltkéw surcwic dodatnich, nato-
miast dolki z surowicg ujemns pozostawaty
bezbarwne. Na podstawie otrzymanych wyni-
kow mozna przyjaé, ze dla rozcienczen anty-
genu 1:50, 1:100, 1:400, 1:800 i odpowiadaja-
cym im rozcienczeniom koniugatu 1:500 1:2000
uzyskano by rowniez zadowalajace wyniki.

Ustalajac optymalne robocze rozcienczenie
antygenu kontrolowano jednoczesnie surowice
standardowe wlasne i handlowe. Dodatnia su-
rowica Behring dawata miano zgodne z dekla-
racjg firmowa tj. 1:512, natomiast dla surowicy
wlasnej nr 2 uzyskano miano 1:31 000. Swiad-
czy to o wysokie] czulosci metody ELISA, gdy
porownamy jg z testem AGID, w ktérym dla
surowicy nr 2 uzyskiwano miano 1:128. Przy-
klad ten potwierdza spotykang w literaturze
opinig, zZe metoda ELISA jest czulsza od AGID
okolo 100—1000-krotnie (3, 10). Dzieki tak wy-
sokiej czulosci nadaje sie ona do bardzo wezes-
nego wykrywania przeciwcial nawet 12 tygodni
wczesniej niz test AGID (3).

Wyniki badania metodami ELISA i AGID
220 surowic bydlecych z terenu wojewodztwa
L zestawiono w tab. 2. Ogélem uzyskano 183
wyniki zgodne, z czego 10 surowic bylo dodat-
nich, a 173 ujemne. Wyniki niezgodne stano-
wity 17% probek, z czego tylko dwie surowice
ujemne w metodzie ELISA byly dodatnie w te-
scie AGID. Natomiast 35 surowic ujemnych
w AGID okazalo sie dodatnimi w bardzo czu-
lej metodzie ELISA. Fakt ten ma duze zna-
czenie praktyczne. Po pierwsze rzeczywista
ilos¢ wynikéw niezgodnych jest z pewnoscig
niewielka i nie przekracza kilku procent bada-
nych surowic. Po drugie stawierdzenie w sta-
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Tab. 3. Porownanie oznaczen ELISA 1 AGID w 84
surowicach owczych

EFLISA AGID Liczba suroewic
+ + 49
= + t
+ - 23
= - 1!
::yn{k;‘ zgod'ne 60 (71%)
yritki miezgodne 24 (29%)

Tab. 4. Oznaczanie przeciwcial dla wirusa EBB w su-
rowicy, mleku i serwatce bydla

ELISA - icane AGID
Surowica | mileko \ermadks|surowica | mieko |serwacka

256 128 728 + + -
1024 &4 64 + = =
256 728 128 # - -

64 é 8 * - =

16 2 2 - = =

32 4 2 + - ul

16 2 z e e -

dzie liczacym 220 krow 45 zwierzat zamiast
10 reagujacych dodatnio umozliwia wezesniej-
sza ich izolacje. Spotykane w piSmiennictwie
poréwnania wynikéw badania surowic bydle-
cych AGID i ELISA okre§laja zgodnosé metod
na okoto 95% (11, 15).

W tab. 3 przedstawiono wyniki badania su-
rowic owiec doswiadezalnie zakazonvch wiru-
sem EBB. Uzyskano 71% wynikéow zgodnych,
z czego 49 surowic bylo dodatnich, a 11 ujem-
nych. Natomiast 23 surowice ujemne w tescie
AGID okazaly sie dodatnie w bardzo czulej
metodzie ELISA.

Metode ELISA zastosowano do badania pro-
bek surowicy, mleka i serwatki pochodzacych
od kréw ze stada o wysokim stopniu zakaze-
nia bialaczka. Wyniki badania zastosowano w
tab. 4. We wszystkich surowicach stwierdzono
ohecno$é specyficznych przeciwcial w zakresie
miana 1:32 do 1:1024. Réwniez we wszystkich
probkach mleka i serwatki stwierdzono specy-
ficzne przeciwciala, lecz o znacznie nizszych
mianach 1:2 do 1:128. W tescie AGID tylko
jedna probka mleka byla dodatnia, natomiast
pozostate probki mleka i serwatki byly ujem-
ne. Przyklad ten jest kolejnym dowodem po-
twierdzajacym duzg przydatnosé metody ELI-
SA w diagnostyce serologicznej EBB. Metoda
ta ze wzgledu na wysoka czulosé i specyficz-
noéé uwazana jest, obok metody radiocimmuno-
logicznej, jako metoda odwolaweza w przypad-
kach spornych (3, 9, 11, 13).

Opracowanie metody ELISA w oparciu o
wlasne preparaty diagnostyczne: antygen, su-
rowice standardowe, przeciwbydlece gamma-
globuliny znakowane enzymem, bylo bhardzo
waznym zadaniem w programie zwalczania
EBB. Zacheta do stosowania tej metody sg ko-
rzyfei prakiyczne w diagnostyce serologicznej,
a wiec wysoka czulo§é, powtarzalnos¢ i zado-
walajgca swoistose,

Wprowadzenie metody ELISA w szerszym
zakresie bedzie mozliwe wtedy, kiedy labora-
toria diagnostyczne beda zaopatrywane w go-
towe zestawy. Przygotowanie odpowiedniego
antygenu i koniugatu moze stwarzaé trudnosei
w laboratoriach, ktére nie dysponuja doswiad-
czeniem i sprzetem niezbednym w badaniach
hiochemicznyeh lub immunochemicznych.
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Cren ., T'pvianber-10cuxo f., I'pvenbex M. — Oupe-
XeNeHye ARTMTEN TPOTHB BUDYEA IHI0OTHUCCKOTO Jei-
K032 KYDOHOTD poraroro cxora tecrom ELISA

B ooucauHoM TECTe NMPMMEeHHaIIN peareHTsl, MUITOTOB~
qeuntie B Ornene Buoxmmnyu Berepuuaproro Unetu-
Tyra B Tlymarax. AxTuren Bypyca M3 KITETOYHOM NU-
oy FLE-BLV ¥ owMmamy TeXHUEOH yILTPRUeHTPU-
dvrupopanus. Kpomudsy MUMMYHOTJIOBYIUHBI TIPOTUB
T2(3 KDVITHOTO DPOTATOTO CKOT2 KOHBIOTUPOBANU €O ITe-
nougott doocchaTazo mpu TOMOIIM TNIIOTARPOBOTO aylb-
nernzga. BeTynuTeNABHEIE ONMPENesenys aHTUTend B ChI-
ROPOTKAX KPVIIHOTO POTATOrD CKOTA ¥ OBeH, a TOXE
B MOJIOKE KODOB, CBUReTenLeTBVIOT o Gomnuront =ve-
CTRUTENBHOCTH. M YIOBNETBOPUTENLHON ciemuthuaHo-
et crera. TTo CpaBHOMBID ¢ TerToM MMMYHOMMthd V3K
rect ELISA smameres oxono 100 pa3 fomee 4vBCTBU-
TeNLUBIM, A B JEUEOZHOM CTaje KOHCTATUDORAIHM GOJNb-
ree  YMCNO MOJOSKUTENLHO PEeAaruovImnUInX >KUBOT-
aqurx. TIoy pmermonbzoranun Tecta ELISA mokasanocs
BO3MOHELIM OTpefesenye aHTUTen B MOJIOKe KODOB,
vorg BoABRUTMHCTRO THoH DEarrpoBayio OTPUNATENBHO
© uMMVHEOIUDMY3IUN.

Stec J., Grundboeck-Juéko J.. Grundboeck M. — De-
tection of antibodies to bovine leukemia virns (BLV)
bv enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

The deseribed mathod has been nerformed using the
di+nostic reagents prevared at the Veterinary Tnsti-
tute in Pulawv. The BLV anigen was abtained from
FLE-BLY cell line and then purified by ultracentri-
fuce technimue. Rabbit antv-bovine TeG were conju-
sated to alkaline phosphatase with glutaraldehvde.
Preliminary examination of bovine and sheepn sera.
as well as cow milk indicated to good sensitivity and
satisfactory specifity of the method. The assav was
compared with agar-gel immunodiffusion (AGTD) and
it was shown. that ELISA was approximately 100
fold more sensitive. In the herd affected with leuke-
mia. n higher number of positive animals has heen
found usins BLISA. Tt was also possible to find RLY
antibodies in cow milk, even in some samples show-
ing negative reaction in AGID test.
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