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JERZY KITA, BOHDAN KOWALSKI, JERZY BIENKOWSKI

Mozliwosé uwolnienia stada od enzootycznej bialaczki bydta metoda

izolacji przy zastosowaniu testu immunodyfuzji w zelu agarowym

Katedra Epizootiologii Wydzialu Weterynaryjnego SGGW-AR,
ul. Grochowska 272, 03-849 Warszawa

Wprowadzenie testéw serologicznych do diag-
nostyki enzootycznej biataczki bydia (EBB) da-
tuje sie od wyizolowania wirusa przez Miller i
wsp. w 1969 r. (6). Po opracowaniu testu im-
munodyfuzji (ID) podjeto badania nad zwal-
czaniem choroby (8). Pierwsze prace z tego za-
kresu pojawily sie juz po kilku latach (5, 9,
10).

Préby uzdrawiania stad bydla podejmowane
byly w wielu krajach. Stosowano rézne metody
diagnostyki i rézne rozwigzania epizootiologicz-
ne, poczgwszy od wybijania dodatnio reagujg-
cych zwierzat, przez izolacje i odchéw cielat
serologicznie ujemnych (1, 2, 7).

Celem pracy byla préba uwolnienia od EBB,
metody izolacji, jednego z trzech stad w obre-
bie jednego gospodarstwa. Gospodarstwo to na
podstawie badania hematologicznego uznane by-
to jako wolne od EBB.

Materiat i metody

Badaniem objeto gospodarstwo Gryzyna, nalezace
do Stadniny Koni Racot, posiadajgce trzy stada krow
zarodowych, ktére pozostajg w pelnym cyklu produk-
cyinym.

Do programu uzdrawiania wybrano stado III z obsa-
da wynoszaca w okresie obserwacji od 79 do 83
kréw. Budynek obory tradycyjny. Stado I z obsada
80—83 krow przebywalo réwniez w oborze tradycyi-

nej. Stado II liczylo 81 kréw, ktére przebywaly w
budynku typu fermowego (obora bezscidtkowa, wolno-
stanowiskowa), Krowy z poszczegbdlnych stad kontak-
towaly sie przez wspb6lng porodéwke oraz sezonowo
na pastwisku.

Badania diagnostyczne rozpoczeto w 1981 r. Wyko-
nywano je metoda immunodyfuzji w zelu agarowym
przy uzyciu antygenu przygotowanego we wiasnym za-
kresie oraz antygendow Pitman-Moora i Hoechsta jako
kontrolnych.

Antygen przygotowywano w skali laboratoryjnej w
oparciu o hodowle kombérkowa linii statej FLK zaka-
zonej persistentnie wirusemm EBB oraz metoda opisa-
hg przez Miller i Van der Maaten (4). Antygen kaz-
dorazowo sprawdzano z surowicg i antygenem stan-
dardowym.

W XVI badaniu, czyli w pigtym roku realizacji
programu, wyniki testu immunodyfuzji (TIMD) zo-
staly poddane badaniu kontrolnemu w tescie ELISA.

W ciggu pierwszych 2 lat realizacji programu bada-
nia wykonywano co 6 miesiecy. Eliminacje kréw ze
stada III rozpoczeto dopiero po dwdch badaniach se-
rologicznych, a polegata ona ma przenoszeniu zwierzat
reagujacych dodatnio do jednego z dwu pozostatych
stad w gospodarstwie. Na ich miejsce wprowadzano
jatowki pochodzace z tego samego zespolu gospo-
darstw, u ktérych 2—3-krotne badania serologiczne da-
waly wyniki ujemne. W latach 1983—1985 w zalez-
noéci od sytuacii enzootycznej hadania serologiczne
zwierzat stada TII wykonywano co 2—4 miesigce.

W trakcie badan analizowano dynamike zakazenia
wirusem EBB w tym stadzie oraz przyczyny elimina-
cji krow z podzialem na hodowlane i bedace wyni-
kiem zakazenia wirusem EBB.
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Tab. 1. Wyniki I i XXII badania serologicznego kréw w stadzie III gospodarstwa G z uwzglednieniem
wieku zwierzat

Badania I Sadanie XX!
Wiek liczba procent wynik® wyniksiabo wynik= licuoa wynik=
(lat)  Krow (%) oodoimill) (%)  krow (%)
1-2 4 54 = - 400 47 24,6
3-4 30 37,9 40,0 - 86,7 20 29.0
5-6 27 342 260 33 7u4 23 33,4
7-8§ g 444 668 = 333 5 92
9 ~40 q 8,9 74,4 i 28,6 4 5,8
pow.40 2 2.5 50,0 — 50,0 - -
Razem 79 4100 278 1.3 70,9 69 _ A0

Wyniki i omdéwienie

Wyniki I { XXII badania serologicznego
przedstawia tab. 1. Sposréd 79 kréw dodatnio
reagowalo 27,8%, a stabo dodatmic 1,3%, co
tgeznie stanowi 29,1%. Biorac pod uwage struk-
ture wieku stada w badaniu I najliczniej byty
reprezentowane krowy w wieku 3—4 i 5—5
lat. Najwyzszy procent zakazenia wirusem EBB
wystepowal w grupach wiekowych 7—8 lat
(66,7%) i 9—10 lat (71,4%). Wzrost wskaznika
zakazen u krow w wieku powyzej 4 lat wyka-
zali w swoich badaniach takze Kaja i wsp. (3)
oraz Kita i wsp. (4).

% dodatnich wynikow

L0~

30+

nt .

N

b

Ksztaltowanie sie dynamiki zakazenia w ok-
resie pigeioletnich badan przedstawia ryc. 1.
Poniewaz przebieg uzdrawiania stada moze by¢
nomocny w projektowaniu analogicznych pro-
graméw w innych gospodarstwach, postanowio-
ne przedstawié go nieco szerzej.

W II badaniu wyraznie wzrésl procent krow
reagujacych dodatnio (42,3%), co zwigzane by-
'o z tym, Ze dotychczas nie usuwano ze stada
krow zakazonych. Fakt ten pomdg! jednak w
uruchomieniu programu uzdrawiania, ktorego
roczne opbznienie bylo z epizootiologicznego
punktu widzenia wysoce niekorzystne.

W 111 badaniu, po eliminacji krow serologicz-
nie dodatnich, procent zakazenia obnizy? sie do
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Ryc. 1. Wyniki badan serologicznych w kierunku enzootycznej bialaczki bydla (EBB) w stadzie uzdra-
wianym
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poziomu I badania. Wyraznie mmiejszg liczbe
krow zakazonych wirusem EBB w stadzie od-
notowano dopiero po IV badaniu serologicznym
(9,6%). W 1983 r. zwiekszono czestotliwosé ba-
dan: procent zakazenia w badaniu V wyniasi
7,4%, zas w VI — 2,5%,

Badanie VII pozwolilo odnotowaé w tescie
ID 8 krow reagujacych dodatnio (w tym 5 sla-
bo dodatnio). Zwierzeta te uprzednio reagowa-
ty ujemnie. W tej grupie znalazly sie dwie sztu-
ki reagujace ujemnie od I badania, cztery od
IIT badania i dwie od V badania. Wiek krow
wahat sie od 3 do 8 lat. Ze stada wyeliminowa-
no jedynie trzy krowy, pie¢ pozostawiono ze
wzgleddw hodowlanych.

W VIII badaniu wszystkie krowy reagowaly
ujemnie, a wige zwierzgta poprzednio reagujace
slabo dodatnio obecnie dawaly odezyny ujem-
ne, Okresowe zanikanie przeciwcial poza okre-
sem okoloporodowym nie jest dostatecznie wy-
jasnione. Fakt ten moze utrudniaé¢ lub znacznie
przedluza¢ okres uzdrawiania stada.

W IX badaniu cztery sztuki sposéréd reagu-
jacych w VII badaniu stabo dodatnio zareago-
waly dodatnio; w przypadku jednej krowy wy-
nik ten utrzymal sie do X hadania.

Po uplywie 6 miesiecy w XI badaniu odnoto-
wano brak seroreagentéw dodatnich. Badanie
XII i XIII wykryto po jednej dodatnio reagu-
jacej sztuce.

Badanie XIV — ponowny brak reakeji do-
datnich. Badanie XV — cztery sztuki reaguja-
ce, w tym jedna slabo dodatnio. Poniewaz byt
to sezon pastwiskowy, krowy zakazone EBB nie
zostaly wyeliminowane.

W badaniu XVI procent zakazenia wynidst
6,2 (5 sztuk). W tym momencie pojawila sie
grozba przerwania programu uzdrawiania. W
tej sytuacji wyniki testu ID zweryfikowano
testem ELISA. Badaniu poddano surowice wszy-
stkich kréw reagujacych ujemnie w teécie 1D,
a program zwalczania EBB nadal kontynuowa-
no. Wynik testu ELISA potwierdzil wszystkie
reagujace ujemnie zwierzeta w TIMD. W bada-
niu XVII dodatnio zareagowala jatéwka wpro-
wadzona do stada po XIII badaniu, dotychezas
trzykrotnie reagujgca ujemnie. Badanie XVIII
nie wykazalo obecno$ci seroreagentow dodat-
nich w uzdrawianym stadzie, jednak w XIX i
XX badaniu ponownie stwierdza sie po jednym
zakazonym zwierzeciu. Dopiero w kolejnych ba-
daniach XXI i XXII nie wykryto zwierzat rea-
gujacych dodatnio.

W okresie piecioletnich badan utrzymano
strukture wieku badanego stada; nadal najlicz-
niej reprezentowane sg krowy w wieku 3—4
lata (33,8%) oraz 5—6 lat (41,5%). Procent kréw
wyeliminowanych w okresie 5 lat przedstawia
tab. 2. Najwyzszy procent odnotowano pomie-
dzy I a V badaniem. Przyczyna eliminacji zwie-
rzat byly zaréwno wzgledy produkeyjno-ho-
dowlane, jak i usuwanie zwierzat w ramach
programu uwalniania stada od EBB.

Tab. 2. Procent kréw wyeliminowanych w kolejnych
badaniach w trakcie uzdrawiania stada

Ne Procant wyeliminowanych zwisrzat

badania ™75 conie dodataich recgentow
i = 7.5 28
i =il 34.6 27,0
- 24,4 19,5
iv=-V 20.5 40,8
V-Vl 9.6 9.6
Vi- Vil 3,7 0
Vii- vill 2,4 3,6
Vil=iX ae 0
IX-X 410.8 0
X=X 20,5 24
X=Xl 7.2 2.4
i - Xlil 0 (4]
X=Xiv 6,0 2.4
Xlv=Xv L,8 Q
XV-XVI 36 0
XVI-XVil 173 6.2
XVi-XYill 8.1 1,3
XVh-XIX T8 0
XX -XX 8,3 1.4
XX=XXi 7.3 4,5
XXi=Xxu 44,6 0

Ogoélem w stadzie IIT obserwacja objeto 234
krowy. W okresie pigcioletnich badar ze wzgle-
déw hodowlanych i dodatnich reakeji z anty-
genem EBB wyeliminowano z niego 157 krow
(67,1%), w tym reagujacych dodatnio — 69
(29,5%). Zwierzeta reagujace dodatnio w tegeie
ID stanowily 43,9% ogélu wyeliminowanych
zwierzat., Z kolei przecigtna eliminacji w in-
nych stadach gospodarstwa obejmuje w przy-
blizeniu 30% kréow rocznie, W przypadku sta-
da uzdrawianego roczna eliminacja objela oko-
lo 39% zwierzat, w tym reagujacych dodatnio
17%. .

Niepowodzenia w toku realizacji programu
uzdrawiania stada, a $ciSlej otrzymywanie
zmiennych wynikéw w kolejnych badaniach
mozna w pewnym stopniu odniesé do wynikow
pracy Mammericka (7), ktory w toku 3-letnich
badan rowniez stwierdzal obecnost nowych, do-
datnich reagentow. Niepowodzenie w uzdra-
wianiu przypisuje on raczej sprawom porzad-
kowym, aniZeli bledom metodycznym. Zwraca
uwage na brak aseptyki przy pobieraniu krwi,
nieprawidlowy identyfikacje i niewlasciwy sy-
stem zwierzat na listach, a takze bledne ozna-
kowanie probek z krwig przeznaczona do ba-
dan serologicznych. Szezegélnie podkresla tez
sprawe przestrzegania rygorow przy eliminacii
wiasciwych zwierzat i wprowadzaniu nowych
do stada objetego programem uzdrawiania.

W przeprowadzonych badaniach napotkano
réwniez na podobne trudnosci, Dla prawidlo-
wego przebiegu zwalezania EBB, zwlaszeza me-
toda izolacji, musi byé¢ w pemi zapewniona i
wlasciwie ustawiona wspolpraca pomiedzy trze-
ma ogniwami — gospodarstwem, lekarzem we-
terynarii odpowiedzialnym za program uzdra-
wiania i laboratorium diagnostyeznym. W ba-
daniach wlasnych duzy wplyw na niepowodze-
nie akcji uzdrawiania mialy: opéznione przeka-
zywanie wynikow 2z laboratorium oraz zbyt
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pozna eliminacja zwierzat po kazdym badaniu
serologicznym.
Wnioski

1. Uzdrawianie stada metoda izolacji jest
mozliwe tylko w gospodarstwach wielkotowa-
rowych posiadajacych kilka stad bydia.

2. W pierwszym okresie uwalniania stada od
BB badania serologiczne nalezy przeprowadzac
co 8 tygodni az do czasu otrzymania u wszyst-
kich zwierzat dwukrotnego wyniku ujemnego;
nastepne badania mozna przeprowadza¢ co 6
miesiecy wzglednie raz w roku w zaleznosci
od sytuacji enzootyeznej w stadzie.

3. Waznym elementem programu uzdrawia-
nia jest szybkie usuwanie ze stada zwierzat
reagujacych dodatnio.

4. Powodzenie w uzdrawianiu zalezy od dob-
rej wspolpracy gospodarstwa, lekarza praktyka
i laboratorium diagnostycznego.
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Kura §., Kosaasckuii C, BenbkoBcKUil E. — Bo3-
MOMKHOCTE 0CBOGOMIZeHMs cTajfa OT SH300TH3ECKOro
JefiKe3a CKGTA METOA0M WICAHUMN NPy IPHMEHSHIA
meTena vmmyHoRuddysun B arapoBoM renie

Ilennb MCCIENOBAHMI COCTOANA B MOMLITKE OCBOOOIK-
Jeuusa CT 9iH300TUYIECKITO neiiko3a cxkora (DJIC) me-

TOAOM M30JAUMM ONHOTO M3 TPEX CTax B Ipeaenax
OfHOTO EDYIIOTOBAHOLO XoSajictma., liccaenosamiisa
OpojoJizanueh 6 Jer M BEIyTed B JaJbHERIIeM.
OCHOBOM M30JALMM KODOB, MHMUIMPOBAHNIBIX BUPYCOM
DJC, ©ObLI NOJOKUTEIHHBIM PE3yabTaT MMMYHOAX-
pdysun B araposoM reje (MJ) wa ocHoBe coOCTBEH-
HOTO AHTMUTEHA IIPM HAYAIbHOM HYACTOTE MCCAeNOBAHMNA
EKazkgole 6 Mec., 3aTeM Kaxpabie 2—4 mec. Jlo mHacto-
AUIET0 BPEeMeHy KOPOBbLI OblIM HONBEPTHYTBL 22 cepo-
JHOTMHECKMM MCCHAeNOBAHMAM IIPYM IIOMOLIM KpuUTepuda
Vi ¥ opHOXPATHONM OLEHKE €er0 pe3unbTaTes KpH-
TepueM ELISA.

ViccenoBaHMa YKas3aJu 1a BO3ZMOXKHOCTL OcBoboX-
nemua cTaga oT DJIC. Ilpy npeaupUHUMAHMN IPCTpaM-
MBI M3JIeUYEHMA CEPOJIOTMYECKNe MCCIeN0BAHUA Clelyer
[pOBONUTh KaXXzhe 8 Hejenb N0 [ONHYeHMA Y BCEX XKiu-
BOTHBIX Z-KPATHOIO OTPUIATENHHA0ro pesyabrara. Cie-
ZVIOLIUE VCC/e(OBAHUA IIPOBOAATCA 2-KPATHO KAXKAbIS
6 Mec. ¢ BO3MOXKHOCTBIO IIepexoja Ha eXerofmnoe
[CCJICAOBAHME B 3aBUCMMOCTH OT SH3COTHIECKOM Ci-
Tvaiuy. BaxHBIM 93JIeMEHTOM NOPCrPaMMbl MU3JIETEHNA
ABJAETCH DBICTPOS yAAJeHMe ¥3 CTaja MOJIGIKUTEIBHBIX
C2POPeareHToB.

Kita J., Kowalski B., Bienikowski J. — Pessibility of
eradication of enzeotic bovine leukosis by the use
of the immunoediffusion test and jsolation of infected
animals

The aim of the work was an attempt to establish
a herd tree from enzootic bovine leukosis (EBL) by
means of serological examinations and isolation of
inflicted animals (the examination concerned one herd
ont of three within the same farm). The study has
been carried out for 5 years. At the first two years
the animals were tested every 6 months and later
on every 2—4 months. During the 5 years programme
the animals were tested 22 times by the use of the
immunodiffusion test and an antigen of own pro-
duction, and once with ELISA test. The observations
point to the possibility to establish a herd free from
EBL. To begin the sanitation programme serological
tests shuld be perform every 8 weeks; two consecutive
examinations with serological negative results beto-
ken that the next examinations may be done every
6 months or even once a year depending on the en-
zootic situation on the farm. An important element
of such sanitation programme consits in the elimi-
nation of the infected animals directly after testing.

FLORENT G. — ELISA do jednorazowego rozpozna-
nia parwowirozy pséw. (Enmzyme — linked immuno-
sorbent assay for single serum diagnosis of canine
parvovirus disease). Vet. Rec. 118, 471—480, 1986 (19)

Ze wzgledu na czasochlonnose, duze koszty i ko-
niecznoéci posiadania dobrze wyposazonych lahora-
toriéw, rozpoznanie chordb wirusowych na podstawie
izolacji i identyfikaeji czynnika etiologicznego Jjest
zastepowane badaniami serologicznymi. W przypad-
ku parwowirozy bardzo przydatny okazal sie odczyn
ELISA. ktory umozliwia zdiagnozowanie ostrej po-
staci choroby na podstawie stwierdzenia obecnosei
swoistych przeciwcial w immunoglobulinie klasy IgM
surowicy, Jako antygen stosowano wirus namnozony
na hodowli komérek nerki psa OCZySzCZOny DrZez
ulirawirowanie w gradiencie sacharozy. W badaniach
stosowano surowice szezenigt w wieku 8 miesigey
zakazonych do jamy nosowej i jamy gebowe]
1050 TCIDs, wirusa wyosobnionego z klinicznie cho-
rych psow. Swoiste przeciwciala pojawialy sie w
immunoglobulinach klasy IgG i IgM juz po 10 dniach
po zakaZeniu, przy czym przeciwciala obecne w kla-
sie IgM zanikaly po 25 dniach po zakazeniu, a
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Przebadano mozliwogé doswiadczalnego przenosze-
nia wirusa bialaczki bydia (BVL) za poérednictwern
krwi od krow chorveh na bialaczke, Jako biorcow
uzvte cieleta w wieku 4—6 tygodni pochodzace ze
stad wolnych od tej choroby przez conajmniej 8 lat.
W grupie I liczacej 4 cieleta krew pobrang od kraw
(10 pl) podano domiesniowo, doZylnie, podskdrnie
wzelednie Srodskérnie, Po 8 tysodniach wszystkie

zwierzeta reagowaly dodatnic w odezynie immunody-
fuzii agarowej. W grupie II ziozonej rowniez z 4 cie-
lat podano cieletom po 01 ml krwi rozcClenczonej

1:100 PBS. Pg 14 tygodniach po iniekeji wszystkie
cieleta reagowaly dodainio w odezynie immunody-
fuzii. Wystapienie zakaZen wirusem bialaczki nawet
po iniekeji krwi rozeieficzonej potwierdza mozliwose
przenoszenia wirusa BLV podezas podawania lekdow
w formie iniekcyinej. .



