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Ocena testu ELISA do wykrywania
przeciwcial dla wirusa BHV 1

Zaklad Wirusologii Paristwowego Instytutu Weterynaryjnego, Al. Partyzantéw 57, 24-100 Pulawy

Summary

Evaluation of the ELISA test for the detection of an-
tibodies against BHV 1 virus

The aim of the study was to evaluate the ELISA
(Rhéne Mérieux) test for the detection of antibodies
against BHV 1 virus. The SN test was used as a
control one. One hundred and forty four sera from
two farms were tested. Twenty four (33.8%) positive
sera in the ELISA and only 17 (23.9 %) in the classical
SN test (serum dilution 1:2, 37 °C/1h) were found in
animals from farm B which contained 71 cows. The
results of ELISA and classical SN tests were consistent
in 70.8%. A complete agreement (100%) of results
between ELISA and SN tests were noted by use of
the SN test in Bitsch’s modification (24 hrs incubation
at room temperature). In addition, it was found that
the highter titer in the SN test, the higher OD values
in the ELISA test were observed (correlation coeffi-
cient r = 0.9551).

Diagnostyka serologiczna ma istotne znaczenie
dla oceny sytuacji epizootycznej oraz jest podstawa
w programach zwalczania zakazed wirusem BHV 1.
Coraz czg¢Sciej przy obrocie bydla, szczegblnie przy
eksporcie, wymagana jest deklaracja, ze zwierzg
jest wolne od zakazenia wirusem BHV 1. Réwniez
nasienie uzywane do inseminacji kréw nie powinno
zawiera¢ wirusa BHV 1. Obecno$¢ przeciwcial po-
twierdza, ze zwierze zetknelo sie z wirusem, moze
zatem by¢ zakazone latentnie 1 moze byc¢ siewca
wirusa. Powszechnie stosowanymi i uznanymi tes-
tami serologicznymi sa test neutralizacji wirusa (SN)
1 test ELISA. Jednakze, w piSmiennictwie dotycza-
cym wirusa BHV 1 wystepuja doniesienia stwier-
dzajace, ze klasyczny test SN nie jest wystarczajgco
czuly, przez co moze dawaé wyniki fatszywie ujem-
ne (1, 2, 3, 4). Sytuacja taka moze wystapi¢ u
zwierzat latentnie zakazonych, u ktérych nie doszto
do reaktywacji zakazenia przez dhuzszy okres, przez
co poziom przeciwcial jest bardzo niski. Dodatkowo
wykonanie testu SN jest czasochlonne i wymaga
prowadzenia hodowli komérkowej. Z kolei test ELISA,
aby byl testem czutym i wiarygodnym, musi by¢
dobrze opracowany i wlasciwie wykonany.

Celem pracy byla ocena testu ELISA firmy Rhone
Meérieux do wykrywania przeciwciat dla wirusaBHV 1.
Jako test odniesienia zastosowano test SN.

Material i metody

Surowice. Do badan uzyto 144 surowice pobrane od
kréw z 2 gospodarstw rolnych.

Test ELISA. W badaniach uzyto gotowych zestawéw
ELISA oferowanych przez firm¢ Rhone Mérieux. Test
wykonywano $ci§le wg zalecen producenta. Pomiaru ge-
sto$ci optycznej (OD) dokonywano przy uzyciu spektro-
fotometru (MCC/340 Labsystems Multiskan) przy dlugo-
Sci fali 450 nm.

Klasyczny odezyn seroneutralizacji (SN) — wykonywa-
no metoda beta w 96-dotkowych ptytkach (Costar) z pta-
skim dnem. Badane surowice inaktywowano w temp.
56°C przez 30 min. Nast¢pnie wykonywano rozcieficze-
nie 1:2 przeznaczajac po 3 doki na kazda surowicg. Do
50 pl badanej surowicy w rozcieficzeniu 1:2 dodawano
50 pl zawiesiny wirusa IPV 468 zawierajacej dawke 100
TCIDs50. Mieszanine wirus/surowica wstrzasano 1 inku-
bowano 1 godz. w temp. 37°C, w 4% CO2. Po tym czasie
dodawano 100 pl zawiesiny komérek linii cigglte] MDBK
o koncentracji 10~ komérek/ml. Wynik odczytywano po
3-5 dniach inkubacji w temp. 37°C, w 4% CO2. Na ptytce
umieszczano takze kontrole wirusa, kontrole komoérek
oraz kontrole znanej, dodatniej surowicy.

Odczyn neutralizacji wg Bitscha — wykonywano iden-
tycznie jak klasyczny SN stosujac surowice nierozcien-
czona i wydhuzajac okres inkubacji mieszaniny wirus/su-
rowica do 24 godz. w temp. pokojowe;j.

Wyniki i omdéwienie

Wyniki badari serologicznych uzyskane w tescie
ELISA i w klasycznym SN z surowicami rozcie-
czonymi 1:2 przedstawiono w tab. 1. W gospodar-
stwie B liczacym 71 kréow stwierdzono w teScie
ELISA 24 dodatnie surowice, a tylko 17 z nich
reagowato dodatnio w klasycznym SN. Odsetek su-
rowic dodatnich w teScie ELISA stanowit wiec
33,8% podczas gdy w klasycznym SN jedynie
23,9%. Poréwnujac liczb¢ dodatnich wynikéw w
teScie ELISA z liczba dodatnich wynikéw klasycz-
nego SN stwierdzono zgodno$¢ pomigdzy oboma
testami na poziomie 70,8%.

W przypadku gospodarstwa A wszystkie przeba-
dane surowice byty ujemne w obu testach.

Surowice dodatnie w tescie ELISA, a ujemne w
klasycznym SN (rozcieficzenie surowicy 1:2, okres
inkubacji 1 godz./37°C) poddano weryfikacji w kla-
sycznym SN uzywajac surowic nierozcieficzonych
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Tab. 1. Wyniki badan serologicznych w teScie ELISA i w klasycznym SN (1h/37°C, rozcieficzenie surowicy 1:2)

| ELISA SN o
Liczb - . e e — Zgodnosé¢ wynikow
| 1CZDa I
Gospodarstwo | oD dodatni | ujemny dodatni | ujemny testu SN w((y)bec ELISA
— = — (/]
‘ ’ liczha (%) liczba (%)
A ! 73 ' 0 ‘ 73 (100 0 73 (100) 100
B | 71 24 (33,8) ‘ 47 (66,2) 17 (23,9 | 54 (76,1) | 70.8
! |

i w tescie SN wg Bitscha uzywajac surowic nie-
rozcieficzonych 1 stosujac 24- godzinny okres inku-
bacji w temperaturze pokojowe i. Ogétem weryfikacji
poddano 7 surowic. Wyniki 1\ch badafi przedsta-
wiono w tab. 2. Dla 5 surowic wykazujacych naj-
wyzsze wartoSci gestosci optycznej (OD 0,787
+ 0,259) uzyskano dodatni wynik w SN juz po 1
godz. inkubacji wirusa z surowica nierozcienczong
(prébki nr 24, 26, 39, 49, 67). Jedynie surowice nr
3 i 19, dodatnie w tescie ELISA, pozostaty nadal
ujemne w klasycznym teScie SN. Surowice te po-
siadaty niskie wartosci gestosci optycznej odpowied-
nio 0,300 i 0,438 w tescie ELISA. Dopiero test
neutralizacji wg Bitscha (surowica nierozciericzona,
wirus 100 TCIDsg, 24 godz. okres neutralizacji w
temp. pokojowej) wykazat obecnos¢ przeciwciat dla
wirusa BHV 1 w surowicach nr 3 1 19. Stosujac
zatem test neutralizacji w modyfikacji Bitscha uzy-
skano zgodno$é wynikéw testéw ELISA 1 SN na
poziomie 100% przy badaniu surowic zawierajacych
przeciwciata dla wirusa BHV 1. Réwniez 100%
zgodnos$é wynikéw testu ELISA i testu SN uzyskano
podczas badania surowic nie zawierajacych prze-
ciwcial dla wirusa BHV 1.

Interesujace wyniki uzyskano poréwnujac miano
SN i warto$ci OD w tescie ELISA dla surowic
dodatnich. Wyniki te przedstawiono w tab. 3. Na

Tab. 2. Weryfikacja dodatnich wynikéw testu ELISA
wobec klasycznego (1 godz./37°C) i wg Bitscha (24 godz./20°C)
testu SN z surowica nierozciericzong

) ) SN (1 godz./37°C; | 5N (24 godz/20°C;
Nr OD | sur. nierozcieficzona) | sur. nierozcieficzona)
surowicy | ELISA | — —— o -
dodatni ujemny | dodatini | ujemny
3 0.300 ¥
19 0,438 — +
24 1.075 + [
e - e |
26 0,842 +
39 0,387 4
49 1,028 +
67 0.603 + l

podstawie danych tych zaobserwowano prawidlo-
wo$é, Ze im wyzsze miano p:auwum w tescie SN
tym wyzsza wartos¢ OD w tescie ELISA przy ma-
lejacej wartosci odchylenia standardowego. Wsp6l-
u.vuml\ korelacji pomi¢dzy wartoscig miana w tescie
SN wyrazona |ukr logarytm odwrotnosci rozcien-
czenia oraz warto$cia OD testu ELISA byl wysoki
—r = 0,9551. Potw1erdza to sugesti¢, ze zgodnos§¢
wymkow testu ELISA i klasycznego testu SN zbliza
sie do wartosci 100% przy badaniu surowic zawie-
rajacych przeciwciata dla wirusa BHV 1 o wysokich
mianach.

Tab. 3. Poréwnanie mian SN
i warto$ci OD surowic dodatnich w teScie ELISA

Miane SN log OD 450 nm

0.3010 0.547

1,038 0,546

0.6021

00,0031 1,132 +£0,369

1.2041 1,288 £0,210

1,5051 1,477+ 0,185

1,250 £ 0,053

r=10,9551

Uzyskane wyniki sg zgodne z danymi piSmien-
nictwa (1, 2, 3, 5, 7, 10, 11). Bitsch (1, 2, 3)
wykazal, ze test SN, w ktérym mieszanina wirus/su-
rowica inkubowana byta przez 24 godz. byt testem
czulszym od klasycznego (czas inkubacji | godz./37°C)
testu SN. Réwniez Cho i Bohac (5) oraz Deregt i
wsp. (7) wykazali, ze wydtuzenie okresu inkubacji
mieszaniny reakcyjnej do 24 godz. spowodowato
podwyzszenie czutosci testu SN. Ponadto autorzy
ci stwierdzili, ze dodatek dopetniacza do mieszaniny
wirus/surowica powodowat dodatkowy wzrost czu-
tosci testu SN. Z kolei badania jakie przeprowadzili
Potgicter oraz Rossi i Kiessel dostarczyly informacji
o zaleznosci pomigdzy klasa immunoglobulin, obec-
nosciag dopelniacza, a efektywnoscia neutralizacji
wirusa. Pierwszy z wymienionych autoréw wykazat,
ze proces neutralizacji wirusa BHV 1 przez prze-
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ciwciata klasy IgM zalezny byt od obecnosci do-
pelniacza, podczas gdy zaleznoSci takiej nie obser-
wowal w przypadku przeciwcial klasy IgG (10).
Rossi 1 Kiessel (11) stwierdzili, ze zar6wno prze-
ciwciata klasy IgM jak IgG, produkowane bezpo-
Srednio po zakazeniu wirusem BHV 1, wymagatly
do neutralizacji wirusa obecnoSci dopetniacza, przy
czym zalezno$¢ ta byla silniej wyrazona w przypadku
przeciwcial klasy IgM. Collins i wsp. (6) poréwnujac
3 testy serologiczne (test seroneutralizacji, wigzania
dopelniacza, ELISA) oceniali ich przydatno$é¢ do
okreSlenia miana przeciwciat oraz czasu pojawienia
si¢ pierwszych przeciwcial u zwierzat zakazonych
doswiadczalnie. Autorzy stwierdzili, ze test ELISA
byt testem czulszym od testéw OWD i SN, a ponadto
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wykrywatl swoiste przeciwciala wczesniej niz po-
zostate testy.
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Wplyw doustnie podanego chlorku wapnia
na stezenie wapnia w surowicy krow
po wycieleniu

Zak}ad Chord6b Bydla i Owiec Paristwowego Instytutu Weterynaryjnego, Al. Partyzantéw 57, 24-100 Putawy

Summary

Effect of calcium chloride applied orally on the se-
rum level of calcium in cows after calving

The aim of the studies was to evaluate the effect
of calcium chloride in water-oil emulsion on the serum
level of calcium and other mineral elements in cows
during the first 48 h after calving. The experiments
were done on 12 conventionally fed multiparous dairy
cows, 4-8 years old. The animals were divided into
two equal groups (experimental and control). No later
than 30 min. after calving, the cows from the expe-
rimental group received 139 g of CaCl; (50 g Ca) in
a water-oil emulsion orally but controls received a
water-oil emulsion only. Blood serum concentrations
of Ca, inorganic P, Mg, CI, Na and K were determined
just before calving and then after 5, 10, 15, 30 min.
and 1, 6, 24 and 48 h,

It was determined that after calving the serum
calcium content may quickly increase after an oral
administration of calcium chloride in a water-oil
emulsion. This increase level of calcium persisted at
least for 6 h. For the cifective prevention of hypo-
calcemia it is necessary to repeat the dose of the
solution after 12 h. No effect of calcium chloride
administration on other mineral elements was noted.
The observations enable the introduction of the pre-
paration for veterinary use and hence for large —
— scale production.

Jedna z czesto wystepujacych choréb metabo-
licznych u kréw mlecznych jest porazenie poporo-
dowe. Schorzenie to spowodowane jest hipokalce-
mig, ktéra wynika z zaburzenia réwnowagi miedzy
naglym duzym zapotrzebowaniem na wapn, zwia-
zanym z porodem 1 rozpoczeciem laktacji, a niewy-
starczajaca na pokrycie tych wymagan absorpcja z
jelit 1 resorpcja z kosci.

Dotychczas stosowane leczenie kréw chorych na
porazenie poporodowe za pomoca dozylnej iniekcji
roztworéw wapnia jest ktopotliwe i kosztowne ze
wzgledu na czgsta potrzebg ponownego Iub nawet
kilkakrotnego ich podawania przez lekarza wet. (4,
16). Dlatego tez w ostatnich latach wzrasta zain-
teresowanie doustnymi preparatami, ktére uzupet-
niatyby niedobory wapnia w okresie najwickszego
zapotrzebowania oraz bylyby dobrze tolerowane
przez krowy i wygodne do stosowania przez ho-
dowcow (13). Na podstawie dokonanych obserwacji
stwierdzono, ze chlorek wapnia w zelu lub emulsji
wodno-olejowej, podawany kilkakrotnie doustnie
krowom w okresie okotoporodowym, zmniejsza
istotnie ich zachorowalno$¢ na porazenie poporo-
dowe, a takze wspomaga dozylne leczenie zwierzat
chorych i zapobiega nawrotom (3, 7, 11, 14, 15).
Stosowanie chlorku wapnia w emulsji wodno-ole-
jowej jest bardziej bezpieczne, bowiem jak wyka-



