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The usefulness of the gamma-interferon test for intravital diagnosis of tuberculosis
in European bison

Abstract: In Poland, cases of bovine tuberculosis in European bison have been so
far reported from Bieszczady in the herd “Goérny San”, from a zoological garden, from the
enclosure in Borecka Forest and from the Breeding Center in Smardzewice. Presently, the
worldwide attempts are focused on implementation into practice tests that in the future could
replace the tuberculin test. Based on scientific background, the European Commission has
issued the Regulation 1226/2002/WE permitting the use of Interferon Gamma Release Assay
in practice as auxiliary test during intravitally diagnosis of bovine tuberculosis. The aim of the
study was to develop a position of the Tuberculosis Reference Laboratory, Department of
Microbiology, PIWet-PIB, Putawy on the practical use of the assay for determining the level of
gamma-interferon (IFN-y) in the blood plasma of certain animal species.
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Wstep

Czynnikiem etiologicznym gruzlicy bydlecej jest pratek bydlecy (Mycobacterium
bovis), zaliczany do kompleksu Mycobacterium tuberculosis (MTBC). Gruzlica jest
typowym przykladem zooantropozonozy (Miller; Olea-Popelka 2013), gdzie czynni-
kiem zakaZznym moze by¢ zaréwno chore zwierzg, jak i pratkujacy cztowiek. Znane
sg przypadki z ogrodéw zoologicznych i innych oSrodkéw, gdzie przyczyng cho-
roby u zwierzat byla chora na gruzlice¢ obstuga (Pinto i in. 1973). By¢ moze wsrod
czynnikow zwiekszajacych ryzyko zakazenia pratkiem zwierzat wolno zyjacych czy
bydla jest korzystanie ze wspolnych pastwisk, gdzie pratki mogg przezywac nawet
do kilkunastu miesiecy.

Badania prowadzone w Polsce wykazaty, ze przypadki gruzlicy bydlecej sg noto-
wane u zwierzat dzikich, m.in. u zubrow, a zwierzeta te stanowig rezerwuar zarazka
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w srodowisku (Zérawski, Lipiec 1997; 1998; Welz i in. 2005; Welz 2010). Gruzlice
u zubréw stwierdzono w ostatnich latach w stadzie ,,Gorny San”, zasiedlajgcym
teren wschodnich Bieszczad (Brewczynski, Welz 2011; Salwa i in. 2011, Krajewska
iin. 2014), w jednym z ogrodoéw zoologicznych, w zagrodzie pokazowej w Puszczy
Boreckiej oraz w Osrodku Hodowli Zubréw w Smardzewicach. Nie udato si¢ do
chwili obecnej wskaza¢ Zrodla zakazenia tego gatunku zwierzat.

Gruzlica bydleca jest zakazna chorobg bydla o SciSle zdefiniowanych w Polsce
przepisach o jej zwalczaniu i eliminacji. Od dziesigtkow lat podstawg diagnozowa-
nia gruzlicy bydlecej jest sSrodskorny test tuberkulinowy. Test ten jest miedzynaro-
dowym standardem przyzyciowej diagnostyki gruzlicy bydta. Jest wykorzystywany
rutynowo w programach zwalczania gruzlicy i polecany przez éwiatowq Organizacje¢
Zdrowia (OIE). Tuberkulina (biatko stanowiace zageszczony przesacz, uzyskiwany
w trakcie hodowli pratkow) jest wykorzystywana do wykonywania tuberkulinizacji
pojedynczej — z zastosowaniem tylko tuberkuliny bydlecej oraz do tuberkulinizacji
poréwnawczej, wykonywanej zarowno tuberkuling bydlecs, jak i ptasia. U zwierze-
cia zakazonego pratkiem bydlecym wystepuje silniejsza, homologiczna reakcja na
tuberkuline bydlecg niz na tuberkuling ptasig. Odczyt u bydta wykonuje si¢ zgodnie
z zasadami tzw. klucza, wg wersji zwyklej lub zaostrzonej, w zaleznosci od tego, czy
w badanym stadzie gruzlica byla notowana juz wczesnie;j.

Aktualnie sg prowadzone na Swiecie prace zmierzajagce do wprowadzenia do
praktyki weterynaryjnej testow, ktore moglyby zastgpié w przysziosci test tuber-
kulinowy. Zgodnie z wczeSniej przeprowadzonymi badaniami, Rozporzgdzeniem
Komisji nr 1226/2002/WE, dopuszczono stosowanie w praktyce weterynaryjnej
testu gamma-interferonowego, jako testu dodatkowego, uzupelniajacego w diagno-
styce przyzyciowej gruzlicy bydlecej. Test ten jest opisany w rozdziale 2.4.7. Manual
OIE. Zgodnie z opisem test ten moze by¢ stosowany do diagnostyki gruzlicy bydta,
owiec, k6z, bawolow afrykanskich i innych ssakow z rodziny Bovidae (Kita, Anusz
2011).

Cel pracy

Celem pracy jest wypracowanie stanowiska Laboratorium Referencyjnego GruZzlicy
Zakladu Mikrobiologii PIWet.-PIB w Putawach w sprawie stosowania w praktyce
testu do oznaczania poziomu gamma-interferonu (INF-y) w plazmie krwi niekt6-
rych gatunkéw zwierzat.

Podstawy stosowania i opis testu

W skiad gotowego zestawu wchodzi szereg komponentoéw stuzacych do wykonania
badania sam za$ test polega na pomiarze poziomu gamma-interferonu uwolnionego
pod wplywem swoistych antygenéw (tuberkulin PPD) przez uczulone limfocyty
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pelnej krwi. Jego poziom jest mierzony w sposob podobny jak w klasycznym teScie
ELISA. Wzajemny stosunek poziomu gamma-interferonu wydzielonego w probie
kontrolnej, probie z tuberkuling PPD ptasig i tuberkuling PPD bydleca decyduje
o klasyfikowaniu zwierzecia jako wolnego od zakazenia lub podejrzanego o gruZlice
bydlecs.

Test ten jako jedyny moze by¢ obecnie stosowany jako test diagnostyczny w przy-
padku importu lub eksportu duzych przezuwaczy (zubry, bawoly, bizony). Testy te
sg dostgpne w handlu jako gotowe zestawy diagnostyczne dla przezuwaczy, w tym
zubrow, bizonéw i bawotow (Bovigam®). Krew musi by¢ pobrana w objgtosci co
najmniej 5 ml na antykoagulant, ktéorym musi by¢ heparyna litowa. Inne anty-
-koagulanty nie powinny by¢ uzywane. Istotnym problemem w wykonaniu testu jest
przestanie probek petnej krwi w odpowiednich warunkach i dostatecznie szybko do
laboratorium diagnostycznego. Inkubacja musi by¢ wykonana w odpowiednim cza-
sie, w przeciwnym wypadku znaczgco rosnie liczba wynikow falszywie ujemnych.
Idealng temperaturg transportu jest 22°C = 3°C. Dostarczenie krwi do laboratorium
diagnostycznego winno nastgpic nie pozniej niz 30 godzin od pobrania. Wazne jest,
aby krew zawierala zywe krwinki biale, zdolne do reagowania na dodane w trakcie
badania mitogeny. Pierwszy etap badania przebiega w probéwkach typu Eppen-
dorf, po dodaniu do prébek krwi mitogenéw w postaci tuberkuliny PPD bydlecej,
tuberkuliny PPD ptasiej oraz PBS (proba zerowa). W badaniach moze by¢ wykorzy-
stana tylko tuberkulina specjalnie standaryzowana na potrzeby testu. Nie mogg to
by¢ preparaty handlowe, niewchodzace w sktad testu. CatoS¢ jest inkubowana przez
16-24 godziny w temperaturze 37°C. Z doSwiadczen wlasnych wynika, ze lepsze
efekty uzyskiwano po maksymalnym czasie inkubacji przez 24 godziny.

Po uptywie czasu inkubacji plazma krwi jest pozyskiwana z kazdej probki krwi,
odpowiednio rozcienczana i nanoszona na dotgczone do zestawu, optaszczone odpo-
wiednim antygenem plytki. Kolejnym etapem jest wykonanie badania w sposob
zblizony do klasycznego badania ELISA i okreslenie gestosci optycznej (OD) kazdej
z trzech czeSci probki. Niezmiernie istotne jest na tym etapie dokladne i precyzyjne
oznaczenie planu rozmieszczenia probek plazmy na plytce, gdyz od jednego zwie-
rzecia otrzymujemy 3 probki plazmy.

Odczyt jest wykonywany przy diugosci fali 450 nm. Test jest wazny, jezeli kon-
trola ujemna przyjmuje wartosci absorbancji nizsze niz 0,130, a kontrola dodatnia
wyzsze niz 0,700. Ocena wynikow opiera si¢ na poroéwnaniu wartosci absorbanc;ji dla
poszczegdlnych probek plazmy krwi. Wynik jest okreslany jako dodatni dla probek,
w ktorych réznica pomigdzy wartosciami OD z tuberkuling PPD bydlecg a OD
z PBS i jednoczesnie OD z tuberkuling ptasig jest wyzsza niz 0,100. Dla probek
ujemnych réznice tych wartosci sg nizsze niz 0,100.

Szereg autorow uznaje, ze test ten posiada czulo$¢ zblizong do testu tuberkuli-
nowego. Istnienie zakazenia organizmu zwierze¢cia jest wykrywane w podobnym
czasie po wniknigciu pratkéw do organizmu, jak w tescie tuberkulinowym. Test
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gamma-interferonowy moze by¢ wykonywany wielokrotnie na probce krwi od
tego samego zwierzecia, bez obawy o mozliwos¢ odczulenia. Wymaga takze mniej
czynnoSci niz test tuberkulinowy. U zwierzat zakazonych swoiscie pratkiem typu
bydlecego wykonany test tuberkulinowy moze stymulowa¢ reakcje w teScie gam-
ma-interferonowym.

Wplyw na wynik badania moze mie¢ immunosupresja spowodowana jednym
z lekéw o dziataniu przeciwzapalnym i przeciwalergicznym, jak rowniez okres oko-
toporodowy badanego zwierzecia (14 dni przed i1 po porodzie). W tych przypadkach
badanie nalezy powtorzy¢ w celu wyeliminowania mozliwoS$ci wystgpienia wyniku
falszywie ujemnego. Wynik testu powinien by¢ interpretowany w kontekscie
catego wywiadu epidemiologicznego i ewentualnego wystgpowania ognisk gruzlicy
w sgsiedztwie.

Ocena przydatnosci testu

Przyzyciowa diagnostyka gruzlicy moze by¢ obarczona biedem, dlatego podstawe
diagnostyki gruzlicy nadal stanowi izolacja pratka z materialu pobranego post mor-
tem. W 2012 r. Komisja Europejska wystosowata do European Food Safety Autho-
rity (EFSA) zapytanie, czy test gamma-interferonowy moglby by¢ wprowadzony
zamiast testu tuberkulinowego do powszechnej praktyki weterynaryjnej w Euro-
pie w zwalczaniu gruzlicy bydlecej. Wspolne dzialania przedstawicieli krajowych
laboratoriow referencyjnych gruzlicy bydlecej UE doprowadzity do wypracowania
ogolnego pogladu na opisywany test, zgodnego ze stanowiskiem i doSwiadczeniami
wlasnymi Laboratorium Referencyjnego Gruzlicy PIWet.-PIB, a mianowicie:

Test gamma-interferonowy moze by¢ sosowany w praktyce weterynaryjnej, ale
tylko jako test pomocniczy do wynikow testu tuberkulinowego, nigdy jako jedyny
test diagnostyki przyzyciowej.

Istnieje mozliwos¢ uzyskiwania w teScie zarowno wynikow falszywie dodatnich,
jak i falszywie ujemnych. Ich odsetek jest zblizony do tych uzyskiwanych w tescie
tuberkulinowym.

Czutosc i swoistos¢ testu gamma-interferonowego jest zblizona do testu tuberku-
linowego. Oba sg testami wykrywajacymi nadwrazliwos¢ komorkowa typu p6znego.

Znaczna liczba manipulacji z probkg stwarza mozliwos¢ pomytki i niedoktadno-
$ci w wykonaniu testu.

Szczegdlng trudnoscig (w panstwach o duzej powierzchni) jest dostarczenie na
czas probek krwi pobranej na antykoagulant. Badania wlasne wskazuja, ze im szyb-
szy transport probki, tym bardziej wiarygodne wyniki testu.

Szczegodlng przydatnosc test ten wykazuje w badaniach zwierzat z rodziny Bovi-
dae utrzymywanych w stanie dzikim lub w ogrodach zoologicznych, dla ktérych
brak jest standaryzacji testu tuberkulinowego.
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