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Santrauka. Tinkama laboratoriné diagnostika yra pagrindiné salyga kontroliuoti ir uzkirsti kelia galvijy diaréjos
virusy (GVDV) plitimui. Norédami nustatyti serologinio tyrimo duomeny patikimuma, atlikome palyginamaji
standartinés ir modifikuotos virusy neutralizacijos (VN) bei konkurentinés imunofermentinés analizés (Ak IFA)
[vertinima.

Palyginamasis jvertinimas atliktas kiekvienu metodu iSaiskinant seroteigiamus GVDV atzvilgiu galvijus. Kraujo
méginiai surinkti i§ 120 jvairaus amziaus galviju. Ankstesni miisy tyrimai parodé, kad tinkamiausios VN reakcijai yra
NADL padermé bei MDBK perséjamoji lasteliy kulttiry linija. Suvestiniai misy tyrimy duomenys rodo, kad antikiinai
pries GVDV VN reakcija buvo nustatyta 63 (52,5 proc.), modifikuota VN reakcija — 54 (45 proc.), o Ak IFA — 59 (49,2
proc.) galvijams. Tyrimo duomeny skirtumas buvo nedidelis (3,3—7.5 proc.; p>0,05). Atskirose galviju grupése
palyginamieji duomenys buvo labai panasis, nepriklausomai nuo to, koks tyrimo metodas taikytas. Skirtumas rastas tik
tarp atskiry gyvuliy grupiy, pavyzdziui, 8-12 mén. prieauglio ir karviy, atitinkamai 20-30,3 proc. ir 68,4-78,9 proc.
Siekiant issiaiskinti, kodél tyrimo duomenys kraujo seruma istyrus standartine VN, modifikuota VN ir Ak IFA pagal
Tarptautinio epizootijy biuro rekomenduojama metodika yra skirtingi, buvo ivertintas Ak IFA jautrumas ir
specifiskumas. Nustatyta, kad konkurentiné Ak IFA yra pakankamai jautrus (91,2 proc.) ir specifiskas (95,1 proc.)
metodas. Lyginant Ak IFA su modifikuota VN, kai naudojama 1000 AKIDs, virusiniy daleliy 0,1 ml, buvo nustatytas
didesnis Ak IFA jautrumas (94,7 proc.), ta¢iau mazesnis specifiSkumas (91,7 proc.).

RaktaZodZiai: galviju virusiné diaréja, neutralizacijos reakcija, imunofermentiné analizeé, jautrumas, specifiskumas.

EVALUATION OF SENSITIVITY AND SPECIFICITY OF VIRUS NEUTRALISATION
TEST AND COMPETITION ELISA FOR ANTIBODIES TO BVDV DETECTION IN
CATTLE

Violeta Mockeliiniené', Algirdas Salomskas'?, Raimundas Mockelitinas’, Vida Liutkevi¢iené?,

Tlona Alekséjiiniené', Loreta Serniené’

'Department of Virology, Veterinary Institute of Lithuanian Veterinary Academy, Instituto st. 2, LT-56115,
Kaisiadorys, Lithuania,; phone +370 615 15 233, e-mail: violetamoc@one.lt

’Department of Infectious Diseases, Lithuanian Veterinary Academy, Tilzés st. 18, LT-47181 Kaunas, Lithuania
*Department of Food Safety and Animal Hygiene, Lithuanian Veterinary Academy, Tilzés st. 18, LT-47181 Kaunas,
Lithuania

Summary. An effective use of diagnostic technique is the main tool for successful control and prevention of the
spread of BVDV infection. In order to estimate the reliability of serological investigation data a comparative assessment
of standard virus neutralisation (VN) test (50 pl of a stock of cytopathogenic NADL strain of BVDV containing 100
TCIDs, tissue culture infective dose), modified VN test (50 pul of a stock of cytopathogenic NADL strain of BVDV
containing 1000 TCIDs, tissue culture infective dose) and a competition antibody enzyme-linked immunosorbent assay
(Ab ELISA) were performed. For the present study one hundred twenty different age cattle were randomly selected.
The results from this study indicate that a standard VN reaction revealed 52.5%, a modified VN reaction 45% and Ab
ELISA 49.2% of cattle positive to BVDV. The differences were not statistically significant (3.3—7.5%, p>0.05).
Differences were determined in different age groups, for example, in 8-12 month-old calves (20.0-30.0 % of positive)
and cows(68.4-78.9 % of positive), respectively. In order to determine the differences in the data of blood serum
analysis obtained by standard VN and Ab ELISA, sensitivity and specificity of competition Ab ELISA was assessed
according to OIE standards. It was determined that the competition Ab ELISA is a sensitive (91.2%) and specific
(95.1%) method.
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Ivadas. Galvijy virusinés diaré¢jos (GVD) patogenezé
yra sudétinga, kai kurie jos aspektai iki galo neistirti ir
pasireiSkia jvairaus laipsnio patologijomis nuo
besimptomés iki letalinés (Baker, 1990). Dazniausiai
klinikiniai pozymiai yra nerySkils ir nepastebimi arba
nepakankami etiologinei diagnozei, todél tinkama
laboratoriné  diagnostika yra  pagrindiné  salyga
kontroliuoti ir uzkirsti kelia GVDV infekcijos plitimui
(Collett, 1992; Paton, 1995; Meyers, Thiel, 1996).

Zinoma, jog pestivirusai gali biiti laboratoriniy lasteliy
kultory, gyvuy vakciny, skirty Zmonéms, galvijams ir
kiauléms (Harasawa, Tomiyama, 1994; Harasawa, 1995;
Harasawa, Mizusawa, 1995), galvijy vaisiaus serumo
(Ridpath. et al., 1994) ir perséjamy lasteliy kultiry linijy
(Harasawa, 1996) kontaminantai, dél to laboratorinéje
diagnostikoje ir povakcininio imuniteto tyrimuose
galimos {vairios kryzminés imunologinés reakcijos,
iSkraipancios rezultaty patikimuma (Moennig, 1990;
Nettleton, Entrican, 1995). Norint to iSvengti, labai
svarbu, kad laboratorinéje praktikoje buty naudojami
virusais nekontaminuoti ir neturintys neutralizuojanciy
antikiiny prie§ GVDV fetaliniai serumai bei kokybiSkos
lasteliy kultiiros, kurios biity nuolat tikrinamos (Bolin et
al., 1994; Nettleton, Entrican, 1995).

Laboratoringje praktikoje taikomi jvairlis antikiiny
prie§ galvijy virusinés diarg¢jos virusus (GVDV)
nustatymo metodai bei ju modifikacijos. Iki $iol GVDV
serologijoje  virusy neutralizacijos (VN) reakcija
naudojama kaip standartiné (Sandvik, 1999). Tai
specifinis ir jautrus antikiiny prieS GVDV nustatymo
metodas, paremtas specifiniy antikiny gebéjimu
susijungti su virusinémis dalelémis, dél to blokuojamos
antigeninés  determinantés, atsakingos uz virusy
susijungima su lasteliy receptoriais. Taip
neutralizuojamas  sukéléjo  biologinis  aktyvumas.
Vertinant VN reakcija pastebéta, kad neutralizuojanciy
antikiiny titrai svyruoja priklausomai nuo GVDV izoliaty
tvairovés (Bolin et al., 1991). Kadangi VN pasizymi
aukstu specifiSkumu, bitina naudoti viruso paderme,
antigeniskai panaSia { cirkuliuojancia tiriamoje galvijy
populiacijoje. Esant neaukstiems antikiiny prie§ GVD 11
genotipo virusus titrams, jie gali biti neaptikti, jeigu
reakcijoje naudojama GVDV 1 genotipo paderme, ir
atvirksciai (Fulton ez al., 1997). Laboratoringje praktikoje
ir moksliniams tyrimams daZniausiai naudojamos
referentinés NADL, Singer ir Oregon 24 citopatogeniniy
GVDV padermés, priklausancios 1 genotipui (Edwards,
1990; Fulton et al., 1997).

VN naudojamos jvairios galviju lastelés ar lasteliy
linijos, taip pat antrinés galvijy inksty, séklidziy lastelés
arba persé¢jamosios lasteliy linijos i§ galvijy plauciy,
trachéjos, MDBK lastelés ir kitos (Edwards et al., 1991).
Dél nuolatings lasteliy kultiry, terpiy ir referentiniy
virusy padermiy kontrolés VN reakcija netikslinga tirti
pavienius ar kelis méginius (Sandvik, 1999). Gausiems
tyrimams dazniau taikomas imunofermentinés analizés
(IFA) metodas imunologiSskai reaguojan¢ioms makro
molekuléms nustatyti (Bitsch, Rensholt, 1995; Sandvik,
1999). GVDV diagnostikoje $is metodas tapo populiarus,
nes néra priklausomas nuo lasteliy kultiry, lengvai
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taikomas, rezultatai gaunami per keleta valandy, dél to
pravercia greitai vertinant bandos buikle GVDYV infekcijos
atzvilgiu (Niskanen et al., 1989; Niskanen, 1993).
Dazniausiai taikomos IFA aktyvuma stiprinancios (AA)
arba aktyvuma moduliuojancios (AM) sistemos (Tijssen,
1985). Tarp dazniausiai taikomy AA sistemy yra
netiesioginé IFA, kurios metu antigenas fiksuojamas ant
kietos fazés ir panaudojamas specifiniams antikiiniams
akumulivoti. Susidargs antigeno-antikiino kompleksas
iSrySkinamas fermentu Zzymétais ir riiSiai specifiniais
antiglobulinais ir fermentinio indikatoriaus substratu. AA
sistemos specifiSkumas priklauso nuo virusinio antigeno
gamybos ir grynumo metody pasirinkimo (Chu et al.,
1985; Moennig et al., 1991; Kwang et al., 1995).

Siuo metu daugelyje Europos galiu IFA yra
pagrindinis metodas, taikomas Ak pries GVDV nustatyti
(Juntti et al., 1987; Bitsch, Rensholt, 1995; Beaudeau et
al., 2001). Konkuruojanti ir blokuojanti IFA priklauso
aktyvuma  moduliuojanciai (AM) sistemai, kur
tirlamajame méginyje esantys specifiniai antikiinai
konkuruoja arba blokuoja su peroksidaze konjuguoty
virusui specifiniy Ak susijungima su diagnostiniu
antigenu (Paton et al.,, 1991). ApraSyta daug IFA
modifikacijy, sukurta daug komerciniy diagnostiniy
rinkiniy. Daugelis metody paruosti sluoksniuotos IFA
principu absorbuojant kietos fazés Ak ir juos nustatant
konjugatais su peroksidaze. Tyrimams naudojami tiek
monokloniniai, tiek ir polikloniniai Ak. Naudojant
monokloninius Ak kaip antigeninius zymeklius, galima
nustatyti, kokiu GVDV biotipu yra infekuotos lastelés
(Peters et al., 1986).

GVDV arba virusinéms daleléms bei ju sukeltam
imuniniam atsakui nustatyti tinka dauguma virusologijoje
taikomy tyrimo metody. Taciau néra metodo, kuris, be
privalumy, neturéty ir trokumy, be to skiriasi atskiry
metody tikslumas. Tiriant tuos pacius méginius IFA ir VN
reakcijomis, ne visada gaunami identiSki tyrimo
rezultatai. Geriausiai tyrimy rezultatai sutampa taikant tik
IFA modifikacijas nepriklausomai nuo to, ar IFA
naudojamas komercinis, ar laboratorijoje paruostas
diagnostinis rinkinys (Edwards., 1990, Moennig et al.,
1991, Sandvik, 1999).

Norint jvertinti bandos buklg ir efektyviai kontroliuoti
GVD situacija nustatant GVDV infekcijos ypatumus bei
sukéléjo savybes, labai svarbu pasirinkti tinkamus, vienas
kita papildancius tyrimo metodus. Tarptautiniu mastu
pripazinta VN reakcija yra jautri ir specifiska, taciau
reikalauja dideliy laiko ir darbo sgnaudy, o rezultaty
tikslumas labai priklauso nuo lasteliy kultiros parinkimo,
terpés sudéties, naudojamo serumo, taip pat nuo
dirbanciojo jgudziy. Ak IFA diagnostiniu metodu
rezultatai gaunami per kelias valandas ir tinka gausiems
tyrimams. Deja, praktikoje naudojamy jvairiy komerciniy
diagnostikumy modifikacijuy praktinis tinkamumas ne
visada buna jvertintas.

Darbo tikslas atlikti praktikoje naudojamy
komerciniy diagnostiniy metody palyginamaji ivertinima,
norint jvertinti galvijy, turéjusiy kontakta su virusinés
diaréjos virusu imunologing biikle.
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Medziagos ir metodai. Buvo tiriami Salies ikiuose
laikomi ir atsitiktinai parinkti jvairaus amziaus galvijai.
Kraujas serologiniams (VN ir IFA Ak pries GVDV
atzvilgiu) tyrimams buvo steriliai imtas i§ vena jugularis |
10 ml vakuuminius mégintuvélius be antikoagulianto.
Serumui atskirti méginiai 15 min. buvo centrifuguoti
1500 aps./min. Kraujo serumo méginiai buvo
sunumeruoti ir iki tyrimo laikyti — 20°C temperatiroje.

Virusai ir lgsteliy kultiros. Virusams dauginti
panaudotos persé¢jamosios MDBK — galviju embriono
inksty lasteliy kultiry linijos. Lasteléms kultivuoti
panaudotos MEM (minimum essential medium Eagle) su
10 proc. arklio kraujo serumu. Tyrimams naudota
etaloniné GVDV biologiné padermé — citopatogeninis
NADL (gautas i§ prof. J. Zmudzinski, Lenkijos
nacionalinis veterinarijos institutas, Pulawy). Virusai
adaptuoti ir padauginti MDBK lasteliy kultiirose perséjant

nuo dviejy iki SeSiy karty. Susidargs lasteliy
monosluoksnis  prie§ apkreCiant buvo tris kartus
plaunamas MEM terpe be serumo. Ant nuplauto

monosluoksnio uZzpilta virusy suspensija, kad apkrétimo
dozé buty 0,1-1 virusiniy daleliuy lastelei (0,1-1 AKIDs).
Apkréstos lastelés buvo inkubuojamos termostate 37—
37,5°C temperatiiroje.

Citopatogeniniu NADL uzkrésty lasteliy
monosluoksnis buvo kultivuojamas 4872 valandas iki
70-90 proc. citopatogeninio efekto nustatymo. Virusy
suspensija buvo gaunama tris kartus uzsaldant ir atSildant
lasteliy kultira, véliau 10 min. centrifuguojant 500
apsisukimy  per min.  grei¢iu.  Supakuota |
kriomégintuvélius  virusy suspensija buvo laikoma
skystame azote —196°C temperatiiroje. GVDV virusiniy
preparaty titrai AKIDs, buvo nustatomi uZzkreciant
atitinkamy  Iasteliy  monosluoksni 96  duobuciy
mikrotitravimo ploksteléje. Virusy suspencija buvo
skiedziama nuo 1:10 iki 1:10'°, inkubuojama 48 val. 37°C
temperatiiroje su 5 proc. CO,, lasteliy augimo terpéje su 2
proc. fetaliniu verSeliy serumu (FVS) (,,Biochrom®,
Vokietija). Maziausias virusy kiekis, sukeliantis aisky
citopatogeninj poveiki lasteléms buvo laikomas viruso
titru ir iSreiSkiamas AKIDs,, kuris apskai¢iuojamas pagal
L. J. Reed ir H. Muench statistini metoda (Reed, Muench,
1938).

Virusy neutralizacijos reakcija. Prie§ atliekant VN
reakcija virusas buvo istitruotas, ir NADL padermés titras
MDBK lasteliy kultiiroje sieké 10> AKIDsy/ml (50 proc.
audiniy kultiros infekcinés dozés). Reakcija buvo atlikta
mikrometodu, naudojant nekontaminuota pestivirusais
MDBK lasteliy kultira su 100 AKIDs, Pagal Tarptautinio
epizootiju biuro rekomendacijas lygiagre€iai buvo
atlickama ir misy modifikuota VN su 1000 AKIDs,
etaloninés GVDV padermés (2002; 2004). Lasteliu
augimui, prisitvirtinimui prie stiklo, kultiiros tankio
reguliavimui ir kt. | terpes jpilta 10 proc. arklio serumo.

Kraujo serumai prie§ tyrimg buvo inaktyvuojami —
kaitinami 56°C temperatiros vandens vonioje 30 min.
Meéginiai buvo titruojami 96 duobuciy mikroplokstéje,
lasteliy kultory terpe panaudojant kaip skiediklj.
Kiekvienas méginys buvo skiedziamas dviejose
duobutése, serumus titruojant nuo 1:5 iki 1:640 (jei
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naudojama 100 AKIDs,) arba nuo 1:2 iki 1:256 (jei
naudojama 1000 AKIDs,). Teigiamai serumo kontrolei
buvo naudojami hiperimuninis triusio, imunizuoto cp
NADL GVDV paderme, serumas. Neigiamai serumo
kontrolei buvo naudojamas arklio kraujo serumas.
Plokstelés su tiriamaisiais serumais inkubuojamos 4 paras
37°C temperaturoje 5 proc. CO, atmosferoje. Mikroskopu
stebimos Visos ploksteliy  duobutés, ieSkant
citopatogeninio poveikio (CPP). Reakcijoje tikrinama
darbiné¢ virusy koncentracija, kontroliniai serumai,
kontroliniy lasteliy gyvybingumas ir dauginimasis. VN
reakcijos titru buvo laikomas didziausias praskiedimas,
kuriame virusai neutralizuojami 50 proc. duobuciy, t. y.
kai visiskai sustabdomas CPP.

Imunofermentinés analizés metodas (IFA). Antikiinai
prie§ GVDV buvo nustatomi komerciniais diagnostiniais
rinkiniais, pagamintais bei standartizuotais Svedijoje
(IDEXX) ir Pranctzijoje (Institut Pourquier). IFA tyrimo
metodas paremtas principu, kai virusui specifiniai
antik@inai  tiriamajame  méginyje  konkuruoja  su
peroksidaze konjuguotus monokloninius virusui p80
specifinius antikinus arba juos blokuoja. IFA atlikta
nuosekliai pagal diagnostiniy rinkiniy  gamintojy
metodikas. Tyrimo rezultatai jvertinti tiriamo méginio
optini tanki (OT) matuojant  spektrofotometru
»~Multiscanex (Labsystems)®, kai bangos ilgis A =450 nm.
Rezultatams patikslinti kiekvienam tirto serumo méginiui
buvo apskaiéiuotas blokavimo procentas (tiriant IDEXX
diagnostiniu rinkiniu) arba konkurentinis procentas
(tiriant ,,Institut Pourquier diagnostiniu rinkiniu).

Palyginamasis  diagnostiniy  metody ~ jvertinimas.
Tyrimy eigoje buvo atliktas palyginamasis standartinés
VN, netiesioginés Ak IFA bei modifikuotos VN metody,
taikomy GVD diagnostikoje, ivertinimas. Surinkti kraujo
méginiai (120) suskirstyti { grupes pagal gyvuliy amziy ir
tirti minétais metodais. VN reakcijoje buvo naudota
GVDV cp NADL 100 AKIDs, virusiniy daleliy 0,1 ml, o
modifikuotoje VN — 1000 AKIDs, 0,1 ml. Duomenys,
gauti skirtingais tyrimo metodais, buvo lyginami
ivertinant reakcijy jautrumg ir specifiSkumg pagal J. A.
Kramps ir Tarptautinio epizootijy biuro rekomenduotus
statistinius metodus (Kramps et al., 1999).

Ak IFA reakcijos specifiSkumas ir jautrumas buvo
nustatytas lyginant su VN reakcija, kuri pripazistama
standartine (,,gold standard“). Reakcijos specifiSkumas
nusakomas kaip tikimybé, jog realiai neuzsikréte gyvuliai
(t. y. nustatyti standartine VN reakcija) rodys neigiama
reakcijos rezultata. Reakcijos jautrumas nusakomas kaip
tikimybé, jog  realiai uZsikréte gyvuliai (nustatyti
standartine VN reakcija) rodys teigiama rezultata.

Diagnostinio specifiskumo proc. = x 100;

TN + FP
¢ia TN tikrai neigiamy méginiy skaiCius,
standartinéje VN reakcijoje nereagavg. FP — netikrai
teigiamy meéginiy skaicius, t. y. teigiami tiriant
lyginamaja reakcija, bet neigiami tiriant standartine.

Diagnostinio jautrumo proc. = x 100;

TP+ FN
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¢ia TP — tikrai teigiamy méginiy skaiCius, nustatytas
standartine reakcija. FN — netikrai neigiamy méginiy
skaiCius, nustatytas lyginamaja reakcija, bet teigiami
tiriant standartine.

Galvijy specifinés imunologinés biklés tyrimas.
Norédami jvertinti konkurentinés Ak IFA, daZniausiai
taikomos laboratoringje praktikoje, tyrimo duomeny
patikimuma, atlikome palyginamaji VN bei konkurentinés
Ak IFA jvertinima. Tam tikslui surinkti kraujo méginiai
(120 vnt.) buvo suskirstyti i grupes pagal gyvuliy amziy ir
tiriami standartine VN, modifikuota VN ir netiesioginés
konkurentinés Ak IFA metodais.

Moksliniai tyrimai atlikti laikantis 1997 11 06

Lietuvos  Respublikos gyviiny globos, laikymo,
naudojimo jstatymo Nr. 8-500 (,,Valstybés zinios*, 1997
11 28, Nr. 108) bei poistatyminiy akty — LR valstybinés
veterinarinés tarnybos isakymy ,,Dél laboratoriniy gyviny
veisimo, dauginimo, prieziliros ir transportavimo
veterinariniy reikalavimy“ (1998 12 31, Nr. 4-361) ir
»Del laboratoriniy gyviny naudojimo moksliniams
bandymams* (1999 01 18, Nr. 4-16).

Tyrimy rezultatai. Palyginamasis Ak IFA, VN ir
modifikuoto VN metody jvertinimas buvo atlieckamas
kiekvienu metodu iSaiskinant seroteigiamus GVDV
atzvilgiu gyvulius (1 lentelé).

1 lentele. GVDV infekcijos tyrimy duomeny pasiskirstymas galviju amZiaus grupése priklausomai nuo

diagnostinio metodo

Teigiamy skaicius

Galvijy grupé Tirta galvijy, vnt. VN 100 AKIDs, VN 1000 AKIDs, Ak IFA

vnt. proc. vnt. proc. vnt. proc.
Prieauglis < 3 mén. 30 20 66,7 17 56,7 19 63,3
Pricauglis 8—12 mén. 40 12 30,3* 10 25,0 8 20,0%*
Tely&ios 24—30 mén. 31 17 54.8 14 45,16 17 54,8
Karvés 3-6 m. 19 14 73,7* 13 68,4* 15 78,9%
I§ viso: 120 63 52,5 54 45,0 59 49,2

Pastaba * p < 0,05.

Lenteléje pateikty suvestiniy duomenu eiluté rodo,
kad VN reakcija buvo nustatyti 63 (52,5 proc.),
modifikuota VN reakcija — 54 (45 proc.), o Ak IFA — 59
(49,2 proc.) gyvuliai — antiktiny prie§ GVDV neSiotojai.
Gauti tyrimo duomeny skirtumai buvo nedideli (3,3-7,5
proc., p>0,05). Atskiroms gyvuliy grupéms taikyty tyrimo
metody palyginamieji duomenys buvo labai panasis.
Didziausias skirtumas (iki 10,3 proc.) nustatytas 8—12
ménesiy prieaugliy grupéje. Maziausiai seroteigiamy
gyvuliy tiriant Ak IFA nustatyta 812 ménesiy prieaugliy
grupéje (20,0 proc.), o daugiausia buvo seroteigiamy
karviy — net 78,9 proc. (p < 0,05). Panasi dinamika
gyvuliy grupése nustatyta ir tiriant VN bei modifikuota
VN reakcijomis.

Taigi, vertinant seroteigiamy GVDV atzvilgiu gyvuliy
Ak IFA, VN ir modifikuota VN reakcijy tyrimo
duomenis, visi metodai rodé panasia GVDV infekcijos
paplitimo tendencija visose galviju amziaus grupése,
nepriklausomai nuo taikyto metodo. Skirtumai rasti tik
tarp atskiry gyvuliy grupiy.

Norédami iSaiSkinti kraujo serumo tyrimo rezultaty
skirtumus, gautus standartine VN, modifikuota VN ir Ak
IFA, ivertinome Ak IFA jautruma ir specifiSkuma. Tuo
tikslu standartine VN reakcija, naudodami GVDV c¢p
NADL padermés 100 AKIDs, virusiniy daleliy 0,1 ml, bei
modifikuota VN — 1000 AKIDsy 0,1 ml, tyréme 120
galvijy kraujo seruma. Tie patys kraujo seruma méginiai
buvo istirti ir Ak IFA.

Ak IFA diagnostinio jautrumo ir specifiSkumo
apskaic¢iavimo schemos, rekomenduojamos Tarptautinio
epizootijy biuro, pateiktos 2 ir 3 lenteléje.
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2 lentelé. Ak IFA ir standartinés VN (100 AKIDs,)
reakcijy lyginamieji duomenys (120 vnt.)

TP FP
62 VN IFA 3
FN ™
6 IFA VN 58
Remdamiesi 2 lentelé¢je pateiktais duomenimis,

apskai¢iavome Ak IFA diagnostini jautruma:

2
6 x 100 =91,2 proc.
62+6

Tuo tarpu Ak IFA specifiSkumas buvo:

>8 x 100 = 95,1 proc.
58+3

Lyginant 3 lenteléje pateiktus modifikuotos VN
duomenis su Ak IFA, pastarosios jautrumas buvo:

54+ 100 = 94,7 proc.
54+3

Tuo tarpu Ak IFA specifiSkumas buvo:

66 x 100 =91,7 proc.
66+6
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Ak TFA diagnostinis jautrumas ir specifiSkumas taip
pat buvo apskaiciuotas vadovaujantis J. A. Kramps ir kity
mokslininky metodika (1999). Netiesioginés Ak IFA ir
etaloninés VN palyginamojo jvertinimo schema pateikta 4
lenteléje.

Atsizvelgus 1 Ak IFA gauta optini tankj ir VN
antik@iny titra, buvo nustatytas Ak IFA diagnostinis
jautrumas ir specifiSkumas:

diagnostinio jautrumo proc. = 5656 p x 100 = 90,3 proc.
+

3 lentelée. Ak IFA ir modifikuotos VN (1000
AKIDs) reakcijy lyginamieji duomenys (120 vnt.)

54 6
TP FP
VN IFA
FN TN

3 IFA VN 66

4 lentelé. Netiesioginés AKIFA ir standartinés VN
reakcijy palyginamasis jvertinimas, atsiZvelgiant j
optinj tankj bei neutralizuojanciy antikuiny titra (120
vnt.)

VN 100 AKIDs,
Titras >1:10 Titras <1:10

56 3

Ak IFA

Optinis tankis
(OD) <40 proc. (+)
Optinis tankis
(OD) >50 proc. (-)

6 55

Tuo tarpu diagnostinio

specifiSkumo proc. = x 100 = 94,8 proc.

55+3

Analogiskai buvo apskaiciuotas Ak IFA jautrumas ir
specifiskumas, lyginant ja su modifikuota VN (5 lentele).

5 lentelé. Netiesioginés Ak IFA ir modifikuotos VN
reakcijy palyginamasis jvertinimas, atsizZvelgiant j
optinj tankj bei neutralizuojanciy antikuny titra (120
vnt.)

Ak IFA VN 1000 AKIDs
Titras >1:2 Titras <1:2

Optinis tankis 51 6

(OD) <40 proc. (+)

Optinis tankis 3 60

(OD) >50 proc. (-)

Siuo atveju Ak IFA jautrumas ir specifiskumas buvo:

diagnostinio jautrumo proc. = x 100 = 94,4 proc.

51+3
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Tuo tarpu diagnostinio

. 60
specifiSkumo proc. = x 100 = 90,9 proc.
60+6

Lygindami abu jautrumo ir specifiSkumo nustatymo
metodus galime pastebéti, kad pagal Tarptautinio
epizootijy biuro apskaiciavimo rekomendacijas gaunamas
kiek didesnis Ak IFA jautrumas ir specifiSkumas, nors
skirtumai buvo nezymds ir sieke tik 0,3-0,9 proc.

Nors Ak IFA pasizyméjo dideliu diagnostiniu
jautrumu ir specifiskumu, virSijanéiu 90 proc., toliau
analizavome VN ir Ak IFA rezultaty neatitikimo
priezastis. Tam tikslui standartinés ir modifikuotos VN
reakciju duomenys suskirstyti pagal titry grupes (6 ir 7
lentelé).

6 lentel¢je pateikti duomenys rodo, kad dauguma (5
vnt.) Ak IFA netikrai neigiamy rezultaty buvo 1:10 VN
antikiny titry grupéje.

7 lenteléje pateikti duomenys rodo, kad tik trys Ak
IFA gauti netikrai neigiami tyrimo rezultatai buvo 1:2 ir
1:4 modifikuotos VN antikiiny titry grupéje. Taigi, taikant
modifikuota VN ir darant kitokius nei standartinéje VN
serumy skiedimus, Ak IFA reakcijoje netikrai neigiamy
skai¢ius sumazéjo du kartus. Taip buvo iSvengta dalies
klaidy tiriant serumus, kuriuose antikiiny titras Zemas.

TaCiau Siuo atveju gaunamas mazesnis Ak IFA
specifiSkumas.

Apibendring gautus palyginamojo tyrimo duomenis
galime teigti, kad tyrimui taikyta netiesioginé

konkurentiné¢ Ak IFA yra pakankamai jautri ir specifiska.
Didziausi Ak IFA ir abieju VN modifikacijy rezultaty
neatitikimai gauti iki 3 ménesiy amziaus verseliy grupéje.
Kadangi dauguma tokio amziaus verSeliy turi kolostrinius
antikiinus prie§ GVDV, Sis neatitikimas didelés reikSmeés
GVDV infekcijos diagnostikai neturi.

Tyrimy rezultaty aptarimas. Tinkama laboratoriné
diagnostika yra pagrindiné salyga kontroliuoti ir uzkirsti
kelia GVDV plitimui. Norédami jvertinti serologinio
tyrimo duomeny patikimuma, atlikome palyginamaji VN
bei konkurentinés Ak IFA jvertinimg. Misy ankstesni
tyrimai parodé, kad geriausiomis reprodukcinémis
savybémis pasizymi NADL GVDV biologiné padermé ir
MDBK pers¢jamoji lasteliy kulttiry linija (Mockelitiniené
ir kt., 2000). Sia GVDV paderme ir pers¢jamaja lasteliy
kultiiry linija serologiniams tyrimams dazniausiai naudoja
ir kiti mokslininkai (Edwards et al., 1991; Fulton et al.,
1997).

Palyginamasis Ak IFA, standartines VN ir
modifikuotos VN metody jvertinimas buvo atliktas
kiekvienu metodu iSaiskinant seroteigiamus GVDV
atzvilgiu galvijus (120 vnt.). Taciau gana ryskis skirtumai
buvo nustatyti tik tarp atskiry gyvuliy grupiy,
nepriklausomai nuo metodo, kuriuo buvo tirti kraujo
méginiai. Tyrimo duomeny skirtumas buvo nedidelis
(3,3-7,5 proc.; p>0,05). Norint nustatyti kraujo serumo
tyrimo duomeny skirtumo priezastis pagal Tarptautinio
epizootijyu biuro rekomenduojamas metodikas (2004)
tiriant skirtingais metodais, buvo ivertintas Ak IFA
jautrumas ir specifiSkumas. Nustatyta, kad konkurentiné
Ak TFA yra pakankamai jautrus (91,2 proc.) ir specifiskas
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(95,1 proc.) metodas. [domu tai, kad lyginant Ak IFA su
modifikuota VN, kai naudojama 1000 AKIDs, virusiniy
daleliy 0,1 ml, buvo nustatytas didesnis Ak IFA jautrumas
(94,7 proc.), bet mazesnis (91,7 proc.) specifiSkumas.

Vadinasi, kad dauguma (5 i§ 6) Ak IFA netikrai neigiamy
rezultaty buvo 1:10 VN antikiiny titry grupéje, dél to ir
sumazéjo Ak IFA jautrumas.

6 lentelé. Ak IFA ir standartinés VN palyginamasis tyrimas, atsiZvelgiant j antikiiny titry grupes

VO Standartinéje VN reakcijoje teigiamy Ak IFA reakcijoje Ak IFA reakcijoje netikrai
Antikiiny titrai e S i . g
skaicCius, vnt. teigiamy skaicius, vnt. neigiamy skaicius, vnt.
1:10 15 10 5
1:20 24 23 1
1:40 18 18 0
1:80 5 5 0

7 lentelé. Ak IFA ir modifikuotos VN palyginamasis tyrimas, atsizZvelgiant j antikiiny titry grupes

T Modifikuotoje VN reakcijoje Ak TFA reakcijoje Ak IFA reakcijoje netikrai
Antikiiny titrai .. i _ i . g
teigiamy skaicius, vnt. teigiamy skaicius, vnt. neigiamy skaicius, vnt.
1:2 20 19 1
1:4 19 17 2
1:8 9 9 0
1:16 5 5 0
1:32 1 1 0

Tuo tarpu tik trys Ak IFA gauti netikrai neigiami
tyrimo rezultatai buvo 1:2 ir 1:4 modifikuotos VN
antikiiny titry grupéje. Taigi, taikant modifikuota VN ir
serumg skiedziant kitaip nei standartinéje VN, Ak IFA
reakcijoje netikrai neigiamy skaicius sumazéjo du kartus;
buvo iSvengta dalies klaidy tiriant serumus, kuriy
antikiiny titras Zemas. Tacdiau S§iuo atveju gaunamas
mazesnis Ak IFA specifiSkumas.

Lyginant Tarptautinio epizootijy biuro (2004) bei J. A.
Kramps ir grupés tyréju (1999) reakcijy jautrumo bei
specifiSkumo nustatymo metodikas, pagristas optinio
tankio ir neutralizuojan¢iy antikiiny titro duomenimis,
skirtumas buvo nezymus (0,3-0,9 proc.). DidZiausi Ak
IFA ir abiejy VN modifikaciju duomenys neatitiko iki 3
ménesiy amziaus prieauglio grupéje. Vadinasi, dauguma
tokio amziaus verSeliy turi nedidelius kolostriniy antikiiny
pries GVDV titrus, kurie ir nebuvo uZzfiksuoti
konkurentinéje Ak IFA. Kadangi dauguma mokslininky
nerekomenduoja tirti jaunesniy nei 3 ménesiai galvijy, Sis
neatitikimas GVDV infekcijos diagnostikoje didelés
reikSmés neturi (Bitsh, Rensholt, 1995). Taip galima
paaiskinti gauty duomeny neatitikima, tuos pacius
méginius iStyrus Ak IFA ir VN modifikuotomis
reakcijomis. Ta patvirtina ir kity mokslininky tyrimai,
rodantys, kad labiausiai tyrimy duomenys sutampa
lyginant  jvairias IFA  modifikacijas bei VN
nepriklausomai nuo to, ar Ak IFA diagnostinis rinkinys
buvo komercinis, ar paruos$tas laboratorijoje (Edwards,
1990; Moennig, 1990; Sandvik, 1999).

ISvados:

1. Galvijus istyrus Ak IFA, standartine VN ir
modifikuota VN reakcijomis, visais metodais tirtose
ivairaus amziaus galvijy grupése nustatyta panasi GVDV

infekcijos paplitimo tendencija bei antikiny titry
dinamika.
2. Nustatyta, kad konkurentiné Ak IFA yra
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pakankamai jautrus (91,2 proc.) ir specifiskas (95,1 proc.)
metodas, tinkantis gausiems rutininiams tyrimams atlikti
vertinant bandos imuning bikle GVD atzvilgiu.
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