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Serologiczna diagnostyka enzootycznej biataczki bydta
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Zastosowanie roznych odczynéw serologicznych

Proby serologicznego rozpoznawania bialacz-
ki bydla czynione byly od szeregu lat. Schwerdt
(19) w 1963 r. uzywal do tego celu odczynu pre-
cypitacji postugujac sie jako antygenem wycia-
gami z bialaczkowo zmienionych bydlecych we-
ztéw chlonnych. Proby te, niestety nie daly po-
zytywnych wynikow. Wielkie nadzieje wigzano
pozniej z odczynem lateksowym, ktéry po raz
pierwszy do rozpoznawania bialaczki bydla usi-
fowal zastosowac¢ Lehnert (9). Czasteczki lateksu
oplaszczal on wyciagiem z bydlecej tkanki bia-
Yaczkowe]j. Sposrod szeregu publikacji, ktére sie
pojawily na temat tego odczynu, na uwage za-
stuguje doniesienie Egorovej i Prituly (2). Auto-
rzy ci stwierdzili, ze w bialaczkowych stadach
dodatnie wyniki testu wykazuje 17—67% pogto-
wia, podczas gdy w stadach wolnych od tej
choroby omawiany odsetek pozostaje w grani-
cach 0—5%. Podobne wyniki uzyskal w RFN
Schmidt (18), jednakze wykazal on nieswoisty
dla bialaczki charakter tego odczynu.

Dopiero Miller i wsp. (10) w USA uzyskali
w hodowli limfocytow z krwi chorego na bia-
laczke bydla intensywng replikacje wirusa bia-
faczki bydla, co pozwolilo na sporzadzenie bar-
dziej stezonych wyciggéow antygenowych. Wy-
ciggi te w odczynie immunodyfuzji reagowaly
z surowicami zwierzat wykazujacych hematolo-
giczne lub kliniczne objawy bialaczki oraz z su-
rowicami owiec zakazonych doswiadczalnie wi-
rusem biataczki bydlecej. Ujemne wyniki od-
czynu uzyskano natomiast przy uzyciu surowic
bydla ze stad wolnych od bialaczki oraz suro-
wic zwierzat wykazujacych sporadyczng postac
choroby (11). Odczyn immunodyfuzji w Zzelu
agarozowym lub agarowym znalazl zastosowa-
nie w szeregu osrodkow naukowych zajmuja-
cych sie bialaczka bydla, przy czym poszcze-
gbélni badacze wprowadzali modyfikacje w me-
todzie przygotowania antygenu oraz w technice
wykonania odczynu. Przedmiotem prac byla
rowniez chemiczna charakterystyka antygenow.
7 czasteczek wirusa udato sie wyodrebnié kilka
biatek o antygenowym charakterze a mianowi-
cie: polipeptyd o ciezarze czasteczkowym 24 000,
inny polipeptyd o ciezarze 12 800—15 500 oraz
glikoproteid o ciezarze 60 000 daltonéw (7, 8,
13).

Do rozpoznawania bialaczki bydla zastosowa-
no réwniez z powodzeniem odczyn wigzania do-
pelniacza (12). Odeczyn ten pozwala na szybkie
sprawdzenie obecnosci wirusa w hodowlach ko-
morkowych, a takze na wykrycie swoistych
przeciwcial w surowicach podejrzanych o za-
kazenie lub chorych zwierzat. Samo wykonanie
odczynu nie odbiega od ogolnie przyjetego
wzoru. Przy badaniu surowic bydlecych okazuje
sie jednak niezbedne wuzZzywanie dopelniacza
$winki morskiej z 5% dodatkiem nieinaktywo-
wanej surowicy bydlece] oraz zastosowanie oko-
1o 18-godzinnej inkubacji odczynu. W przypad-
ku badania surowic owczych wystarcza inku-
bacja 2-godzinna. Totez do okres$lania zakazenia
hodowli komoérek szczegolnie nadaje sie surowi-
ca owiec do$wiadczalnie zakazonych omawia-
nym wirusem. Odczyn wigzania dopelniacza
podobnie jak odezyn immunodyfuzji rozpow-
szechnil sie w licznych osérodkach badawczych
zajmujacych sie bialaczka bydla.

Préby zastosowania odczynéw immunofluo-
rescencyjnych do badan nad omawiang chorobg
czynit juz Tolle w 1961 r. (20). Do sporzadzania
preparatow uzywal on $wiezych tkanek z bydia
chorego na bialaczke lub z myszy, ktére probo-
wano zakazi¢ komérkowym materiatem biatacz-
ki bydlecej. U myszy tych uzyskano rozwoj bli-
zej niezidentyfikowanych proliferacji tkanki
limfatycznej, dajacych sie przeszczepiaé¢ na inne
zwierzeta. Posredni odczyn fluoryzujacych prze-
ciwcial z uzyciem surowic chorych na bialaczke
krow wykazywat w preparatach ogniska flu-
orescencji, znajdujace sie nie tylko w limfocy-
tach, lecz réwniez w osoczu krwi wzglednie
w plynach tkankowych oraz w czerwonych
krwinkach. W $wietle pdZniejszych prac, uzy-
skane przez Tollego wyniki nalezy uznaé za
nieswoiste dla omawianej choroby. Przeniesie-
nie procesu bialaczkowego z krowy na mysz
wydaje sie bardzo malo prawdopodobne, a opi-
sany obraz fluorescencji nie znalazl potwierdze-
nia w pdzniejszych badaniach.

Swoisty dla wirusa bialaczki bydlecej odczyn
immunofluorescencyjny udalo sig uzyskac¢ do-
piero 11 lat pozniej Ferrerowi i wsp. (4). W ba-
daniach tych zastosowano zaréwno bezposred-
nia jak 1 posrednig technike odczynu. Inten-
sywnie fluoryzowata zardédz komorek z krotko-
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trwalych hodowli limfocytéw krwi bialaczko-
wych zwierzat, jak réwniez zarédz komorek
biataczki bydlecej, utrzymywanych w hodowli
w licznych pasazach. Ressang i wsp. (17) do
immunofluorescencyjnego wykrywania przeciw-
cial w surowicach krwi uzy wali linii komorko-
wej, wykazujgcej jednowarstwowy charakter
wzrostu w hodowli i stale produkujgcej wirus
bialaczki. Linie¢ te uzyskano droga kokultywacji
komorek pluc plodu bydlecego z llmfr)cwtaml
krwi Chull__] na bialaczke krowy. Preparatow do
odezynu nie przygotowywano poprzez nanosze-
nie zawiesiny wyhodowonych juz komorek na
szkielka mikroskopowe, jak to ma miejsce przy
hodowli limfocytéw w zawiesinie, lecz komorki
pokrywaly powierzchnie tych szkietek, namna~
zajac sig w trakcie hodowania. Uzyskany w
tych warunkach obraz fluorescencyjny byl ana-
logiczny, jak w odczynach opisanych przez Fer-
rera i wsp.

Z innych technik immunofluorescencyjnych,
uzytych w badaniach nad bialaczkg bydla, na
uwage zasluguje odczyn wykonywany w zawie-
sinie zywych komoérek. Badania przy uzyciu tej
metody przeprowadzila Egorova (1), uzyskujac
zadowalajace wyniki.

Zdaniem autoréw zachodnioniemieckich (6)
najczulszym testem Jimmunofluorescencyjnym
w diagnostyce bialaczki bydla jest odczyn z uzy-
ciem konjugatu przeciw dopelniaczowi surowi-
cy czlowieka. W metodzie tej, bedacej szczegdl-
ng postacig odczynu podredniego, na preparat
szkielkowy z badanymi komorkami nakrapla sie
kolejno: inaktywowang surowice bydlecg zawie-
rajagcg przeciwciala przeciw wirusowi biataczki
bydla, nastepnie $wiezg surowice czlowieka i na
koniec wyzej wymieniony konjugat. Obraz flu-
orescencyjny uzyskany w ten sposdb jest po-
dobny, jak w zwyczajnym odczynie posrednim.

Przeprowadzono réwniez udane proby zasto-
sowania do diagnostyki omawianej choroby po-
$redniego odezynu immunoperoksydazowego
(17). Odeczyn ten jest podobny do posredniego
odczynu immunofluorescencyjnego. Poniewaz
konjugat nie zawiera tutaj fluorochromu lecz
peroksydaze, dajgca sie potem swoiscie wybar-
wia¢, badania przy uzyciu tej metody mozna
prowadzi¢ w jasnym polu zwyczajnego mikro-
skopu.

Ocena serologicznej metody rozpoznawania bia-
laczki bydla oraz poszczegélnych technik ba-
dawczych

Badania wykazaly, ze wystepowanie swois-
tych przeciwecial przeciw wirusowi biatacz-
ki bydlecej w surowicy zwierzat jest wskaz-
nikiem aktualnie istniejgcego zakazenia tym
wirusem. Wielu badaczy stwierdzito, ze w
hodowli limfocytow serologicznie dodatnich
zwierzat z reguly mozna wykazaé obecnos¢ on-
kornawirusa, podczas gdy zwierzeta reagujace
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ujemnie sg wolne od zakazenia. Wedlug wyni-
koéw uzyskanych przez Ferrera i wsp. (5) zgod-
nos¢ miedzy dodatnimi odczynami immunoflu-
crescencyjnymi a dodatnimi wynikami badania
wirusclogicznego osiaga 90%. Badanie serolo-
giczne daje dodatnie wyniki niemal we wszyst-
kich klinicznych przypadkach bialaczki bydia
za wyjatkiem zachorowan mlodych zwierzat za-
liczanych do sporadycznej postaci choroby. U
bydla z bialaczkowych stad dodatnie odczyny
serologiczne wystepuja nie tylko u przewazaja-
cej wiekszosci zwierzat z przewlekla limfocyto-
73, lecz rowniez u niektoéorych sztuk nie wykazu-
jacych jakichkolwiek objawéw choroby.

Pdulsen i wsp. (16) postugujac sig testem im-
munodyfuzji w zelu stwierdzili w bialaczkowym
stadzie bydla 92% dodatnich wynikow wsréod
cztuk z przewlekla limfocytoza, a 19% u zwie-
rzat hematologicznie ujemnych. Parodi i wsp.
(159) w analogicznej sytuacji wykazali odczynem
wigzania dopelniacza 74,5% dodatnich wynikéw
u sztuk hematologicznie dodatnich, 54% u po-
dejrzanych a 25% u sztuk z prawidlowym obra-
zem krwi. Ferrer i wsp. (3) w czterech dotknie-
tych bialaczks stadach bydla stwierdzili posred-
nim odeczynem immunofluorescencyjnym obec-
nos¢ swoistych przeciwcial w surowicy u 80—
100% sztuk z limfocytoza oraz u 25—76% zwie-
rzat z prawidlowym poziomem limfocytow.

Ressang i wsp. (17) przeprowadzili pordéw-
nawcze badania serologiczne w grupie bydla li-
czacej 516 sztuk, wsréd ktorych limfocytoze wy-
kazywato okoto 4% zwierzat. Odczynem immu-
nodyfuzji w zelu wykazano 8,5% dodatnich wy-
nikow, odczynem wigzania dopehniacza 9%, pos-
rednim  odczynem dimmunoperoksydazowym
11,2%, a posrednim odczynem immunofluores-
cencyjnym 13%. Jak wida¢, mikroskopowe testy
diagnostyczne oparte na znakowanych przeciw-
cialach wykazujg wiekszg czulo§é niz inne. Nie
mozna jednakze ograniczy¢ sie wylgcznie do
tych metod. Do badania jednorodnosci i tozsa-
mosel serologicznej preparatéw antygenowych,
zwlaszcza polipeptydow i glikoproteidéw, bar-
dziej odpowiedni jest odczyn immunodyfuzji w
zelu.

Zaletg metod serologicznych jest nie tylko
duza swoisto$é 1 czutose, lecz rowniez zdolnosé
wezesnego wykrywania choroby, poniewaz prze-
ciwciala zwykle pojawiajg sie 2-—3 miesigce po
zakazeniu (13). Réwniez w czasie remisji zmian
klinicznych i hematologicznych moze utrzymy-
waé sie wysokie miano przeciwcial (4).

Wykorzystanie metod serologicznych w rutyno-
wej diagnostyce i w badaniach naukowych

Serologiczne rozpoznawanie bialaczki bydla
w niektérych panstwach jest juz wykorzysty-
wane w praktyce. Serologiczne odczyny, dzigki
zaletom przedstawionym w poprzednim rozdzia-
le, stanowig cenne uzupelnienie morfologicznych
badan krwi zwlaszcza przy rozpoznawaniu cho-
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roby u poszczegolnych zwierzat. Metody te po-
winny zabezpieczy¢ prawidlowy z epizootiolo-
gicznego punktu widzenia obrét zwierzetami w
skali krajowej 1 miedzypanstwowej. Nadto
uwalnianie stad od bialaczki w oparciu o meto-
dy serologiczne powinno by¢ latwiejsze i sku-
teczniejsze, poniewaz zostanie mnie tylko uscislo-
na selekcja wsréd dorostego poglowia, lecz réw-
niez mozna bedzie ze stad eliminowaé zakazona
mlodziez.

Metody serologiczne stwarzaja nadto nowe
mozliwosci w badaniach nad bialaczka bydta,
zwlaszeza jej etiologia, patogeneza, epizootiolo-
gia czy nawet epidemiologig. Prace doswiadczal-
ne, w ktoérych podaje sie zwierzetom wirus bia-
taczki bydlecej pozwalajg na wykazanie za-
kazenia przy uzyciu metod hematologicznych
po uplywie przynajmniej 2—3 lat. Natomiast
metody serologiczne mogg dostarczy¢ analogicz-
nych informacji po uplywie paru miesiecy.

Sporny problem mozliwosci zakazenia réznych
gatunkow zwierzat bydlecym wirusem bialaczki
zostal w znacznym stopniu wyjasniony dzieki
metodom serologicznym. Okazalo sie, ze nie tyl-
ko bydlo, lecz réwniez owce i kozy reagujg na
wprowadzenie wirusa produkejg swoistych prze-
ciwcial, co jest wskaznikiem zaistnialego zaka-
zenia. O zakazeniu tych zwierzat swiadczy réw-
niez obecno$¢ czgsteczek onkornawirusa w ho-
dowlach limfocytéw z ich krwi oraz rozwijanie
sie u niektérych sztuk klinicznego obrazu cho-
roby. Olson i Baumgartener (14) podawali wirus
bialaczki bydlecej myszom, $winkom morskim,
szezurom, chomikom, kotom, S$winiom, psom
oraz ptakom nie stwierdzajac pojawienia sig¢ u
tych zwierzat swoistych przeciwcial. Dlatego
niespodziankg bylo stwierdzenie swoistych prze-
ciwcial po do$wiadczalnym podaniu szympan-
som wirusa biataczki bydlecej (21). Badania wi-
rusologiczne nie wykazaly jednak replikacji
czynnika zakaZnego w organizmie tych zwie-
rzat, a wyniki badan hematologicznych i Kkli-
nicznych pozostawaly w granicach mnormy.
Przeprowadzone badania nie wykazaly zatem
zakazenia si¢ malp bydlecym onkornawirusem.
Van Der Maaten i Miller (21) na podstawie prac
wilasnych i innych badaczy stwierdzili, ze do-
tychczasowe badania serologiczne ludzi nie wy-
kazaly przeciwcial reagujacych z antygenami
wirusa biataczki bydlecej, co moze by¢ uwazane
za wskaznik odrebnosci etiologicznej bialaczek
ludzi i bydta.

Metody serologiczne stanowig niewatpliwie
dalszy krok w doskonaleniu rozpoznawania bia-
taczki bydla. Ostateczna ocena diagnostycznej
warto$ei tych metod nie zostala jeszcze dokona-
na. Rézne odezyny serologiczne daja w pewnym
odsetku sprzeczne wyniki. Badania serologiczne
sg nadto znacznie kosztowniejsze od badan he-
matologicznych. Dlatego tez nie trzeba sie spo-
dziewaé¢ rychlego zmierzchu morfologicznych
badan krwi. Badania te wspierane metodami se-

rologicznymi bedg nadal podstawowym testem

rozpoznawczym, stuzacym do epizootiologicznej

oceny stad.

Pismiennictwo

1. Egorovae W. D.: Dokl. Akad, Nauk SSSR 30, 1974 (8).

2. Egorova W. D., Pritula L. M.: Veterinarija, Moskwa 30,
1957 (4).

3., Ferrer J. F., Abt D. A., Bhatt D,
Cancer Res, 34, 893, 1974.

4. Ferrer J. F., Avila L., Stock N. D.: Cancer Res. 32, 1844,
1972,

5. Ferrer J. F., Bhatt D. M., Abt. D. A. Marshak R. R,
Baliga V. L.: Cornell Vet. 63, 527, 1973.

6. Frenzel B., Mussgay M., Schneider L. G., Straub O. C.:
Zentbl. Vet. Med. B. 22, 519, 1975.

7. Gilden R. V. Long C. W. Hanson M. Tont R. Chap-

man M. P, Oroszlan S., Miller J. M., Van Der Maaten
M. J.: J. gen. Virol, 29, 303, 1973.

3. Kaaden O. R., Dietzschold B., Frenzel B., Mussgay M.,
Seraub O. C., Weiland F.: Vet, Microbjiol. 1, 121, 1976.

9. Lehnert LE.: Berl. Munch, tierfrztl. Wschr. 77, 113, 1964.

10. Miller J. M., Miller L. D., Olson C., Gillette K. G.: J.
natn. Cancer Inst. 43, 1297, 1989.

11, Miller J. M., Oison C.: J. natn, Cancer Inst. 49 1459, 1972,

12, Miller J. M., Van Der Maaten M. J.: J. natn. Cancer Inst.
53, 1699, 1974,

13. Milter J. M., Van Der Maaten M. J.: Vet. Microbiol. 1,
193, 1976.

14, Olson C., Baumgartener L. E.: Comp. Leukemia Res. 1975,
Bibl. haemat. no. 43, 255, 1978.

15. Parodi A. L., Levy D., Guillemain B.,
O!lf. int. Epizoot. 85, 273, 1976.

16. Paulsen J.,, Kuwilsky S., Schliesser Th.: Zentbl. Vet. Med.
B. 20, 696, 1973.

17. Ressang A. A. Ellens D. J.,
Miller J. M., Van Der Maaten K. J.:
B. 23, 566, 1976.

18, Schmidt F. W.: Zentbl. Vet. Med. B. 15, 174, 1968.

19. Schwerdt H.: Versuche iliber die Brauchbarkeit der Prézi-
pitationsreaction zur Diagnose der Rinderleukose. Praca
doktorska. Tierdrztl, Hochschule. Hannover 1963.

29, Tolle A.: Dt. tierdrztl. Wschr. 68, 193, 1961.

21. Van Der Maaten M. J., Miller J. M.: Vet.
351, 1976.

Adres autora: prof. dr Marian Grundboeck, ul. 22 Lipca 3
m, 13, 24-100 Pulawy.

M., Marshak R. R.:

Irgens K.: Bull

Mastenbrock N., Quak J.,
Zentbl. Vet. Med.

Microbiol. 1,

RIVETZ B., BOGIN E., HORSTEIN K., MERDINGER
M.: Zmiany biechemiczne w surowicy krwi u kur w
przebiegu zakazenia szczepami wirusa choroby New-
castle o roznej zjadliwosci. Zmiany w bialkach surewi-
¢y, kwasie moczowym, lipidach i elektrolitach. (Bio-
c¢hemical changes in fowl serum during infection with
strains of Newcastle disease virus of differing viru-
lence. Changes in serum proteins, uric acid, lipids and
electrolytes). Res. vet. Sci. 22, 185—191, 1977 (3).

Kurczeta w wieku 5—6 tygodni rasy Leghorn-New
Hampshire zakazono domies$niowo w dawce 102 EIDsp
lentogenicznym  szczepem LaSota, mezogenicznym
szezepem Vineland-Izrael 3089 wzglednie welogenicz~
nym szczepem Izrael 1967, Prébki krwi pobierano z ser-
ca przed zakazeniem i w okresie 10 dni po zakazeniu.
W surowicy krwi oznaczono zawartosé biatka caltkowi-
tego, albumin, globulin, kwasu moczowego, lipidow,
cholesterolu, wapnia, magnezu, sodu i potasu. U kur-
czat zakazonych szexepem welogenicznym poziom bial-
ka calkowitego i alburnin obnizal sis o 20%, lipidéw
o 46%, cholesterolu o 21% po 48 godz. po zakareniu. Jed-
noczes$nie wystepowal istotny wzrost poziornu kwasu
moczowego w surowicy (61%) po 72 godz po zakazeniu.
Badane parametry nie zmicnialy sie w sposdb istotny
w surowicy kurczat zakazonych szezepem mezogenicz-
nym wirusa choroby Newcastle. U kurczat zakazonych
szczepem lentogenicznym wzraslata zawartosé chole-
sterolu i kwasu moczowego, Maksymalne wartosc! tych
skladnikéw notowano vo 48 godz, po zakazeniu. U
wszystkich zakazonych ptakéw poziom potasu w surc-~
wicy spadal, przy czym po zalkazeniu szezepem mezo-
genicznym lub lentogenicznym wymnosit on 31% po 72
godz. po zakazeniu.
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