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Serologiczno diognostyko enzootycznej biotoczki bydło

Z Pracowni Patologii Komórl(owej

Zastosowanie różnych odczynów serologicznych

Próby serologicznego rozpoznawania białacz-
ki bydła czynione były od szeregu 1at, Schwerdt
(19) w 1963 r, używał do tego celu odczynu pre-
cypLitacji posługując się jako antygenem wycią-
gami z białaczkowo zmienionych bydlęcych wę-
złów chłonnych. Pró,by te, niestety nie dały po-
zytywnych wyników. Wielk.ie nadzieje wiązano
później z odczynem lateksowym, który po raz
pierwszy do rozpoznawania białaczki bydła usi-
łował zastosować Lehnert (9). Cząsteczki lateksu
opłaszczał on wyciągiem z by,dlęcej tkanki bia-
łaczkowej. Spośród szeregu publikacji, które się
pojawiły na temat tego odczynu, na uwagę za-
sł.uguje doniesienie Egorovej i Prituły (2). Auto-
rzy ci stwierdzild, ze w b'iałaczkowych stadach
dodatnie wyniki testu wykazuje 17-67% pogło-
wia, podczas gdy w stadach wolnych od tej
choroby omawiany odsetek pozostaje w grani-
cach 0-50/o. Podobne wyniki uzyskał w RFN
Schmidt (18), jednakże wykazał on nieswoisty
dla białaczki charakter tego ,odczynu,

Dopiero Miller i wsp. (10) w USA uzyskali
w hodowii limfocytów z krwi chorego na bia-
łaczkę bydła intensywną reptrikację wirusa bia-
łaCZkt bydła, ,co pozwoliło na sporządzenie bar-
dziej stężonych wyciągów antygenowych. Wy-
ciąg,i te w odczynie immunodyfuzji reagowały
z surowicami zwierząt wykazujących hematolo-
giczne lub k]iniczne objawy białaczki otaz z su-
rowicami owiec zakazo,ny,ch doświadczalnie wi-
Iusem b,iałaczki bydlęcej, Ujemne wyniki od-
czynu uzyskano natom,iast przy użyciu surowic
bydła ze stad wolnych od białaczk;i oraz suro-
wic zwierząt wykazujących sporadyczną postać
choroby (11). Odczyn immtmodyfuzji w zelu
agarozowym lub agarowym znalazł zastosowa-
nie w szeregu ośrodków naukowych zajmują-
cych się białaczką bydła, przy czym poszcze-
gólni badacze wprowadzali modyfikacje w me-
todzlie przygotowania antygenu oTaz w technice
wvkonania odczynu. Przedmiotem prac była
równi,eż chem,iczna charakterystyka antygenów.
Z cząsteczek wirusa udało się wyodrębnić kilka
białek o antygenowym charakŁerze a mianowi-
cie: polipeptyd o ciężarze cząsteczkowym 24 000,
inny polipeptyd o ciężarze 12 800-15 500 ,oraz
glikoproteid o ciężarze 60 000 daltonów (7, B,
1 3),
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Do rozpoznawania ,białaczki bydła zastosowa-
no również z powodzeniem odczyn wiązania do-
pełniacza (12). Odczyn ten pozwala na szybkie
sprawdzenie ob,ecności wirusa w hodowlach ko-
mórkowych, a także na wykrycie swoistych
przeciwciał w surowicach podejrzanych o za-
kazenie lub chorych zwierząt. Samo wykonanie
odczynu nie odbiega od ogólnie przyjętego
wzoru. Przy badaniu surowic bydlęcych okazuje
się jednak niezbędrre używanie dopeŁniacza
świnki morskiej z 59o dodatkiem nieinaktywo-
wanej surowicy bydlęcej oraz zastoscwanie oko-
ło 1B-godzinnej inkubacjli odczynu, W przypad-
ku badania surowic owczych wystarcza inku-
bacja 2-godzinna. Toteż do okreśIan^ia zakażenia
hodowli komórek szczególnie nadaje się surowi-
ca owiec doświadczalnie zakażonych omawia-
nym wirusem. Odczyn wiązania dopełniacza
podobn,ie jak odczyn imrnunodyfuzji rozpow-
szechn,ił się w licznych ośrodkach badawczych
zajmujących się białaczką bydła.

Próby zastosowania o,dczynów immunof]uo-
rescencyjnych do badań nad omawianą chorobą
czyntł już Tolle w 1961 r. (20). Do sp,orządzania
preparatów ,uzywał on świeżych tkanel< z bydła
chorego na białaczkę lub z myszy, które próbo-
wano zakazić komórkowym mateniałem białacz-
ki bydlęcej. U myszy tych uzyskano rozwój bli-
żej ni,ezidentyfikowanych proliferacji tkanki
l,imfatycznej, daj ących się przeszczepiać na,inne
zw ier zęta. P o śre dni o dczyn fJ.uoryzuj ących prze-
ciwciał z.jrzyciem surowic chorych na białaczkę
krów wykazywał w preparatach ogniska flu-
orescencji, znajdujące się ,nie tylko w limfocy-
tach, lecz równiez w osoczu krwi względnie
w płynach tkankowych oraz w czerwonych
krwinkach. W świetle późniejszych prac, uzy-
skane przez Tollego wynik,i należy uznać za
nieswoiste dla omawianej choroby. Przeniesie-
nie procesu białaczkowego z krowy na mysz
wydaje się bardzo mało prawdopodobne, a op,i-
sany obraz fluorescencji ,nie znalazł potwierdze-
nia w późniejszych badaniach.

Swoisty dla wirusa białaczki bydlęcej odczyn
i.rnmunofluorescencyjny udało się uzyskać do-
piero 11 1at później Fe,rr,er.owi i wsp. (a). W ba-
daniach tych zastosowano zarówno bezpośred-
nią jak i pośrednią technikę odczynu, Inten-
sywnie fluoryzowała zaródź komórek z krótko-
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trwałych hodowli limfocytów krwi białaczko-
wych zw,ierząt, jak równiez zatódź komórek
białaczki bydlęcej,
w licznych pasaża
immunof]uol]escenc
ciał w surowicach
wej, wykazującej jednowarstwowy charakter

nie zawiesiny wyhodowonych juz komórek na
szkiełka mikroskopowe, jak to ma miejsce przy
hodorvli limfocytów w zawiesinie, lecz komórlki
pokrywały powierzchnię tych szkiełek, namna-
zając się rv trakcie hodowania, Uzyskany w
tych warunkach obraz fluorescencyjny był ana-
logiczny. jak w cdczynach opisanych przez Fer-
re]]a r wsp.

Z innych technik immunofluorescencyjnych,
uzytych r,v bad.aniach naC btałaczką bydła, na
uwagę zasługtrje odczyn wykonywany w zawie-
sinie żywych komórek. Badania p,rzy uzyciu tej
metody przeprowadziła Egorova (1), uzyskując
zadowalającc wyniki.

Zdaniem autorów zachodrlioniemieckich (6)
najczulszym testem jmmunofluorescencyjnym
w diagnostyce białaczki bydła jest odczyn z uży-
ciem konjugatu przeciw d,opełniaczowi surowi-
cy człowieka. W metodzie tej, będącej szczegóI-
ną postacią ,odczynu pośredniego, na preparat
szkiełkowy z badanymi komórkami nakrapla się
kolejno: inaktywowaną surowicę bydlęcą zawie-
rającą przeciwciała przecri,w wirusowi białaczki
bydła, następnie świezą surowicę człowieka i na
koniec wyżej wymieniony konjugat. Obraz flu-
orescencyjny uzyskany w ten sposób jest po-
dobny, jak w zwyczaj,nym odczynie pośrednim.

Przeprowadzono również udane próby zasIo-
sowania do diagnostyki omawlanej choroby po-
średniego odczynu immrmoperoksydazowego
(17). Odczyn ten jest podobny do pośredniego
odczynu immunofluorescencyjnego. Ponieważ
konjugat nie zawiera tutaj fluorochromu lecz
peroksydazę, dającą się potem swoiśc,d,,e wyibar-
wiać, badania przy uzyciu tej rnetody można
prowadzić w jasnym polu zwyczajn,ego m,ikro-
skopu.

Ocena ser<llogicznej metody rozpoznawania bia-
łaczki bydła oraz po§zczególnych technik ba-

dawczych

Badania wykazały, że występowanie swois-
tych przeciwciał przeciw winus,owi bial,a,cz-
ki bydlęcej w surowicy zwterząt jest wskaź-
nikiem aktualnie istniejącego zakażenia tym
winusem. Wielu badaczy stwierdz]iło, że w
hodowli limfocytów serologicznie dodatnich
zwierząt z reguły można wykazać obecność on-
kornawirusa, podczas gdy zwierzęta reagujące
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ujemnie są wolne od zakażenia. Według wyni-
ków uzyskanych przez Ferrera i wsp. (5) zgod-
ność między do,datnimi odczynami immunoflu-
orescencyjnymi a dodatnimi wynikani badania
wirusoIogi,cznego osiąga 907o. Badanie ser,o1o-
giczne daje Codatnie wyniki ni,emal we \M§zyst-
kich klinicznyc}r przypadkach białaczki bydła
za wyjątki,em zachorowań młodych zwierząt za-
Iiczanych do sporadycznej postaci chor,oby. U
bydła z białaczkowych stad dodatnie odczyny
serologiczne występują nie tylko u przeważalą-
cej większości zwierząt z przewlekłą limfocyto-
zą, Iecz r-ówniez u niektórych szŁuk nie wykazu-
jących jakichkolwiek objawów choroby,

Pdulsen i wsp. (16) posługując się testem im-
munodyf uzjii w zelu stwierdzili -"v białaczkowym
stadzie bydła 920/o dodatnich wyników wśród
slztuk z przewlekłą limfocytozą, a 19% u zwie-
rząt hematologicznie ujemnych. Parodi i wsp.
(15) w anatrogicznej sytuacji wykazali odczynem
wiązania dopełiriacza 74,5% dodatnich wyników
u sztuk hematologicznie dodatnich, 540/o u po-
dejrzanych a 25oh u sztuk z prawidłowy{n obra-
zem krwi. Ferrer i wsp. (3) w czterech dotknię-
tych białaczką stadach bydła stwi,erdzili pośred-
nim odczynem immunofltloresc,encyjnym ob,ec-
nośc swoistych przeciwciał w surowicy u 80-
1000/o sztuk z limfocytozą oraz u 25-760lo zwie-
rząt z prawidłowym poziomem limfocytów.

Ressang i wsp. (17) przepr,owa,dzili porów-
nawcze badania serolog,iczne w grupie bydła Ii-
czącej 516 sztuk, wśród których limfocytozę wy-
kazywało około 40l'o zwierząt. Odczyrrem immu-
nodyfuzji w zelu wykazano B,57o dodatnich wy-
ników, odczynem wiązania dopełniacza 99o, poś-
recinim odczynem limmunoperoksydazowyrn
1,I,2010, a pośrednim odczynem immunofluores-
cencyjnym 137o. Jak widać, mikroskopowe testy
diagnostyczne oparte na znakowanych przeciw-
ciałach rvykazują większą czułość niż inne. Nie
mozna jednakze ograniczyć się wyłącznie do
tych metod. Do badania jednorodności i tożsa-
mośoi serologicznej preparatów antygenowych,
zwłaszcza polipeptydów i glikoproteidów, bar-
dziej odpou,iedni jest odczyn immunodyfuzji w
żelu.

ZaLetą metod serologicznych jest nie tylko
duza swoistość i czułośc, 1ecz również zdolność
w-czesnego wykrywania chor,oby, ponieważ prze-
ciwciała zwykle pojawiają s,ię 2.---3 miesiące po
zakazen,iu (13). Również w czasie remisji zmian
klinicznych i hematologicznych może utrzymy-
wać się wysokie miano przeciwciał (4).

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

Serologiczne rozpoznawanie białaczki bydła
w niektórych państwach jest już wykorzysty-
wane ,w praktyce, Serologiczne odczyny, dzięki
zaletom przedstawionym w poprzednim rozdzia-
le, stanowią cenne uzupełnienie morfolog iczny ch
badań krwi zwłaszcza przy rozpozrlawaniu cho-



Nr9 MEDYCYNA WETERYNARYJNA ROK XXXIII

roby u poszczególnych zwie,"ząt. Metody te po-
winny zabezpieczyć prawidłowy z epizootiolo-
gicznego punktu widzenia obrót zwierzętami w
skali krajowej i międzypaństwowej, Nadto
uwalnianie stad od białaczki w oparciu o meto-
dy serologicz,ne powinrro być łatw,iejsze i sku-
teczniejsze, poniewź zostanie nie tylko uściślo-
na selekcja wśród dorosłego pogłowia, lecz rów-
nież możlra będzie ze stad eliminować zakażoną
młodzteż.

Metody serologiczne stwarzają nadto nowe
mozliwości w badaniach nad białaczką by,dła,
z:właszcza jej etiologią, patogenezą, epizootiolo-
gią czy nawet epidemiologią. Prace doświadcza]-
ne, w których podaje się zwierzętom wirus bia-
łaczkl bydlęcej pozwalają na wykazani]e ża-
kazenia przy użyci,tr metod hematologicznych
po upływie przynajmniej 2-3 lat. Natomiast
nretody serologiczne mogą dostarczyć analogicz-
nych informacji po upływie paru miesięcy.

Sporny problem możIiwości zakażenia różnych
gatu,nków zw ierząt,bydlęcym wirus€m białaczki
został w zĄacznym stopniu wyjasniony dzięki
nreto,dom serologicznym. Okazało się, że nie tyI-
ko by,d19, Iecz również orvce i kozy reagują na
rvprorvadzenie wirusa produkcją swoistych prze-
ciwciał, co jest' wskaźnikiem zaistniałego zaka-
zenia. O zakażeniu tych zwierząt świadczy rów-
ni,ez obecrność cząsteczek onkornawirusa w ho-
dowlach limfocytów z ich krwi oraz rozwijanie
się u niektórych sztuk klinicznego obrazu cho-
roby. Olson i Baumgartener (14) podawali wirus
białaczki bydlęcej myszom, świnkom morskim,
szczurom, chornikom, kotom, świniom, psom
oraz ptakom nie stwierdzając pojawienia się u
tych zwierząt swoistych przeciwciał. Dlatego
niespodzianką było stwierdzenie swoistych prze-
ciwcial po doświadczalnym podaniu szyrnpan-
som vyirusa biafaczki bydlęcej (21). Badania wi-
rusologiczne nie wykazały jedrrak replikacji
czynnika zakaźnego w organiźmie ty_ch zwie-
rząt, a wyniki badań hematologicznych i kti-
nicznych pozostawały w granicach normy.
Przeprowadzone badania nie wykazały zatem
zakażenia się małp bydlęcym onkornawirusem.
Van Der Maaten i Miller (21) na podstawie prac
własnych i innych badaczy stwierdzili, że do-
tychczasovłe badania serologiczne Iudzi nie wy-
kazały przeciwciał reagujących z antygenami
r,virusa białaczki bydlęcej, co może być uważane
za wskaźrrik odrębności etiologicznej białaczek
ludzi i bydla.

Metody serologiczne stanowią niewątpliwie
dalszy krok rv doskonaleniu rozpoznawania bia-
łaczki bydła. Ostateczna ocena diagnostycznej
wartości tych metod nie została jeszcze dokona-
na. Rózne ,odczyny serolog,iczne dają w pe\,r/nym
odsetku sprz€czne wyniki. Badania serologiczne
są nadto znacznie kosztowni,ejsze od ;badań he-
matologicznych. Dlatego też nie trzeba się spo-
dziewać rychłego zmierzchu morfologicznych
badań krwi. Badania te wspierane metodami se-

lologicznymi będą nadal godstawowym testenr
rozpoznawczym, służącym do epżootiologicznej
oceny stad,
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RIvETz B., BOGIN E., HoR§TEIhI K., MERDINGER
IlI.: Zmiany biochemiczne w surowicy lrrwi u lrur w
przeiriegu zakażenia szczepami wirusa choroby New-
castie o różnej zjatlliwości. Zmiarry w bialkach surowi-
cy, kwasie mocuslvym, lipitlach i elektrolitach. (tsio-
ehemical changes in fo"łl serum during infection rvith
strains of Newcastle disease virus of differing viru-
łence. Changes in serum proteins, uric acid, lipicls antt
electrolytes)" Res. vet. Sci. 22, 185-191, 197? (3).

Kurczęta rr, ,wie]<lt 5-6 tyEodni rasy Leghclrn-New
Hatrrpshire zakażono domięśniouro rt, darvce 103 EIDso
lentogslicznytn szczepem LaSota, mezogenicznym
ś2c;zepem Vineland-IzraeI 30tJ9 wzglęclnie rve)ogeriic:z-
nyrn szczepem Izrael 1967. Prób]ci lcrwi pobierano z s4r-
ca pl,zed zakażenienr i łv okresie 10 dni po zakażeniu-.
Vv' surowicy krl,vi oznaczono zawartcść białlia całkowi-
tep,o, albumin, globulin, liwasu mocziJ\Ą,,ego, )ipiCtil,v,
cl-tc-,lcsterolu, r,,,aprria, fiIagnezu. sodu i potasu, U 1iur'-
cz:lt zakażonych szczcpcm rvelogenicznym pozicrn biał-
ka całkowitego i alburnin obniżał sie o 200/o, Iipidów
o 160/o, cholesteroiu o 210/o ilo 4B godz. po zakażeniu, Jed-
noi:ześnie występorvał istotn;l rvzrost pozionru l<rvasu
rnoczowego lv surowicy (610ń) po 72 goCz. pio r:akażsrriu.
Badane pal,ametly nie zmieiriały sie rv spcsób istottr5z
w surorvicy kurcząt zakażonych szczcpelTl r,ltc,logenicz-
nym lvirusa choroby Nevrcasile. U lrurcząi zakażcn5,a|
szczepen-l 1entogenicznyin wzrastala zarr.łrrtcść chole-
stelolu i l<wesu moczowego, ia,,f..Lks5,ilą16. v,,ar'iości tych
sl-;ładnikór,v rroLc,ł,§no 1;c 48 godz, po zakażelliu. U
rv;zystl<ich zakażonycll piakórv poziorn potasu w su]]o-
wicy spaCal, pfzy c7,yn1 po zalłażeniu szćzepern mezo-
senicznylTt lub lentogenici:nl,p w5,nosil on 3J.i! po ?2
godz. po zakażeniu,
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