Nr 2

MEDYCYNA WETERYNARYJNA

. el K

TADEUSZ FRYMUS

Analiza immunoelekiroforetyczna surowicy krwi
kréw chorych na biataczke

Z Instytutu Fizjologil Zwierzat Wydzialu Weterynaryjinego AR w Warszawie

Przezyciowe rozpoznawanie bialaczki lim-
fatycznej bydia, a zwlaszcza jej wczesnej pos-
taci, opiera sie dzi§ praktycznie jedynie na ob-
liczeniu ilosci leukocytéw oraz procentu limfo-
cytow we krwi obwodowej zwierzat. Interpre-
tacja tych wynikéw nastrecza jednak pewne
trudnosci. Istnieje bowiem kilka tzw. kluczy
biataczkowych, wedlug ktoérych oceniane wyni-
ki badania hematologicznego niejednokrotnie
nie pokrywajg sie ze sobg (9). Stosunkowo czes-
to wystepuje réowniez u bydta posta¢ aleuke-
miczna bialaczki. Poniewaz w tej postaci choro-
by sktad morfotyczny krwi jest niezmieniony,
mozna jg rozpozna¢ dopiero badaniem histopa-
tologicznym:.

Jednym z zalecanych kierunkéw poszukiwan
dodatkowych metod diagnostycznych biataczek
sa badania immunologiczne (6). W przebiegu
choréb nowotworowych moze bowiem dojsé¢ do
pojawienia sie nowych komponent antygeno-
wych w obrebie guzéw nowotworowych (anty-
geny guzowo-specyficzne, TSA-tumor specific
antigens) albo zwiekszenia lub zmniejszenia sie
ilo§ci mormalnych sktadnikéw antygenowych
tkanek. Dotychczas nie udalo sie jednak wykry¢
cech antygenowych guzéw biataczkowych bydta
pozwalajacych na diagnozowanie tego schorze-
nia (5). Poniewaz bialaczka bydta jest chorobg
obejmujacg niemal wszystkie elementy uktadu
siateczkowo-$rodblonkowego mozna przypusz-
czaé, ze w nastepstwie uposledzenia funkecji te-
go uktadu u zwierzat chorych zmienia sie po-
ziom immunoglobulin w surowicy. Opierajac
sie na tym przypuszczeniu Trainin i wsp. do-
konali analizy immunocelektroforetycznej suro-
wicy kréw chorych na bialaczke. W licznych
pracach (7, 11, 12, 14) donosza oni o braku lub
znacznym zmniejszeniu frakecji makroglobulin
surowicy bydla dotknietego biataczks.

Biorace pod uwage fakt, ze doniesienia w pis-
miennictwie na temat zachowania sie IgM w
surowicy bydla biataczkowego sg rozbiezne
oraz uwzgledniajac znaczenie problemu dla
ewentualnego serologicznego rozpoznawania tej
choroby podjeto prébe przebadania obecno$ci
frakeji IgM w surowicy bydla z hematologicz-
nie rozpoznang bialaczka.

Material i metody

Badania przeprowadzono u 14 kréw, u ktoérych po
dwukrotnym, w odstepie 6 miesiecy, badaniu hema-
tologicznym na podstawie klucza getyndzkiego stwier-
dzono bialaczke limfatyczng. Surowice kontrolne po-
cnodzidy od 10 zdrowyca krow, ktore w badaniu kli-
nicznym i hematologicznym nie odbiegaly od normy.
Surowice po oddzieleniu od skrzepéw przechowywano
bez dodatku srodkéw konserwujgcych w temperaturze
—20°C. Frakcje IgM normalnej surowicy bydlecej
otrzymano wedlug metody opisanej przez Penhala (8)
droga rozdzialu euglobulin surowicy na kolumswie z
Sephadexem G-200. Antysurowice przeciwko pelnej
surowicy bydlecej oraz trakeji IgM otrzymano przez
uodpornienie krélikow wedlug metody podanej przez
Surjana (10). Surowice te z dodatkiem thiomersalu
przechowywano w stanie zamrozonym. Immunoelek-
troforeze surowiec kréw bialaczkowych i kréw kon-
trolnych wykonywano wedlug mikrometody Schei-
deggera w 1,5 agarze Difco i 0,05 molarnym buforze
weronalowym o pH 8,4. Immunoelektroforegramy po
po wyplukaniu i wysuszeniu barwiono azokarmi-
nem (4).

Wyniki

We wszystkich badanych surowicach, pocho-
dzgcych od kréow zdrowych jak i chorych na
biataczke, wykazano obecnos¢ tuku precypita-
cyjnego odpowiadajgcego globulinom klasy
IgM. W immunoelektroforegramach surowic
czterech kréw biataczkowych tuki makroglobu-
lin otrzymane przy uzyciu antyserum przeciw-
ko pelnej surowicy jak i surowicy anty-IgM
byty krétkie i stabo zaznaczone. Przemawia to
za zmniejszong iloscig IgM w tych surowicach.

Dyskusja

Trainin i wsp. (11) badajgc surowice 26 kréw
biataczkowych wykazali u 21 z nich brak lub
tylko $ladowe ilosci frakeji IgM. U niektorych
z tych krow biataczka miala posta¢ aleukemicz-
ng i zostala stwierdzona dopiero w czasie bada-
nia sekcyjnego i histopatologicznego. Sugero-
waloby to, iz w przyzyciowej diagnostyce bia-
taczki badania immunoelektroforetyczne moga
posiada¢ wiekszg wartoéé niz badania hemato-
logiczne.

Usitujge wyjasni¢c problem czy w przebiegu
biataczki dochodzi do upocsledzenia produkcji
makroglobulin w ukladzie limfoidalnym czy tez
obserwowany brak IgM w surowicy ma inng
przyczyne Trainin i wsp. (13) zastosowali me-
tode immunofluorescencji w badaniu wycinkow
§ledziony i wezléw chlonnych pochodzgcych
od kréw bialaczkowych., Spoéréd 25 krow z
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brakiem lub iloscig Ssladowg IgM w surowicy
u zadnej w zmienionych wezlach chlonnych nie
wystepowaly komorki produkujgce IgM. Nie
stwierdzono réwniez tych komorek w S$ledzio-
nie oraz w niezmienionych wezlach chlonnych.
Natomiast sposréd 6 krow chorych na biataczke
ale posiadajgcych normalny poziom IgM w su-
rowicy, wszystkie zwierzeta wykazywaty brak
komoérek wytwarzajgcych IgM w zmienionych
weztach chlonnych. Komoérki te stwierdzono
natomiast w $ledzionie oraz w niezmienionych
weztach chionnych. Wobec niestwierdzenia is-
totnych zmian w ilosei komérek produkujacych
globuliny klasy IgG autorzy ci dochodzg do
wniosku, ze w przebiegu bialaczki nastepuje
uszkodzenie ukladu limfoidalnego wybidrczo w
zakresie komodrek wytwarzajacych IgM. Zanik
tych komoérek moze byé stwierdzony zanim
wystgpig objawy choroby. Analiza powyzszych
wynikéw nasuwa przypuszczenie, ze w przebie-
gu biataczki najpierw ustaje synteza IgM w
objetych procesem chorobowym weztach chton-
nych nawet przed pojawieniem sie w nich gu-
z6w. Pozostala, nie uszkodzona czes$é ukladu
limfoidalnego moze — przynajmniej tvmeczaso-
wo -— przejmowac¢ funkcje czesci objetej proce-
sem nowotworowym. Tlumaczyloby to fakt, iz
nie wszystkie krowy wykazuja w przebiegu
bialaczki zmniejszenie ilosci IgM we krwi. We-
diug Trainina i wsp. (14) 18% bydla dotknietego
tg chorobg posiada normalny poziom makroglo-
bulin w surowicy. By¢ moze zwiazane jest to
rowniez ze stwierdzonymi przez Klopfera
i wsp. (7) wahaniami poziomu IgM u krowy
biataczkowej. Autorzy ci zaobserwowali, ze
zwierze z obnizong iloscig IgM w surowicy mo-
ze za kilka dni wykazywa¢ poziom nie odbie-
gajacy od normyv. Wobec tego stwierdzenia.
zrozumialym staje sie istnienie w literaturze
prac nie potwierdzajgcych tezy o zmniejszaniu
sie ilo$ci makroglobulin w surowicy w przebie-
gu Dbialaczki bydla. Brummerstedt i Bendi-
xen (1) przeprowadziwszy analize biatek suro-
wicy 14 kréow biataczkowych stwierdzili u 8
z nich brak pewnej kormponenty, ktéra jednak
nie wydawatla sie by¢ IgM. Celer (2) za$ poréow-
nujac immunoelektroforegram surowicy krowy
0 bardzo duzej, bo wynoszgcej 800 tys. w mms3,
ilosci limfocytow we krwi obwodowej z im-
munoelektroforegramem krowy zdrowej nie
stwierdzil miedzy nimi Zadnej réznicy. Row-
niez w surowicy zadnej z przebadanych przez
nas krow nie stwierdzono braku IgM. Jedynie
u 4 zwierzat ilo§¢ makroglobulin wydaje sie
by¢ zmniejszona. Koniecznym zatem byloby
ilosciowe oznaczenie immunoglobulin tej klasy
jak rowniez kilkakrotne powtdérzenie badania
w réznych odstepach czasu.

Waznym zagadnieniem jest problem, czy spa-
dek ilosci makroglobulin w surowicy jest zja-
wiskiem specyficznym dla biataczki i czy nie
moze wystapi¢ z innych przyczyn. Trainin
1 wsp. (11) przebadali 60 kréw dotknietych réz-
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nymi chorobami, zaréwno ostrymi jak i prze-
wleklymi. Surowice wszystkich tych zwierzat
zawieraty IgM. Poziom ich czesto byl wyzszy
od normalnego, nawet mimo zmniejszenia sie
ogoblnej ilosci immunoglobulin w surowicy.

Wobec uszkodzenia uktadu siateczkowo-$rod-
blonkowego przez proces bialaczkowy oraz wo-
bec zmian ilo§ciowych w obrebie IgM mozna
sie spodziewaé, ze odpowiedz immunologiczna
u bydla dotknietego biataczka bedzie wykazy-
wata wieksze lub mniejsze zaburzenia. Potwier-
dzaja to wyniki prac Celera i Cernego (2, 3),
ktérzy podawali krowom bialaczkowym dos-
trzykowo erytrocyty owcy. Nie stwierdzono u
nich zadnej reakcji immunologicznej, podczas
gdy w surowicy krow kontrolnych pojawity
sie hemolizyny i hemaglutyniny, a w weztach
chlonnych nadwymieniowych wykryto metodg
Jernego komoérki produkujgce przeciweciala.

Interesujagcym wydaje sie fakt, ze o ile u do-
rostych krow bialaczkowych nie wystepuija wy-
razne zmiany w wytwarzaniu i w poziomie im-
munoglobulin klasy IgG (13), o tyle u cielat
dotknietych ta chorobg daje sic zauwazyé¢ dosé
charakterystyczne zmniejszenie sie ilosci tych
bialek w surowicy, przy czym nie odpowiada
to wahaniom iloSciowym immunoglobulin zwia-
zanym z wiekiem (14).

Wnioski

Wyniki wtasnych badan nie potwierdzity
hipotezy. ze brak makroglobulin w surowicy
moze stanowié¢ pewne kryterium diagnostyczne
bialaczki limfatycznej u bydla. Wobec tego, iz
czesto dochodzi jedynie do zmniejszenia ich
ilosci konieczne sg hadania ilo$ciowe.
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@peiMyc T, — HmMmyHo3seKTpodopeTUNEeCKHUIT aHAIN3
CBIBOPDOTKI KPOBM KODPOB OOJBHBIX JICHKO30M.

McenenoBaumaM IMOABEPTIN CHLIBOPOTKM KPOBM 14 KO-
poB OOMBHBIX JENK030M u 10 370POBBIX KOPOB IIPK
MOMOLIIM AHTMUCLIBOPOTKY IIPOTHUB IIOJIHOM TOBAMKERBOI Chi-
BOPOTKM KPOBM ¥ MOHOBAJIEHTHOI aHTUCBIBOPOTKM MIPO-
B IgM, YCTaHOBMIM, YTO BCEe CbIBOPOTKM GOJIBHBIX
M 30POBLIX KOPOB BBI3BIBAJNM NOABJEHVE TIPeLynuTa-
LIMOHHOJ AyTM oOTBedarouleit raobysvnae IgM. B 4 cwI-
BOPOTKAaX KPOBM JEMKO3HBIX KOPOB 3TH AyrM OBIIM cJa-
00 IpefcTaBJeHbl YTO YKasblBaeT Ha MOHMKEHNE KO-
nuaectBa raobynauuos IgM. PesynbraTbl obcyamaM HA
doHe NIUTePATYPHLIX JAHHLIX.
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Frymus T. — Immunoelectrophoretic analysis of scra
of cows suffering from leukaemia,

Immunoelectrophoretic analysis has been carried
out with 14 sera of cows suffering from leukaemia
and with 10 sera of normal cows. There were used
immune sera against the total serum of cow and mo-

novalent serum anti-1gM. All the sera examined
(from diseased and normal animals) revealed preci-
pitation line corresponding to IgM glubulins. In four
sera dervied from sick cows the precipitation lines
were not distinctive pointing to the decreased amounts
of macroglobulins. The results were discussed with
the data obtained from literature.

FIZJOLOGIA | PATOLOGIA ROZRODU
ORAZ SZTUCZNE UNASIENIANIE

EDWARD WIERZCHOS, ALINA LADA-GORZOWSKA, EWA KRAWCZYK

Podwigzanie nasieniowodédw u kogutow

Z Zakladu Fizjologii Rozrodu i Sztucznego Unasieniania Z.wvicrzat

Z Zakladu Hodowli Drobiu
Instytutu Zootechniki. Balice k. Kirakawa

Selekcja ras miesnych drobiu, zmierzajgca
gtownie do poprawy umiesnienia ptakéw, spo-
wodowala znaczne obnizenie plodnosci na sku-
tek wystepujacych trudnosci w kopulowaniu.
W zwigzku z tym coraz wiekszego znaczenia
nabierajg préby wprowadzenia do rozrodu dro-
biu metody sztucznego unasieniania, jak row-
niez badania nad zachowaniem sie samcéw
wobec samic, odchowywanych w stadku o usta-
lonej hierarchi spotecznej.

Ryc. 1. Schemat kloaki ptakéw. Ur — ujscie moczo-

wodu, Vd — ujScie masieniowodu, r; — 1-szy fald

kléaki, ry, — 2-gi fald kloaki, r; -—— 3-ci fald kloaki,

Sph — ‘'zwieracz odbytu, BF — Bursa Fabricius‘a,

j — jelito. Zmodyfikowany przez autordéw rysunek
Grass‘a (2).

Przy prowadzeniu tych badan wynika po-
trzeba posiadania kogutéw stymulatoréw —
prébnikéw, charakteryzujacych sie dobrym po-
pedem piciowym, jednakze niezdolnych do za-
ptodnienia kur. Z uwagi na trudnosci w do-
tarciu de nasienicwodéw koguta poprzez po-
wiloki brzuszne, podejmowane proby wazekto-
mii w obrebie jamy brzusznej nie powiodly sie,
dlatego tez podjeto zabiegi umozliwiajgce pod-
wigzanie nasieniowodéw w obrebie kloaki.

Tcpografia miejsca podwigzania nasieniowodow

Uj$cie zewnetrzne nasieniowodéw znajduje
si¢ u kogutéw w Kkloace, na tzw. wyrostkach
brodawkowatych (2), wystajgcych obustronnie
z koncowego odecinka steku, doogonowo za
trzecim faldem kloaki (ryc. 1). Doglowowo od
tego faldu uchodzg do kloaki moczowody, na-

Ryc. 2, Schemat narzadu kopulacyjnego koguta, V. —

wyrostek brodawkowaty nasieniowodu, 1 — fald

chlonny, p — pracie, g — rynienka, Rysunek Nishia-
ma (3).
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