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Serologiczne rozpoznawanie biataczki bydta w kraju.

l. Ocena metody i pierwszych wynikéw

Pracownia Patologii Komoérkowej i Zaklad Biochemii Instytutu Weterynarii,
Al, Partyzantéw 57, 24-100 Pulawy

Dla serologicznej diagnostyki enzootyczne]
biataczki bydia rok 1972 byl przelomowy. Uka-
zaly sie wowczas dwie amerykanskie publikacje
Miller i Olsona (11) o wykrywaniu swoistych
dla biataczki przeciwcial odezynem immunody-
fuzji w Zelu oraz praca Ferrera i wsp. (1) o wy-
korzystaniu do tego celu odczynu immunofluo-
rescencji. Metoda uzyta w pierwszej z wymie-
nionych prac okazala sie bardzo przydatna do
badan rutynowych, totez w ciggu kilku lat
rozpowszechnila sie na calym $wiecie oddajac
znaczne uslugi w zwalczaniu biataczki i zapo-
bieganiu tej chorobie. Czyniono réwniez liczne
proby zastosowania tu innych odezynéw sero-
logicznych: radioimmunologicznego, immuno-
peroksydazowego, inaktywacji wirusa, wigzania
dopelniacza, a ostatnio odczynu ELISA. Metody
te zostaly scharakteryzowane w innych publi-
kacjach dostepnych dla polskiego czytelnika (6,
7). Pomimo tego, ze wymienione metody sg w
wiekszym stopniu bardziej czule od odczynu
immunodyfuzji w zelu, odczyn ten niezmiennie
odgrywa czolowg role w diagnostyce omawia-
nej choroby.

Na miedzynarodowej konferencji poswieconej
rozpoznawaniu bialaczki bydla, ktéra odbyla sie
w Rotterdamie w 1977 r i w ktorej uczestni-
czyla wiekszo$é Swiatowych autorytetéw z za-
kresu tej choroby, wydano nastepujgce zale-
cenie: ,,0Odczyn immunodyfuzyji w zelu agaro-
wym przy uzyciu glikoproteidowego antygenu
wirusa bialaczki jest swoisty, czuly i bardzo

—prosty w wykonaniu. Zaleca sie, by da czasu

uzyskania bardziej praktycznej metody, kazde
laboratorium zajmujace sie biataczkag bydla
dysponowalo tym- odczynem niezaleznie od in-
nej metody wykrywania przeciwciat dla BLYV,
w ktérej to laboratorium sie wyspecjalizowa-
'0.” (16).
Do odezynu immunodyfuzji w zelu wprowa-
.ono szereg modyfikacji, ktére badz to zwiek-
“ty jego czulosdé, badz zmniejszaly pracochlon-
%, lub pozwalaly na oszczedno$é zuzycia an-
. Poczatkowo za antygen sluzyl etero-

wy eksirakt z wirusa bialaczki. Preparat tego
rodzaju zawieral przede wszystkim swoiste
bialko o masie czasteczkowej 24 000 d, okres-
lane symbolem p24. Pézniej w powszechne u-
zycie wszed! antygen glikoproteidowy. Prze-
ciwciala dla tego antygenu wystepujg u prze-
wazajacej liczby zwierzat zakazonych wirusem
bialaczki, podczas gdy przeciwciala dla anty-
genu p24 sa spotykane znacznie rzadziej. W
badaniach rutynowych uzywa sie najczesciej
tzw. antygenu podwoéjnego (dual antigen), ktéry
obok zasadniczego, glikoproteidowego kompo-
nentu zwigzanego z otoczkg wirusa, zawiera
antygen p24 pochodzacy z wnetrza wirionu.
Antygen ten wykazuje podobne spektrum diag-
nostyczne jak sam antygen glikoproteidowy, ale
jego produkcja jest znacznie prostsza niz uzy-
skanie immunologicznie czynnych bialek wiru-
sowych w czystej postaci.

Przystepujac do rozpoznawania biataczki
bydla przy uzyciu serologicznych metod, bada-
cze polscy korzystali z doswiadcezen uzyskanych
w USA i w niektérych panstwach Europy. Do-
Swiadczenia te nie tylko ulatwily wybdér odpo-~
wiedniego odczynu serologicznego i metod pro-
dukcji antygenu. Stanowily one nadto podsta-
we oceny pierwszych uzyskanych wynikow.

Zgodnie z pismem Departamentu Wetery-
narii, Ministerstwa Rolnictwa, znak WETz.IV.
4411/b-15/80, Instytut Weterynarii w Putawach
rozpoczal z dniem 1 czerwca 1980 r. prowa-
dzenie serologicznych badad rozpoznawczych
bialaczki bydla. Badaniami tymi objeto hodo-
wlane bydlo importowane z zagranicy i eks-
portowane oraz cze$¢ hodowli krajowej,
zwlaszcza wielkostadnej. W cze$ci przypad-
kéw badano cale poglowie stada. Czesciej ogra-
niczano sie do badania tylko hematologicznie
niepodejrzanych zwierzat. W paru oborach
przebadano natomiast tylko sztuki wykazujace
limfocytoze celem zweryfikowania rozpozna-
nia hematologicznego. W pierwszym roku akeji
przebadano okolo 4500 sztuk bydla, gléwnie
krow i jalowek.
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Tab. 1. Poréwnanie czestosci wystepowania limfoevtozy (hem.+) oraz dodatnich ogdezyndw  serologicznven
fimmunodyfuzja w zelu) w stadach bydla, wedlug pidmienmictwa

| Liczba

Y% zwierzat

; : Stosunek .
] | zwierzat Tiezay, — 1 serol. +/hem. + ‘ Hwag
Paulsen i wsp. (15) 88 24 40 | 1,7 1
Ressang i wsp. (17) 516 a | Y ! 29
Mammerickx i wsp. (10 245 17 - 15 I 1,i
Grandinaru i wsp. (5) 92 46 3 ! 1,2
Valichov i wsp. (20t 769 12 35 3,0 :
. | 2412 2 | 12 : 6.0 |
Frenzel 1 wsp. (2) | 220 ] [ 4 | 0,9 [ intyg, pli
| ] - 0,2 | . p24
| 28 i 6.1 i . gp6yY
| 6.1 i . BLYV

Tab. 2. Czesto$¢ wystepowania dodatnich odczyndw

serologicznych (immunodyfuzja w zelu) u bydla ze

znaczna limfocytoza (hem.+), z mierna limfozytoza

(hem.t) oraz z prawidlowym poziomem limfocytéw
(hem.—). wedlug piSmiennictwa

Liczba zwierzat | y
Autorzy | hem. lbem. |hem. zwierzat Uwagi
| + |+ = serol. +
||
, I
Paulsen 107 | | 87
i wsp. (14) 7 65
2442 3
Frenzel 68 51
i wsp. (4) 55 14
245 2
Frenzel 39 97
i wsp. (2) 32 62
493 17 Stada bia-
laczkowe
227 1] Stado wol-
ne od biat.

W pracy tej przedstawiono metody badan
oraz czeS¢ wynikéw, ktére poddano analizie
uwzgledniajac: czesto$é wystepowania dodat-
nich i ujemnych odczynéw serologicznych w
poszezegdlnych stadach, zgodnosé odezynéw se-
rologicznych z wynikiem badania hematolo-
gicznego, czas inkubacji odezynu oraz czestosé
odezynéw przy uzyciu dwdch roznych prepa-
ratow antygenowych. Wyliczone na tej podsta-
wie wskazniki zestawiono =z analogicznymi
wartosciami podanymi w zagranicznym pis-
miennictwie,

Metody uzyte do badan serologicznych
w kraju

Rozpoznawanie bialaczki bydla oparto na od-
czynie immunodyfuzji w zelu z zastosowaniem
antygenu podwdjnego. Antygen ten produko-
wano we wlasnym zakresie przy uzyciu linii
komérkowej FLK-BLV, ktérg uzyskano w
Panstwowym Laboratorium Choréb Zwierze-
cych w Ames, Iowa, USA (21). Wytracanie im-
munologicznie czynnych bialek z hodowli oraz
ich oczyszczanie i zageszczanie przeprowadza-
no wedlug metody podanej przez Miller i Van
Der Maatena (12). Nadto przeprowadzono nie-
liczne préby zastosowania antygenu eteroopor-
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Ryc. 1. Odezyn immunodyfuzji w zelu, W srodkowej

studzience (A) jest antygen glikoproteidowy. W stu-

dzeinkach 2. i 5. jest surowica wzorcowa zawierajgca

przeciweciala dla wirusa bialaczki. Studzienka 6 za-

wiera surowice krowy, wolnej od wirusa bialtaczki.

W pozostatych trzech studzienkach surnwice zwierzat
zakazonych

nego (p24), ktéry uzyskiwano z krotkotermino-
wych hodewli limfocytéw krwi bialaczkowych
krow przy uzyciu metody Miller i Olsona (11).
Metody uzyskiwania preparatéw antygenowych
oraz kontrolowania ich aktywnosci i swoistos-
ci serologicznej przedstawiono w osobnych pu-
blikacjach (8, 9).

Odczyn przeprowadzano w plytkach Petrie-
go o Srednicy 6 cm, z zelem agarozowym. Do
studzienki centralnej dawano antygen, a dc
obwodowych badane surowice oraz surowice
standardows zawierajgca przeciwciala swoiste
dla bialaczki. Wynik odczynu sprawdzano poc
uplywie 24, 48 i 72 godzin. Gdy dodatni od-

czyn wystepowal po 24 godzinach, oznaczanc

jego nasilenie +++, a dla odezynéw wyste
pujacych o dobe lub dwie pdzniej stosowar
odpowiednio oznaczenia ++ i +

Poréwnanie czestosci wystepowania dodatnich
odczynéw serologicznych oraz limfocytozy w
bialaczkowych stadach bydla

Jak przedstawia tab. 3, przebadano dwa sta-
da kréw liczace 177 i 109 zwierzat oraz grupe
28 buhajow. Bialaczkows limfocytoze wvkaza-
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Tab. 3.

Zestawienie wynikow badania hematologicznego i serologicznego w kierunku bialaczki w dwu sta-

dach krow i w grupie buhajéw. Liczby odczyndw hematologicznych i serologicznych podano w procentach

hematolog. + hematolog. hematolog. — Razem
Liczba | rodzaj ' ; 7 | Sts(:asrui(;k
zwierzat ser. + | ser, ser. + | ser,— | ser.+ set, — ser. |- | hem.+ /hem.+
| |

177 krow 6 2 1 1 29 61 36 8 4

109 5 0 4 10 16 65 25 5 5

28 buhajéw | 0 0 7 | 4 14 5 21 0 —

Razem 314 zwierzat‘ 3 ] 1 2 l 4 ‘ 23 64 30 B 3

Tab. 4. Czestosé dodatnich odezyndéw serologicznych
u jalowek i1 kréow nie wykazujgcyceh limfocytozy, w
stadach bialaczkowych

o Jatowki Krowy
| "
. % odczy- . % odezy-
iczbe ) ) x
levitfl? Z;t now dodat- I leéfé?; 4 |now dodat-
N nich A nich
35 56 | 134 60
32 9 68. 31
92 7 107 49
9 0 28 50
13 0 87 54
448 5 — —
21 ] 20 — —
170 | 13 - 1 ==
— | == 47 i7
— —= 30 e
| | f
Razem 821 o | sm | 47

lo w pierwszym stadzie 8% zwierzat, w drugim
3%, a buhaje byly wszystkie hematologicznie
ujemne. Dodatnie wartosci serologiczne wyka-
zalo w poszezegdlnych grupach 36, 25 i 21%
badanych zwierzat. A zatem dodatnie odczyny
serologiczne byly u kréw 4 wzglednie 5 razy
liczniejsze niz hematologiczne rozpoznania bia-
taczki.

Zestawiajgc przedstawione wartosci z analo-
gicznymi liczbami uzyskanymi przez innych
autoréw (tab. 1) stwierdza sie, ze zagraniczni
badacze posluzyli sie materialem zwierzecym
bardziej zréznicowanym pod wzgledem stop-
nia zakazenia wirusem biataczki. Dodatnie wy-
niki hematologiczne wahaly sie tu w zakresie
2—46%, a dodatnie wyniki serologiczne 9—
56%. Pomijajac wyniki uzyskane przy uzyciu
antygenéw pl5 i p24, stosunek dodatnich wy-
nikéw serologicznych do dodatnich wynikow
hematologicznych w poszczegélnych stadach
pozostawal w zakresie 1,1—6,1. Oznacza to,
ze w niektorych pracowniach rozpoznawczych
czutodé metody serologicznej praktycznie nie
rézni sie od czuloéci metody hematologicznej.
Prawdopodobnie jest to wynikiem niskiej czu-
toSci uzytego antygenu, jakkolwiek nie mozna
tu wykluezyé, ze pewne czynniki fizjopatolo-
giczne spowodowaly czesciowe zahamowanie
wytwarzania przeciwcial wzglednie byly przy-

czyng szczegOlnie silnego wzrostu poziomu lim-
focytow w krwi.

Czestosé dodainich odczynéw serologicznych
u zwierzat z prawidlowym poziomem
limfocytéow, w stadach bialaczkowych

Badaniami objeto bydlo z 9 obér oraz grupe
448 jaléwek pochodzacych ze skupu (tab. 4).
W pieciu oborach przebadano zaréwno jaléwki
jak i krowy, w dwu oborach przebadano tyl-
ko jatéwki, a w dwu pozostalych tylko krowy.
Procent odczynéw dodatnich w poszczegél-
nych stadach wahal sie wérod jaléwek od 0
do 56, a u kréw od 17 do 60. Procent ten ob-
liczony lacznie dla wszystkich badanych ja-
I6wek wynosil 9, a dla wszystkich kréw 47,
A zatem jalowki wykazaly 5-krotnie rzadsze
wystepowanie swoistych przeciweial niz kro-
wy.

Autorzy zagraniczni wykazali u hematolo-
gicznie ujemnego bydla z biataczkowych stad
stosunkowo niewielki poziom dodatnich odczy-
néw serologicznych: 3, 2 i 17%. W stadzie wol-
nym od biataczki, dodatnich odczynéw serolo-
gicznych nie zanotowano (tab. 2). Wykazane w
tych badaniach zjawisko znacznie czestszego
wystepowania dodatnich odczyndéw serologicz-
nych u dorostych zwierzat niz u mlodych po-
twierdza liczne obserwacje autoréw zagranicz-
nych (10, 18, 19, 20).

Czesto$¢ dodatnich odczynéw serologicznych
u zwierzat wykazujacych limfocytoze

Badania przeprowadzono w 3 stadach krow,
ktére przebadano najpierw hematologicznie.
Charakterystyczny dla bialaczki poziom limfo-
cytéw stwierdzono przy pomocy europejskiego
klucza bialaczkowego lgcznie u 126 zwierzat,
ktére nastepnie poddano badaniu serologicz-
nemu. Wartosci procentowe dodatnich odczy-
néw serologicznych wynosily w tych stadach:
87, 100 i 97 (tab. 5). Analogiczny procent ob-
liczony dla wszystkich zwierzat wynosit 94.
Badacze zagraniczni stwierdzili w podobnych
warunkach nastepujace wartodci procentowe:
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Tab. 5. Czesto§¢ dodatnich odezynéw serologicznych 504
u kréw wykazujgeych limfocytoze, w stadach bialacz-
kowych §
> 501
Liczba zwierzat % zwierzat 3
! o
badanych | serolog.+ serolog. + ‘§ 404
i 3 — T
38 i 33 87 3
30 , 30 100 § 901
58 | 56 97 ¥
W
§' 20
Razem 126 119 94 < Zwierzpta z odczynem:
10- sFeaes iR
. , sy e . ———
87, 51 1 97 (tab. 2). A zatem, wyniki badan +

wlasnych i prac zagranicznych wskazuja, ze
zwierzeta hematologicznie dodatnie mozna u-
wazaé¢ z niewielkim ryzykiem bledu za zaka-
zone wirusem bialaczki.

Badanie intensywnoéci odezynow
serologicznych

Do badan uzyto 630 zwierzat z 5 stad, w
ktorych wystepowala biataczka. Za wskaznik
intensywnosei odezynu przyjeto czas wystapie-
nia prazkéw precypitacyjnych. Kryteria oceny
wynikow przedstawiono w rozdziale ,,Meto-
dy...”. Nalezy zaznaczyé¢, ze odczyny wczesne,
widoczne po 24 godzinach (++ ) odznaczaly
sie z reguly bardzo wyraznymi prazkami, pod-
czas gdy odczyny pozne, widoczne dopiero po
72 godzinach (), byly delikatniejsze, a nie-
kiedy trudno dostrzegalne.

Jak przedstawiono w tab. 6, odczyn o nasi-
leniu + -+ + zanotowano u 17% zwierzat, od-
czyn ++ u 15%, odezyn + u 10%, a odezyn
ujemny (—) u 58% zwierzat. Od tych wartos-
ci, obliczonych dla wszystkich badanych zwie-
rzat, czesto roznily sie analogiczne wskazniki
w poszczegdlnych stadach. Wéréd dodatnich
odczynéw, w dwu stadach przewazaly odczy-
ny +-++, w dwu innych odeczyny —+-+, a
tylko w jednym stadzie przewazaly odeczyny
pozne (+). Biorac pod uwage wiek zwierzat,
stosunkowo najwiecej odczynéw -+ -+ -+ zano-
towano u sztuk mlodych w wieku do 5 lat.
W pozniejszym okresie zycia czestosSci wystepo-
wania dodatnich odezynéw o roznym nasileniu
sg bardzo zblizone (ryc. 2).

Tab. 6. Wystepowanie ujemnych odczynow serologicz-
nych (—) oraz odczynéw dodatnich o réznym nasile-
niu (+, ++, +++) w pieciu bialaczkowych stadach

bydla

Liczba Odsetek odczynéw serologicznych
zwierzat | = | + [ 4+ | 1+

173 | 40 11 27 21

108 ' 72 2 17 9

210 68 5 10 17

102 54 | 32 | o 14

37 £z 0 | 4 24

7 .
Razem 630 | 58 10 15 |

22

2 3 4 5 & 7 L]

Week zwierzqt w latach

Ryc. 2. Intensywnoé$é dodatnich odczyndéw serologicz-
nych u bydla w zaleznosci od wieku zwierzat

Poréwnanie odczynéw serologicznych
przy uzyciu réznych antygenéw

Do badain uzyto antygenu eteroopornego
(p24) oraz antygenu podwojnego, ktérego glow-
nym czynnym komponentem jest glikoproteid.
Z tego wzgledu antygen ten oznaczono sym-
bolem gp.

Tab. 7. Zastosowanie antygenu gp i p24 do odczynu
immunodytuzii w zz2lu

Liczba dodatnich

Liczba bada- wynikow Stosunek
nych kréw z antyg. |z antyg. gp/p24
Bp p24 i

32 31 14 | 2,2

236 34 9 3,1

10 10 5 | 2,0

14 | 14 4 3,5

37 32 5 6.4

16 1 0 —_

Razem 345 [ 122 37 3.3

W tab. 7 przedstawiono poréwnanie czesci
odezynéw dodatnich z antygenem gp i anty-
genem p24. Stwierdzono, ze odczyny z antyge-
nem gp byly 2,2 do 6,4 (rednio 3,3) razy licz-
niejsze niz z antygenem p24. Frenzel i wsp.
(3) przebadali 220 sztuk bydla przy uzyciu 4
antygenow wirusa bialaczki: plb, p24, gp69
i BLV. Liczby dodatnich odczynéw z tymi an-
tygenami wynosily: 9, 2, 61 i 61. Wartosci pro-
centowe odpowiadajgce tym liczbom podano w
tab. 1. Podobnym badaniom poddali autorzy
japoniscy (13) 34 sztuki bydla, u ktoérych
stwierdzono anatomopatologiczne i histopato-
logiczne zmiany bialaczkowe. Uzyto tu trzech
réznych antygenéw oznaczonych symbolami:
gp-45/55, p23 i IAG (wewnetrzny antygen)



Nr 1—3

MEDYCYNA WETERYNARYJNA

Rok XXXVIII

Czestos¢ dodatnich odczynow wyrazona w pro-
centach wynosita kolejno: 12, 56 i 62%. Przed-
stawione badania wskazuja, ze na wynik od-
czynu serologicznego ogromny wplyw wywie-
ra rodzaj antygenu i sposéb jego uzyskania.

Wnioski

1. Badania wykazaly, ze dodatnie wyniki se-
rologiczne pojawiaja sie w bialaczkowych sta-
dach bydla 5-krotnie cze$ciej niz dodatnie wy-
niki hematologiczne (limfocytoza). Swiadezy to,
7ze odczyn odznacza sie znaczng czuloscia
i moze oddaé¢ wielkie uslugi w akcji uwalnia-
nia stad od biataczki, jak réwniez zabezpiecza-
nia ich przed ta choroba.

2. Stwierdzono, ze w biataczkowych stadach
okolo 10% jaldwek i 50% kréw hematologicz-
nie ujemnych wykazuje dodatni odczyn sero-
logiczny. Wynika stad, ze ujemny wynik ba-
dania hematologicznego nie moze byé podsta-
wa uznania zwierzecia za wolne od bialaczki.
zwlaszcza jesli pochodzi ono ze stada biatacz-
kowego lub nie rozpoznanego pod wzgledem
epizootiologicznym.

3. U 90—100% krow hematologicznie doda-
tnich stwierdzono dodatni wynik badania sero-
logicznego. Wynika stad wniosek, ze dodatnich
wynikéw badania hematologicznego nie trzeba
weryfikowa¢ badaniem serologicznym w sta-
dach, gdzie bezspornie biataczka wystepuje.
Weryfikacja taka jest niezbedna, je§li w sta-
dach dotychczas wolnych od bialaczki pojawig
sie pierwsze przypadki limfocytozy, lub gdy
okoliczno$ci wskazujg, ze limfocytoza moze
byé wywolana innymi niz biataczka czynni-
kami.

4. Potwierdzono, ze odczytanie wyniku od-
czynu immunodyfuzji w zelu winno by¢ doko-
nywane po 24, 48 i 72 godzinach. Biorac pod
uwage, ze znaczna cze$¢ (okolo 25%) dodatnich
odczynéw serologicznych uwidacznia sie dopie-
ro po uplywie 72 godzin byloby wskazane zba-
danie czesci pojawiania sie pdinych odczynéw
{po 96 i 120 godz.) oraz okreslenie ich warto$ci
diagnostycznej.

5. Badania potwierdzily poglad, ze wartosé
diagnostyczna odczynu immunodyfuzji w zelu
zalezy w znacznej mierze od jakosci prepara-
tow antygenowych. Dlatego tez produkcja an-
tygendéw winna by¢ scentralizowana, a wszyst-
kie serie antygenu winny byé poddawane u-
jednoliconej kontroli na aktywnos¢ i swoistosé
serologiczna. Gléwny nacisk winien byé tu po-
lozony na wykrywanie zanieczyszczen nie-
swoistymi komponentami antygenowymi.
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Ipyunbex M., I'pynnbex-I0cbro f. — Ceposoruueckoe
pacIIo3HaABaHME JeiiK03a KPYNHOro pPOraToro CcKoTa B
crpane. I. Omenra MeToa M MEPBBIX De3yLTATOR.

Nas cepoJOTMHUECKUX MCCIENOBAHUIL TIO pacmpocTpa-
HeHMI0 BUPyca JeliKo3a KPYIHOTOB POTaToOro CKOTA B
CTpaHe WMCHOMB30BANM pEaKmyio UMMyHOIuddy3um B
rese. PeakKnyio BBIIOJHANN, IPUMEHAA TIMKOIPOTEUO0-
BBI anTuUTeH (rm), BEIMYILEHHBI! B BerepnuapHoM MH-
ctiryre B IlynaBax. IlepBble MCCHENOBaHUS TOKA3aNM,
uTO CcepoJIOTMYECKasd TeXHMKA IIOKa3blBaeT B 5 pas
6oNblUIe IONOKUTENBLHBIX DEeaRIuil 4YeM TIeMaTOJOoTU-
JecKWii MEeTOH, TDMUEHSeMbIlI B HaCTOAlUee BpeMA B
ITonruie, B nerikeMuuecKMUX CTanax KOPOBBI, OTIUTAIO-
mMecs XapaKTePHOM mia 9To¥. GONe3HM KapTUHON KPO-
BU. TIOKARRIBAJM IIPOTMBOTENA A BUpPvea JeiKo3a
cxkota B 90—100% coayuaes. Y reMaTOJNOTUIECKUX OT-
PUIATENBHBIX XKMBOTHBIX M3 ITUX JXe ¢Tal 3TU IIDO-
TUBOTENA TIOABNAIMCH Tonbko B 50%. TlosBrmenme pac-
CMaTpUBAEMBIX TIDOTUBOTEN y TeNOK 6blIo B 5 pa3 pe-
Ke UeM ¥V B3pPOCILIX KOpoB. OTMeTMNIM TaKXKe, UYTO
TDeUUIIMTANMOUHDbIE IUEUM B Tejle TOABIANVUCH DPavb-
e u 6BIIM OTYETHIUBEe ¥ MOTONBIX JRMBOTHBLIX. JO-
TOMHUTENHHO BREWIOIHUTY HEKOTOPOE HWCNO OTNRITOR C
auTuresom p24. TTonoxutrenbuble PeAKIMM ¢ 3TUM aH-
TUTEHOM OBbIIM B 3 pasza pexe dYeM PearuMu ¢ aHTi-
reHOM TII.

Grundboeck M., Grundboeck-Jusko J. — Serological
diagnosis of bovine leukosis in Poland. I. Evaluation
of the method and preliminary results.

The gel immunodiffusion test has been applied to
examine the incidence of bovine leukaemia virus
(BLV) infection in Poland. The test was performed
using the glycoproteine (gp) antigen, prepared at the
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Veterinary Institute in Pulawy. Preliminary exami-
nations indicated that by the serological method five
times more positive reactions were obtained than hy
means of haematological procedure currently accep-
ted in the country. In the herds affected with leuko-
sis the cows with a leukotic blood picture exhibited
antibodies against BLV in 90—100 per cent. However,
the haematologically negative animals of these herds
had specific antibodies only in 50 per cent. The

appearance of antibodies against BLYV in heifers
occurred five times less frequently than in adult cows.
It was also found that the precipitation lines in gel
appeared earlier and they were more distinct in the
test with sera of young animals. In addition, a num-
ber of examinations was carried out with the anti-
gen p24. Positive reactions occurred three times less
frequently than those with the antigen gp.

ZYGMUNT CYGAN, JAN BUCZEK, JANUSZ WIERCINSKI, IRENA BARCZ, BOGUMIL. ROKOSZ

Bezilenowce niesporulujgce w zakazeniach jamy usinej

i racic cielgt

Zaklad Higleny Weterynaryjnej, ul. Stowicza 2, 20-336 Lublin
Instytut Chordéb Zakaznyech | Inwazyjnych Wydzialu Weterynaryjnego AR, ul. Akademicka 12, 20-033 Lublin
Centralne Laboratorium Aparaturowe AR, ul. Akademicka 13, 20-033 Lublin

Beztlenowce niesporulujace (bn) stanowis
wazny, chociaz ciagle za malo poznany i stad
niedoceniany czynnik etiologiczny endogennych
zakazen réznych gatunkow zwierzat, w tym
takze cielat (19, 23, 31, 33). Wymienione bakte-
rie wywolujg miedzy innymi dyfteroid (19) i
zanokcice cielat (1, 7). Opisy wlasciwosei tych
beztlenowcéw, badanych zwykle dawniej przy
uzyciu klasyeznych metod identyfikacyjnych,
moga budzi¢ — z dzisiejszego punktu widze-
nia — szereg watpliwodci. W ostatnich bowiem
latach dokonal sie ogromny postep w meto-
dach diagnostyki bn. Opracowane zostaly no-
we zasady tzw. metabolicznej identyfikacji.
uwzgledniajgcej analize skladu lotnych kwa-
sow tluszezowych (LKT) i kwaséw dwukarhbo-
ksylowych (DK). Metody te, przy badaniu
zwierzecych szezepéw niesporulujacych (bn),
byly stosowane tylko wyjatkowo przy zanokeci-
cy bydla (7). Poza tym w dostepnym pismien-
nictwie nie napotkano zadnych opiséw bn,
identyfikowanych w ten sposéb, w przypad-
kach dyfteroidu cielat.

Metody hodowli beztlenowcéw niesporulujg-
cych posiadaja rézng warto$é praktyczng (29).
Spoéréd zaprononowanych systeméw namna-
zania bn zwykle sg uzywane metody anerosta-
towe (2, 6) i pyrogallolowe (3, 28). Dotychczas
jednak nie byly one poréwnywane w aspekcie
efektywnosci wyosabniania zwierzecych szcze-
pow bn.

Celem pracy bylo: a) zdiagnozowanie scho-
rzenia cielat z objawami zakazenia jamy ustnej
i racic, b) okreslenie skladu wystepujacych
beztlenowcéw niesporulujacych oraz identyfi-
kacja ich metodg metaboliczng, tj. z uwzgled~
nieniem rodzaju wytwarzanych lotnych kwa-
séw tluszczowych (LKT) i kwaséw dwukarbo-
ksylowych (DK), c¢) okreslenie efektywnosci
izolacyjnej metody anercstatowej i pyrogallo-
lowej oraz poznanie skladu, diagnozowanej w
sposéb rutynowy, mikroflory tlenowej.
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Materiat i metody

Badane cieleta. Schorzenie wystapilo w stadzie cie-
lat, w wieku 4—6 miesiecy i dawalo objawy zakazen
sugerujgcych dyfteroid i zanokcice. Do badan labo-
ratoryjnych pobrano prébki tkanek ze zmian choro-
bowych w jamie ustnej i racicach od poddanych ubo-
jowi 2 cielat.

Hodowla i izolacja. Z pobranych prébek dokonywa-
no wysiewdw na podloze agarowe z dodatkiem 10%
surowicy konskiej oraz na pozywke VL z 5 mcg/ml
witaminy K, 5 mg/ml heminy i 5% hemolizatu krwi
owczej. Posiane podloza inkubowano w 37°C przez
okres 4—5 dni metodg anerostatows, wcze$niej opisa-
ng w pracach wlasnych (6, 7), oraz metoda pyrogal-
lolowg wedlug Pestiego (28). Wyciete wraz z agarem
podejrzane kolonie namnazano w pdlplynnym podlo-
zu Wrzoska w modyfikacji Cygana i wsp. (3).

Identyfikacja. Metabolizm wszystkich wyosobnio-
nych szczepdw bn badano przez okreélenie rodzaju
lotnych kwaséw ttuszczowych (LKT), a z kwasow

dwukarboksylowych (DK) — kwasu bursztynowego z
zastosowaniem, jako metody identyfikacyjnej — chro-
matografii gazowej wedlug Ottensteina i Bartleya (27).
Przy badaniu LKT dodawano 20 pl 10% eterowego
roztworu kwasu heptanowego (C7 — standard we-
wnetrzny) do 2 mi hodowli na podlozu Beerensa (czas
inkubacji w anerostacie 7 dni). Nastepnie 1 ul tej mie-
szaniny wstrzykiwano do kolumny chromatogratu ga-
zowego Perkin Elmera F 30 (USA). W celu zidenty-
fikowania kwasu bursztynowego (poszukiwany w ba-
danej hodowli po wprowadzeniu dodatku kwasu lau-
rynowego Cl12 — jako standardu wewnetrznego) sto-
sowano estryfikacje z uzyciem 14% BF; w propanolu
wedlug Daenensa i Laruelle (8). Uzyskane estry
wysalano wodnym, nasyconym roztworem NaCl i
probke w objetoSei 1 ul, pobrang z gornej warstwy
estrowej, wprowadzano do Kkolumny chromatogra-
ficznej SCOT (aparatu Perkin-Elmera F 30, USA).

" Wyniki oznaczen wyliczano przy pomocy programo-

wanego integratora Perkin-Elmera M-1 (USA). W dal-
szej fazie diagnostycznej sprawdzano aktywno$é fer-
mentacyjna, beztlenowych szczepdéw, w stosunku do
niektérych cukréw i alkoholi oraz dzialanie proteo-
lityczne wobec mieka, zelatyny i sScietej surowicy. Na-
tomiast tlenowce identyfikowano w sposéb rutyno-
wy wykorzystujac podloza réznicujgce (Kliglera, SS
itp.}.

Wiasciwosci choroboiwdrcze. Patogenno$é wszysti-
xich szezepOw bn okreslano na zakazonych dootrzew-
nowo bhialych myszach (dawka 48-godzinnej hodowl:



