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MARIAN GRUNDBOECK, JADWIGA GRUNDBOECK-JUŚKO

Dla serologicznej dia,gnostyki enzo,otycznej
białaczki bydła rok 1972 był przełornowy. Uka-
zały się wówczas dwie amerykańskie publikacje
Miller i Olsona (11) o wykrywaniu swoistych
dla białaczki przeciwciał odczynem irnmunody-
fuzji w żelru oraz praca Ferrera i wsp. (1) o wy-
korzystaniu do tego celu odczynu immunofluo-
rescencji. Meto,da użyta w pierwszej z wymie-
nionych prac okazała się bardzo przydatna do
badań rutynowych, toteż w ciągu kilku lat
rozpowszechniła się na całym świecie oddając
zTuacz7le usługi w z:walczartiu białaczki i zapo-
bieganiu tej chorobie. Czyniono również liczne
próby zastosowania tu innych o,dcz)rnów sero-
1ogicznych: radioimmunologicznego, immuno-
peroksydazowego, inaktywacji wirusa, wiąania
dopełniacza, a ostatnio odczynu ELISA. Metody
te zo,stały scharakteryzowane w innych publi-
kacjach dostępnych dla polskiego czytelnika (6,
7). Pomimo tego, że wymienione metody są w
większym stopniu bardziej czułe od odczylr-u
immunodyfuzji w żelu, odczyn ten niezmiennie
odgrywa czołową rolę w diagnostyce omawia-
nej choł,oby.

Na międzynar.odowej ko,nferencji poświęconej
l:ozpo,znawaniu białaczki bydła, która odbyła się
w Rotterdamie w 1,977 r i w krtórei uczestni-
czyła większość światowych autotytetów z za-
kresu tej choroby, wydano nastąlujące zale-
cenie: ,,Odczyn immunodyfuzyji w żelu agar/o-
v/ym przy użyciu glikoproteidowego arrrtygenu
wirusa hiałaczki jest swoisty, czuly i. bardzo

--prosty w wykonaniu. Zaleca się, by do cza]su
uzyskania bardziej praktycznej meto,dy, każde
laborat,orium zajmujące się białaczką bydła
dysponowało tym,odczynem niezależnie od in-
nej me,tody wykrywania przeciw,ciał dia BLV.
w &<tórej to laboratorium się wyspecjalizowa-
'o." (16).

Do odczyrru immuirro,dyfuzji w żelu wprowa-

.!, lub pozwalały na oszczędność zuży,cia an-
irrł. Początkowo za antygen służył etero-
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Serologiczne rozpoznowonie biołoczki bydło w kroiu.
l. Oceno melody i pierwszych wyników

Pracot,nia Patologii Komórkowej i zakład Biochemii Instytutu Weterynarii,
A]. Partyzantólv 57, 24-100 PLrławy

wy ekstrakt z wirusa białaczki. Preparat tego
rodzaju zawierał przede wszystkim swoiste
białko o masie cząsteczkowej 24 000 d, okreś-
lane symbolem p24. Później w powszechne u-
życie wszedł antygen glikoproteidowy. Frze-
ciwciała dla tego antygenu występują u prze-
waża j ące j liczby zw iet ząt zakażony ch \Mirusem
bi,ałaczki, podczas gdy przeciwciała dla anty-
genu p24 są spotykane zna,cznie rzadziej. W
badaniach rutyrrowych używa się najczęściej
tzw. antygenu podwójnego (dual antigen), który
obok zasadniczego, gLikoproteidowego kompo-
nentu związanego z otoczką wirusa, zawiera
antygerr p24 pochodzący z wnętrza winionu,
Antygen ten wykazuje podobne spektrtrm diag-
nostyczne jak sam antygen glikoproteidowy, ale
jego produkcja jest znacznie prostsza niż uzy-
skanie immunologicznie czynnych białek wiru-
sowych w czystej postaci.

Przystępując do rozpoznawania białaczki
bydła przy użyciu serologicznych metod, bada-
cze polscy l<orzystali z doświadczeń uzyskanych
w USA i w niektórych państwach Europy. Do-
świadczenia te nie tylko ułatwiły wybór odpo-
wiedniego odczynu serologicznbgo i m,etod pro-
dukcji antygenu. S,tanowiły one na,dto podsta-
wę oceny pierwszych uzyskanych wynilrów.

Zgodnie z pismem Departamentu Wetery-
narii, Ministerstwa Rolnictwa, znak WETz,IV.
44ll h-75 l B0, In,stytut Weterynarii w Puławach
tozpoczął z dniem 1 czerwca 1980 r" prowa-
dzenie serologicznych badań rozpoznawczych
białaczki bydła. Badaniami tymi objęto hodo-
wlane bydło importowan,e z zagranicy i eks-
portowane oraz częśc hodowli krajowej,
zwłaszcza wielkostadnej. W części przypad-
ków badano całe pogłowie stada. Częściej ogra-
niczano się do badania tylko hematologicznie
niepodejrzanych zwierząt. W paru oborach
przebadano natomiast tylko sztuki wykazujące
limfo,cytozę celem zweryfikowania rozpozna-
nia hematologicznego. W pierwszym r,oku akcji

ebadano około 4500 sztuk bydła, głównie
krów i jałówek.
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Ryc. 1. Odczyn immunodyfuzji w żelu. W środkowej
studzience (A) jest antygerr glikoproteidowy. W stu-
dzeinkach 2. i 5. jest surowica wzorcowa zalvierająca
przeciwciała dla wirusa białaczki. Studzienka 6 za-
wiera surowicę krowy, wolnej od wirusa białaczki.
W pozostałych trzech stu{zie.}ff.l, .urn",ice zrvie,rząt

nego (p24), który uzyskiwano z krótkotermit-Io-
wych hodow}i limfocytów krwi białaczkor*rych
krów przy użyciu metody Miiler i Olsona (11).
Metody uzyskiwania preparatów antygenowycl-t
oraz kontrolowania ich aktywności i swoistoś-
ci serologicznej przedstawiono w osobnyclr. pt-l-
btikacjach (8, 9).

Odczyn przeprowadzaruo w płytkach Petrie-
go o średnicy 6 cm, z żelem agarozowym. Do
studzienki centralnej dawano antygen, a dc
obwodowych badane surowice oraz surowicę
standardową zawierającą przeciwciała swoistel
dla białaczki. Wynik odczynu sprawdzano po
upływie 24, 48 i 72 godzin Gdy dodatni od-
czlłt występował po 24 godzinach, oznaczanc 

.-\
jego nasilenie t**, a dla odczynów wystę
pujących o dobę lub dwie później stosowal
odpowiednio oznaczenia ** i +,

Porównanie częstości występowania dodatnich
odczynów serologicznych oraz limfocytozy rv

białaczkowyeh stadach bydła
Jak przedstawia tab. 3, przebadano dwa sta-

da krów liczące 177 i 109 zwierząt oraz grupę
28 buhajów. Bialaczkową limfocytozę w\lUdza-

W pracy tej przedstawiono metody badań
oraz część wyników, które poddano analizie
uwzględniając: częstość występowania dodat-
nich i ujemnych odczynów serologicznych w
poszczególnych stadach, zgodnoŚć odczynów se-
rologicznych z wynikiem badania hemato]o-
gicznego, czas inkubacji odczyrrru oraz częstość
odczynów przy użyciu dwóch róznych pTepa-
ratów antygenowych. Wyliczone na tej podsta-
wie wskaźniki zestawiono z analogicznymi
wartościami podanymi w zagranieznym Biś-
.niennict,wie

Metody ażyte do badań serologicznych
w kraju

Rozpoznawanie białaczki bydła oparto na od-
cz;mie immunodyfuzji w żelu z zastosowaniem
antygenu podwójnego. Antygen ten produko-
wano we własnym zakresie przJ użyciu linii
komórkowej F'LK-BLV, któią uzyskano \\ż
Państwowym Laboratorium Chorób Zwierzę-
cych w Ames, Iowa, USA (21). Wytrącanie im-
munologicznie czynnych białek z hodowli oraz
ich oczyszczanie i zagęszczanie przeprowadza-
no wedłu8 metody podanej przez Miller i Van
Der Maatena (12). Nadto przeprowadzono nie-
liczne próby zastosowania antygenu eteroopor-
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Tab. 3. Zestawienie wyników badania
dach królv i vl gr,,.tpie b,uhajów. Liczby

hematologicznego i serologicznego rł, kierunku
odczynów hematologicznyeh i §erologicznych

białacz]ki w dwu sta-
p,odano w procentach

hemato1o
|-iczba L rodzaj

zlvierzą+t

lil ou,

buha]o-ff

Razern 3l4 zwietząl

Tab, 4, Częstość dodatnich odczynów serologicznych,.i jalówek i kró-w nie wykazujących limfocytozy, 1,\/

stariach białaczk,owvch

Jałówki Krowy

hematolog. - Stosunek
ser.łl

/hem,*ser,. -|- ser. -]- hem.}

30 
l

czyną SzczegÓlnie silnego wzrostu poziomu lim-
focytów w krwi.

Częstość dodatnich odczynów serologicznych
v zwietząt z prawidłowym poziomem
limfocytów, w stadach bialaczkowych

Badaniami objęto bydło z 9 obór oraz grupę
44B jałówek pochodzących ze skupu (tab. a).
W pięciu oborach przebadano zarówno jałówki
jak i krowy, w dwu oborach przebadano tyl-
ko jałówki, & w dwu pozostałych tylko krowy"
Procent odczynów dodatnich w po§zczegól-
nych stadach wahał się wśród jałówek od 0
clo 56, a u krów od 17 do 60. Ijrocent ten ob-
liczony łącznie dla wsz5rstkich badanych ja-
łówek wynosil 9, a dla wszystkich krów 47.
A zatem jałówki wykazały 5-krotnie rzadsze
występowanie swoistych przeciwciał niż kro-
Wy"

Autorzy zagrar:iczr'i wykazali u hematolo-
gicznie ujemnego bydła z białaczkowych stad
stosunkowo niewielki poziom dodatnich odczy-
nów serologicznych: 3, 2 i l70lo. W stadzie wol-
nym od białaczki, dodatnich odczynów serolo-
gicznych nie zanotowano (tab. 2). Wykazane w
tych badaniach zjawisko z:naczTlie częstszego
występowania dodatnich odczynów serologicz-
nych u dorosłych zwierząt niż u młodych po-
twierdza liczne obserwacje autorów zagranicz-
nych (10, 18, 19, 20).

Częstość dodatnich odczynów serologicznych
a zwierząt wykazujących limf ocytozę

Badania przeprowadzono w 3 stadach krów,
które przebadano najpierw hematologicznie,
Charakterystyczny dia białaczki poziom limfo-
cytów stwierdzono przy pomocy europejskiego
klucza białaczkowego łącznie u 726 zulierząt,
które następnie poddano badaniu serologicz-
nemu. Wartości procentowe dodatnich odczy-
nów serologicznych wynosiły w tych stadach:
87, 100 i 97 (tab. 5), Analogiczny procent ob-
Iiezony dla wszystkich zwierząt wynosił 94.
Badacze zagraniczni stwierdzili w podobnych
rvarunkach na§tępujące wartości procento\Me;
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ło u, pierwszym stadzie B0/o zwietząt, w drugim
JOń, a buhaje bly wszystkie hematologicznie
utjemne, Dodatnie wartości serologiczne wyka-
zało w poszczególnych grupach 36, 25 i 2t0l0
badanych zwierząt. A zatem dodatnie odczyny
serologiczne były u krów 4 względnie 5 razy
liczniejsze niż hematologiczne rozpoznania bia-
łaczki.

Zestarviając przedstawione wartości z analo-
gicznymi liczbami uzyskanyml przez innych
autorórv (tab. 1) stwierdza się, że zagranicznl
badacze posłużyli się materiałem zwierzęcym
bardziej zróżntccswanym pod względem stop-
nia zakażenia wirusem białaczki. Dodatnie rł,y-
niki hernatologiczne wahały się tu w zakresie
2-46010, a dodatnie wyniki serologiczne 9-
569Ó. Pornijając wyniki uzyskane przy użyciu
antygenów p15 i p24, stosunek dodatnich wy-
nikór,rr serologicznych do dodatnich wyników
hematologicznych w poszczególnych stadach
pozostawał w zakresie 1,1-6,1" Oznacza to,
ze w niektórych pracowniach rozpoznarvczych
czułość metody serologicznej praktycznie nie
różni się od czułości metody hematologicznej.
Prawdopodobnie jest to wynikiem niskiej czu-
łości użytego antygenu, jakkolwiek nie można
tu wykluczyó, że pewne ezl-nniki fizjopatolo-
giczne spowodowały częściowe zahamowanie
wytwarzania przeciwciał względnie były przy-
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Tab. 5. Częstość dodatnich odczynów serologicznych
u krów wykazujących iimf,ocytozę, w sta,dach białacz-

87, 51 i 97 (tab. 2). A zaiem, \ł,yniki badań
własnych i prac zagranicznych wskazują, że
zwierzęta hematologicznie dodatnie można u-
ważać z niewielkim ryzykiem błędu za zaka-
żone wirusem białaczki.
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Ryc. 2, Intensywność
nych u bydła w

lliek zwierząć n /ąćacń

dodatnich odczynów serologicz-
zależności od wieku zwietząl

Badanie intensywności odczynów
§erologicznych

Do badań użyto 630 z:wierząt z 5 stad, w
których występowała białaczka, Za \^,skaźnik
intensywności odczynu przyjęto czas wystąpie-
nia prążkó-łr precypitacyjnych. Kryteria oceny
wyników przedstawiono ,w rozdziale ,,Meto-
dy...". Należy zaznaczyć, że odczyny Wczesne,
widoczne po 24 godzinach (+ + +) odznaczały
się z reguły bardzo wyraźnymi prążkami, pod-
czas gdy odczyny późne, widoczne dopiero po
72 godzinach (+), były delikatniejsze, a nie-
kiedy trudno dostrzegalne,

Jak przedstawiono w tab. 6, odczyn o nasi-
leniu -F*+- zanotowano u 170/o zwtetząt, od-
czyn ł* u 150/o, odczyn * u 10%, a odczyn
ujemny (-) u lBVo zulierząt. Od tych wartoś-
ci, obliczonych dla wszystkich badanych zwie-
tząt, często ńżnlŁy się analogiczne wskaźniki
w poszczególnych stadach. Wśród dodatnich
odczynów, w dwu stadach przeważa\y odczy-
ny +++, w dwu innych odczyny ++, a
t),Iko w jednym stadzie ptzeważaly odczyny
pożne (f). Biorąc pod uwagę wiek zwierząt,
stosunkowo najwięcej odczynów +++ zallo-
towano u sztuk młodych w wieku do 5 lat.
W późniejszym okresie życia częstości występo-
wania dodatnich odczynów o róznym nasileniu
są bardzo zbliżone (ryc. 2).

Tab. 6. 'Występ,owanie ujemnych odczynów serologicz-
nych (-) oraz odczynów dodatnich o różnym nasile-
niu (*, ++. +++) *f;ffl" białaczkowych stadach

Liczba
zw,ierz.ąt

Odsetek odczynów serolo,gicznych
-l-| +++

Porównanie odczynów serologicznych
przy użyciu różnych antygenów

Do badań użyto antygenu eteroopornegc;
(p24) oraz antygenu podwójnego, którego głów-
nym czynnym komponentem iest glikoproteid.
Z tego względu antygen telt oznaczono sym-
bolem gp.

Tab. 7, Zastosołvanie antygenu gp i p21 do odczylrr_l
inrm,unocl,1zfuzji \ł, ż3lu

Liczba dodatnich
rvynikówLiczba bada-

ltych krów Z antYE.
p21

,Stosuneił
Ep,,.p24Z ,antvg,

cp

))

2,0
3,5
6,4

Razem 345

W tab. 7 przedstawiono porównanie części
odczynów dodatnich z antygenem gp i anty-
genem p24. Stwierdzono, że odczyny z antyge-
nem gp były 2,2 do 6,4 (średnio 3,3) razy licz-
niejsze niż z antygenem p24. Frelzel i wsp,
(3) przebadali 220 sztuk bydła przy użyciu 4
antygenów wirusa białaczki: p15, p24, gp69
i BLV, Liczby dodatnich odczynów z tymi an-
tygenami wynosiły: 9, 2, 67 i 61. Wartości pro-
centowe odpowiadające tym liczbom podano w
tab. 1. Podobnym badaniom poddali auiorzy
japońscy (13) 34 sztuki bydła. u których
stwierdzono anatomopatologiczne i. histopato-
logiczne zmiany białaczkowe. Użyto tu trzec}i
różnych antygerrółv oznaczonych symbolami:
gp-45l55, p23 i IAG (wewnętrzny ant;,gen)
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Częstość dodatnich odczynów wyrażona w pro-
centach wynosiła kolejno: 12, 56 i 62%. Przed-
stawione badania wskazują, że na wynik od-
czyrru serologicznego ogromny wpływ wywie-
ra rodzaj antygenu i sposób jego uzyskania,

Wnioski

1. Badania wykazaly. że dodatnie wyniki se'-
rologiczne pojawiają się w białaczkowych sta-

nia stad od białaczki, jak również zabezpiecza-
nia ich przed tą chorobą.

2. Stwierdzotto, że w białaczkowych stadach
około 100ń 1'ałówek i 50% krów hematologicz-
nie ujemnych wykazuje dodatni odczyn sero-
logiczny. Wynika stąd, że ujemny wy,nik.ba-
dania hematologicznego nie moze być podsta-
wą uznania zwietzęcia za wolne od białaczki.
zwłaszcza -ieśli pochodzi ono ze stada białacz-
kowego lub nie rozpoznanego pod względem
epizootiologicznym.

3. U 90-1000/o krów hematoiogicznie doda-
tnich stwierdzono dodatni wynik badania sero-
logicznego. Wynika stąd wniosek, że dodatnich
wyników badania hematologicznego nie trzeba
weryfikować badaniem serologiczn}ryn w sta-
dach, gdzie bezspornie białaczka występuje.
lVeryfikacja taka jest niezbędna, jeśli w sta-
dach dotychczas wolnych od białaczki pojawią
się pierwsze przypadki 1imfocytozy, lub gdy
okoliczności wskazują, że limfocytoza może
być wywołana innymi niz białaczka czynni-
kami.

4. Potwierdzollo, że odczytanie wyniku od-
czyrLu immunodyfuzji w zelu lł,inno być doko-
nywane po 24, 48 i 72 godzinach. Biorąc pod
uwagę, że znaczna,część (około 25ło) dodatnich
odczynów serologicznych uwidacznia się dopie-
ro po upływie 72 godzin byłoby wskazane zba-
danie części pojawiania się późnych odczynów
(po 96 i 120 godz.) oraz określenie ich wartości
diagnostycznej.

5. Badania potwierdziły pogląd, że wartość
diagnostyczna odczynu immunodyfuzji w żelu
zależy w znacznej mierze od jakości prepara-
tów antygenowych. Dlatego też produkcja an-
tygenów winna być scentralizowana, a wszyst-
kie serie antygenu łvinny być podclawane u-
jednoliconej kontroli na aktyu,ność i swoistość
serologiczną, Główny nacisk winien być tu po-
łażony na wyĘrywanie zanieczyszczeń nie-
swoistymi komponentami antygenowymi.
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lpyH4,6er M., tpyrłł6er-IOclxo .f[, - 
CeponorltqecKoe

pacllo3uaBanrłe neńxosa Kpynnoro poTaToTo cKoTa B
c,rpane. I. Oqerrxa MeToAa ,I nepBblx pe3yJrBTaToB.

flrrx eeponor]łqecKl4x r{ccJletroBau]/llł no paenpoerpa-
HeHI4ro Brlpyca neżxosa KpynHoroB poraToro cKoTa B
cTpane ilcnoJIb3oBaJII! peaKIII4Io zlulwyHogzóóy3yIvl B
relre. Peaxqzlo BbItrIo JIHff JIr!, nplMeHfi fl rJIrIKoIIpoTer,rAo-
nsrrż arrrrłleg (rn), sr,rnyrqerrrłsrż g Berepzuapnołr uH-
cTr4TyTe s llynanax. fleperre ]4ccJIeAoBaE]łfi IIoKa3aJII1,
qTo cepoflorrqecKaf TexHr{Ka IIoKa3bIBaeT B 5 pa3
6onrure lloJIo>KmTleJIBHEIx peaKIIr{rż,łeu IeMaToJIoT]4-
.łecrvń MeToA, IlpMT4erł.gelłsrrż B HaeTofiIqee BpeMfi B
Ilorsrue. B reżrelłrł,łecKł{x cTaAax xopoBEI, oTJIl{qaK)-
ilI]4eca xapaxreprrorż nn"a eroż 6onesrłu xapr:rłnorź xpo-
BI,L TIoKa36IBaJI]4 l1poTI,rBoTeJIa nJIg B,Ipvea leżxoga
cKoTa B 90-100% cilyqaeB. V teruarororr{,Iecr<llx oT-
pilIIaTeJILHbIx x<r[Bo'THbIx j13 gIJ,lx x<e cTan 3TI{ npo-
TI,IBoTeJIa IIo.EBJI.firIT4cB ToJIbł(o e 50%, Iloannerrrłe pae-
cI{aTp]łBaeMbIx TlooTiIłBoTeJI y TeJIoK 6lrło g 5 pa3 pe-
x<e qeM y B3pocJIBTx KopoB. Orlretrłlrł TaKxle, qTo
TIDevuTnĄTaI]uoHHbIe Jlltl11,tu B lefie no"HBfirIJIT4cb paHB-
ue u 6ttlm ,oTqeTJIl.{Bee y MoJ]orbTx ><łtaorrłrrx. Ąo-
ilOJIHfiTeJLBHO BFnTIOJIH/JItr4 HeKOTOPOe tfT4eflO OTIT-ITOB C

aITTr{leHoM p24. TTo;nox<lłTeJIF,lIT,Ie peaKlr]4Tl c 3TT/IM aH_
TlrIeHoM 6sr;rrł rr 3 para pex(e ,]eM peaxqr]4 c alITTł-
reHoM In.

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

The gel immunodiffusion test has been ap,plied to
examine the incidence of bcvine leukaemia virus
(BLV) infection in Poland. The test was performe,d
using the glycoproteine (8o) antigen, prepared at the
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Veterinary Institute in Pulawy. Preliminary exami-
nattons indicated that by the serological method five
times nlore positive reactions were obtained than by
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 BLV 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 WIERCIŃSKI, IRENA BARCZ, I]oGUMIŁ RoKOSZ

Bezllenowce niesporuluiqce w zokożenioch iomy ustnei

i rocic cielqł
zakład Hlgleny weterynalyjnej, ul. sło\picza 2, 20-336 Lub]ln

In§tytut crlorób zakażnych l tnwazyjnych wydzialu lveterynaryjnego AR, uI. Akademicka 12, 20-033 Lublln
centralne Laboratorium Aparaturowe AR, ul. Akademlcka 1.3, 20-033 Lublin

Beztleno-wce niesporutrujące (bn) stanowią
ważny, chociaz ciąg]e za malo poznany i stąd
niedoceniany czynnik etioiogiczny endogennych
zakażeń różnych gatunków zwierząt, vi tym
także cieląt (79, 23, 31, 33), Wymienione bakte-
rie wywołują między innymi dyfteroid (19) 1

zanokcicę cieląt (1, 7). Opisy właściwości tych
bezt]enowców, badanych zwykle dawniej przy
uzyciu klasycznych metod identyfikac)rinych.
mogą budzic - z dzisiejszego punktu -widze-
nia - szereg wątpliwości. W ostatnich bovłiem
latach dokonał się ogromny postęp r,v m,eto-
dach diagnostyki bn. Opracowane zostały no-
we zasady tzw. metabolicznej identyfikacji,
uwzględniającej analizę składu lotnvch kwa-
sów tłuszczowych (LKT) i kwasów dwukarbo-
ksylowych (DK). Metody te, przy badaniu
zwierzęcych szczepow niesporulujących (bn),
były stosowane tylko wyjątkowo przy zanokci-
cy bydła (7). Poza tym w dostępnym piśmien-
nictwie nie napotkano żadnych opisów bn,
identyfikowanych w ten sposób, w przypad-
kach dyfteroidu cieląt,

Metody hodowli beztlenowców niespcrulują-
cych posiadają różną wartość praktyczną (29).
Spośród zapropcnowanych systemów nanna-
żania bn zwykle są używane metody anerosta-
towe (2, 6) i pyrogallolowe (3, 2B), Dotychczas
jednak nie były one porównywane w aspekcie
efektywności wyosabniania zwierzęcych szczę-
pór,v bn,

Celem pracy było: a) zdiagnozowanie schcl-
rzenia cieląt z obiawami zakażenia jamy ustnej
i racic, b) określenie składu występująćych
beztienowców niesporulujących o::az id,entyfi-
kacja ich metodą metaboliczną, tj. z uwzględ-
nieniem rodzaju u,ytwarzanych lotnych kwa-
sów tłuszczowych (LKT) i kwasów dwukarbo-
ksyiowych (DK), c) określenie efekty,lł,ności
izoiacyjnej metody anel,ostatowei i pyrogalio-
iowej oraz poznanie składu, diagnozowanei u,
sposób rutynowy, rnikroflory tlenowej.
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Materiał i metody

Badane cielęta. Schorzenie wystąpiło w stadz,ie cie-
ląt, w rvieklr 4-6 miesięcy i dawało objawy zakażeń
sugeiujących dyfteroid i zanokcicę. Do badań labo-
l,atoryjn;,ch pobrano próbki tkanek ze zmian chcro-
bolvych w jamie ustnej i racicach od pcddanych ubo-
jcwi 2 cieląt.

Hodowla i izolacja, Z pobranych próbek dokonywa-
no wysiewów na podłoże agarowe z dodatkienr 10%
surowicy końskiej oraz na pożywkę YL z 5 mcg/ml
witaminy K, 5 mg/ml heminy i 50/o hemolizatu krwi
orvcze j. Posiane podłoża inkubowano w 37oC przez
okres ł1-5 dni metodą anerostatorvą, wcześniej opisa-
ną w pracach własnych (6, ?), oraz metodą pyrogal-
1olową według Pestiego (28). Wycięte w,raz z agarem
podejrzane kolonie namnażano w półpłynn;.m podło-
żu Wrzoska w modyfikacji Cygana i wsp. (5).

Identyfikacja. Metabolizm wszystkich wyosobnio-
nych szczepów bn badano przez określenie rodzaju
lotnych kwasów tłuszczowych (LKT), a z kwasów
dwukarboksylowych (DK) - k,ł,asu bursztynowego z
zastosowaniem, jako meto,dy identyfikacyjnej - chro-
matografii gazowej według Ottensteina i Bartleya (27).
Przy badaniu LKT dodawano 20 pl 109o eterowego
roztworu kwasu heptanowego (C7 - standard we-
wnętrztry) do 2 mi hodowli na podłożu Beerensa (czas
inkubacji w anerostacie 7 dni). Następnie 1 ut tej mie-
szaniny wstrzykiwano do kolunrny chromatogratu ga-
zowego Perkin Elmera F 30 (USA). W celu zidenty-
likolvania kwasu bursztynowego (poszukirvany w ba-
danej hodowli po wprorvadzeniu dodatku kwasu lau-
Iynowego CIz - jako standardu wewnętrznego) sto-
sowano estr/ikację z użyciem J,4olil BF, r,v prt,lpanolil
według Daenensa i Laruelle (8). Uzyskane estry
wysalano wodnyrn, nasyconym rozt,"vorem NaCl i
próbkę w objętości 1 pl, pobraną z górnej warstwy
estrowej, wprowadzano do kolumny chronratogla-
fieznej SCOT (aparatu Perkin-Elm,era F 30, USA).
Wyniki oznaczeh wyliczano przy pomocy programo-
wanego integratora Perkin-Elmera M-l (USA). W dal-
szej tazie diagnostycznej sprawdzano aktywność fer-
mentacyjną, beztlenowych szcząlów, w stosunku do
niektórych cukrów i alkoholi oraz działanie proteo-
lityczne wobec mieka, żelatyny i ściętej suro,*,icy. Na-
tomiast tlenowce identyf ikowano w sposób rutyno-
wy wykorzystując podłoża różnicujące (Kliglera, SS
itp.i"

Właściw,ości cboroboiwórcze Patog+,iność vJszyst
)rich szczepów bn określano na zakażonych dootrzew-
nowo bialych myszach (dawka 48-godzinnej hodowli


