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Materriał i wretody
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przydotność leslów SlA i AG|D orlz bodoń ulłroslrukiurolnych

do wykrywonio zokożeń wirusem enzool)/cznei biołoczki. bydło-)
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We wcześniejszym opracowaniu przedstawio-

we oraz u zwierząt zakażonych latentnie, u
których brak jest reakcji sero}ogicznych. Ma
to duże znaczenie epizootiologiczne, ponieważ

styczną testu SIA, AGID oraz bad
kturalnych limfocytów u cieląt i j
tych programem uwalniania od
białaczki bydła (EBB).



NrB MEDYCYNA WETERYNARYJNA Rok XL\i

dzinn5łn wzroście hodowli wykolnano kolejny pasaż
rozlewając 1,5 ml zawiesiny kornórek CCB1 o ko,ncen-
tracji 2,5X10l/ml do probówek Leightona ze szkiełka-
mi nakrywkowymli o powńerzchrri wzrostu ok. 3 cmz.
Płyrr wzrostowy stanowił MEM Eagla (Minimum
Essential Medium Eagle) ,z dodatkiem 109o FCS (Fetal
Calf Serum - surowica płodu bydlęcego) (Gibco) i
antybiotyków (penicylirna 100 jedn./rnl, srtreptomycyna
100 mg/nil). Po 18-24 godz. (ok. ?50ń pokrycie szkiełka
nakrywkowego hodowlą) zlelvano płyn znad hodowli
i, przemywarro ją PBS, a następn,ie zakażono 0,3 ml
świeżo wyizolowanych 1imfocytów o korrcentrac ji
5X106/m1. Czas absorpcji wynosił 60 minut w tempe-
raturze 3?"C, p,o czym probówki uzupełniano do 1,5
ml MEM Eagla zaw,ierających 10ło FCS. Płyn w ho-
dowli zmieniano po raz pierwszy już po 24 godz,, .'vy-
płuku j4c jednoc,ześnie dokładnie PBS ,niezaadsorbo-
wane limfocyty, a następnie po 7ż i I20 godzinach od
założenia hodowli. szkiełka nakrywkowe wyjmowane
z probówek w 5 1ub 7 dniu, płukano PBS, suszono
lv temperaturze pokojowej, utrwalano 5 minut w me-
tanolu, a następnie barwiono hematoksyliną-eozyną
i oglądano w mikroskopie świe,tlnym pod powiększe-
niem 70-krotnym. Pod uwagę brano te syncytia, które
zawierały 5 i więcej jąder.

Do badań ultrastrukturalnych pobrano limfocyty
krwi obwodowej od 3 cieląt grupy kontrolnej, pocho-
dzących z obory wołnej od EBB oraz od cieląt w
wieku 5-6 miesiący, u których w badaniu testem
syncytialnym uzyskano dodatnie wyrniki. Limfocyty
izo]owano z użyeiem Ficolu (Pharmacia) z Uropoliną
o ciężarze wlaściwy,m 1,069 g/ml. Po płukaniu i odwi-
rowaniu limfocytów uzyskano frakcję o koncentracji
komórek ok. 5X100/ml. Odwir,owane limfocyty utrwa-
lano przez 2 godziny w 2,5o/o roztwonze aldehydu glu-
tarowego w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 7,2-7,4
(1) z dodatkiem 7,50/o sacharozy, oraz dodatkowo w 10/o

czterotlenku osmu. Następnie płukano je oraz odwa-
dniano w szeregu alkohoiowo-acetonowym i zatapia-
rro w Epo,nie 812.

Utrtracienkie skrawki kontrastowano 4vo roztworem
octairru urarrylu w 500/o alkoholu etylowym ,i roztworze
cytrynia,nu ołowiu (14), po czym materiał ten ana-

Tab. 1. Porównawcze wyniki badań diagnostycznych
q7 kierunku EBB przy użyciu testu AGID i SIA

Wyniki badań

lizowano rn, rnikroskopie elektronowym Phillips EM
30 1S.

Wyr.iki i omówienic
Wyniki poTó]^/nav,rczych hadan diagnostycz-

nych cie]ąt i jałóivek testem AGID i 3IA v,l
kierunku EBB przedstawiono w tab. 1. Wska-
zują one, ze u wszystirich cieląt 

'-U-6rri6ialyciri 7-14-dniowyclr pojawil}, sł.ę w
krwi przeciwciała siarowc (iC00/o v;.vn
datnich w teście AGID). U cieląt 6-8 iyg.
przeciwciała anty-BLV u 4qfik
Żwterząt, a u cieląt 5-6- u 15,60l/o

Ryc, 1. timfocyt gieląt grupy kontrolnej; 'N - jądro.
Fow. ż?000X
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Ryc. 3. Fragment limfoblastu bydlęcego z ptzylega-
jącymi cząstkami SLV (+) oraz cząstkami zawartymi

w cytoplazmie (v); N - 
jądro. Pow. 22 000X

Ryc. 5. Fragment limfoblastu bydlęcego z zawatlymi
w ,,woreczkach" cząstkami BLV w obrębie cytoplazmy

(v); Pow. 40 000X

&
tr"
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Ryc. 4. Fragment limfoblastu by,dlęcego z zawartymi
w ,,woreczkach" cząstkami BLV w obrębie cytoplazmy

(v); N - 
jądro. Pow. 42500X

Pierwsze dodatnie wyniki w teście SIA,
świadczące o zakażentu BLV zaobserwowano
u cieląt 6-B-tygodniowych - 400lo, natomiast
u cieląt 5-6-miesięcznych - 34,40/0, u jałówek
16-18-miesięcznych - 40,9010 i w grupie ja-
łówek Z?-Z4.-mtesięcznych - 25010.Istotne wy-
dają się negatywne wyniki w teście SIA u se-
rclogicznie dodatnich cieląt. Wskaztrją one na
aktualne zakażenie zwierząt wiru§em BLV przy
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Ryc. 6. Fragmenty degenerujących limfoblastów bydła
zakażonego BLV. 38 000X

braku wiremii. W grupie cieląt 5-6-miesięcz-
nych dotyczyło to 200/o cieląt, w grupie 16-18-
miesięcznych jałówek odpowiednio 9,10/o i w
grupie Z?-24-miesięcznych jałówek 300/o zwie-
rząt. Z drugiej strony wykryto u zwierząt se-
rologiczrrie ujemnych obecność BLV u 1B,B0/o

w grupie 5-6-miesięcznych cieląt, u 4,50/o w
grupie 16-18-miesięcznych jałówek i u 50/o w
grupie Z?-}4-miesięcznych jałówek"
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. Wśrócl za-
cytoptrazma-
ąstki wirusa.
autorów (2,

nty-BLV jedynie o rł,cześniejszym
ontakcie a z wirusem EBB. Nato-

miast z drugiej strony pozr,vala on wykrywać
zw,ierzęta zakażalne BLV, a nie wykazujące
przeciwciał w badaniach serologicznych, co ma
ogromne znaczenie epizootiolo giczne.

Obserwacje własne wskazuja na sz-czególną
przyCati-rość testu SIA do diagnostyki EBB u
następując5,ch grup wiekowych:

- cieląt 5-5-miesiecznych przed wyjściem
z cielętnika do jałownika;

- 
jałówek 16-18-miesięczrrych przed pokry-
clem oraz

- 22--24-miesięcznych w.v5gĘ6 cielnych jałó-
wek przed wprowadzeniern do obory króvl
mIecznych.
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Krr.rłuerrroBer^wf,t C' Ilagerłcxa f[., Kypsrrrrxo fi. _
ilprłroqrroerr TecToB §IA r AGID, a Taxxe yJIBTpa-
cTpyKTypEBIx llccJIeEoBaEl.lfi r o6papyxr,tBanIllo I{H-
óexqlrfi Brrlrycou ou3ooTnqectoro łefixo:a cxora

l4ecneposarłua SIA z AGID BsIIIoJIIłTłJIr y 10B renrr
]ł TeJIoK HtI-n noipoAbl oT KopoB ,f3 cTana, B xoTopoT,I
npoqeHT rn$erptlż BLV cocTasnnJl eBBI[Ie B0%. X(u-
BoT]HbIx pa3AeJIilJI]ł rła 6 no:pacTrHblx lpynn. B reere
AGID y ncex 3-S-4rłeBHErx u 7-t4-auenHBlx TeJIfiT
oTMeTlJIr{ nofiox]rTeJIbHBIe pe3yJlBrarsr (uonorr{EHBTe
npolrfEoTeJla). V 6-8-rłeAeJIIrHt Ix TeJIfi T llporr,fBoĘeJla
aHrr-BLV oTMeT]{JIJĄ y 40% x<lłeoTHt,Ix, a y 5-6-Me-
cErłHEIx - 15,6%. IIepssIe noJTox<ffTeJIbHBIe pe3yJIL-
TaTLI B recre SIA olue,rwJfur y 6-8-Henerrbu6lx TeJIffT
(40%), sarelł B lpynne 5-S-Meeg-{HrTx TeJI.ET (34,40/0),
y 16-18-łrecfltluETx rełor (40,9%) u s rpynne 22-24-
-MeeaqĘblx terror (25%). V ceponorulecKw rtoJlox{!4-

,,{

i@

Fry .i.f, ,',,|,

Ryc. ?. Fragment degenerującego limfoblastu bydła
,ikużorrugo BLY z licznymi obrazami wakuolizacji

cy,toplazmy (vc). Pow. 49 000X

Hofirekiwsp. c9s edo-
datnich jałówek poz yniki
w teście SIA u (8B, czym
stwierdzili oni obecność przeciwciał anty-BLV

rząt. Podobne wyniki uzyskali Kaaden i Fren-
zel (8) oraz Wittman i wsp. (16).

EBB w teście
badań ultra,

bwodowej na-
turalnie zakażonego bydła.

W obrazie ultrastrukturalnym obserwowano
\u 5-6-miesięcznych cteląt z dodatnim wyni-

kiem testu SIA trzy grupy limfoblastów. Jedną

wowano w toku rozwijającej się białaczki u my-
szy(12).D ęstanowią
limfoblasty e cząstki \Mi
fie ich bezp sąsiedztwa
również cząstki wirusa. Są one pojedyncze 1ub
też zawarte w strukfurach obłonionych tzw.
,,woreczkach" (ryc. 3), przylegając i opłaszczając
Iimfoblasty lub też występując w tzw. worecz-
kach w cytoplazmie w strefie okołojądrowej
(ryc. 3, 4, 5), Opłaszczanie cząstkami wirusa
oraz ich obecność w cytoplazmie limfoblastólv
obserwowa]i Machmud (11) oraz Weber i wsp.
(15). Obok takich proliferujących limfoblastów
spotykano formy degenerujące z obraząmi wa-
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TeJIBHbIx TeJIET B recrc AGID, oTIMqaTenBIłBIe pe-
3yJIbTaTbI B Tece SIA nonyvrłłm y 20% 5-6-Mec,E.ł_
H6Ix x{IłrBorHrrx, y g,l8ń 16-18-r*ecg.łlłrrx lełox rł 30%
22-24-veca,łHblx TeJIoK. C 4pyroń cTopoHbr, y cepo-
JIo r{qecrrł oTp}rqa BLV
o6HaĘVx<rłwt V 18, e.lraT,y 4,50h B lpyrrrre 596 ń
rpynne 22_24-uecg,,łHblx Te"ToK. Kpolle ,!oło, y r43-
6panHrnr 6 5-6-uecg.rublx TeJIaT c IIoJloĘ<]łTeJIsHFjIM
pe3yJlbraToM tecra SIA oTMerrIJIIł HaJuqrre BLV s
yJIbT.pacTpyKTypHoM ,{ccneAotsaHr!4. ,

Klimentowski S., Pawęska J,, Kuryszko J. - The
usefulness of the syncitial infectivity assay (SIA), the
agar double ditfusion.test (AGID) and ultrastructural
examinations in the tliagnosis of bovine enzootic leu-
kosis (BEtr )

The studies were performed on 10B calves and
heifers of Lowland breed coming from the herd of
cows in which the percentage of BEL was over 80.

The animals were divided into 6 groups acc. to the
ag test revealed in all calves, aged 3-5da days, the presence of specific anti-
bo antibodies). In 6-8 weks old calves
the antibodies were found in 40% of animals an in5-6 monthos old in 15.6ło. The first positive titers
using SIA were demonstrated in 6-8 weeks' old
calves (40%), the in the group of 5-6 months old
animals (34.4%\ in the group of 16-18 months heifers
40.9% of animals possessed positive titers and 22-24
months old - 250ó. Twenty per cent of animals 5-6
mOnths old, 9.1% of 16-18 months old and 30010 22-34
months old heifers with positive results in the AGID
test gave negative results in the SIA. On the other
hand in seronegative animals the presence of BLV
was discovered in 1B.8% of calves 5-6 months old, in
4.50lo of 16-18 months old and in 5% in the group
of addition, in selected
an the positive findings
of confirmed by ultra,.
structural studies.

MARIAN JELIŃSKI

latach 1970-1979 (13), a w drugim okresie
1974-19B4 (20).

W roku 1975 wiele rodzin pszczelich zginęło,
niektórzy autorzy wiążą to z trudnymi warun-
kami zimowLi 1974/75 (2l). Zjawisko to stwier-
dzono nie tylko w Polsce, ale także w innych
krajach Europy (10), Zapewne nosemoza była
jedną z przyczyn znacznych strat wśród pszczół
w 1975 r. Nie był to jednak jeiyny powód.
Trzeba dodać, że w sezonie 1974 I. pszczoły w
Polsce zgromadziły najmniej miodu w latach
1962-1985. Według oceny Oddziału Pszczel-
nictwa ISiK (1) było go
(tab. 1). W roku 1974 noto
cze (6). Przytoezone dane
pożytku na zdrowotność p
się okresy pogody deszczowej i chłodnej WiąZą
się z przerwami w pożytku i w lotach robot-
nic. Skutki tego odczuwa się nie tylko w roku
bieżącym, ale i w następnym (3). Sezon w
1980 r. uważ ny w pszcze-
larstwie (18). postaci znacz-
nego odsetka pżs stwierdzo-
no w roku 1981. Wskaźnik ten był wysoki rów-
nież na terenie działalności zHw w Gorzowie
Wlkp. - 42,I0l0 (20) i w Suwałkach - 350/o (B).
Dane z rejonu Polski północno-wschodniej o se-
zonie 1981 r. można odnieść do woj. suwalskie-

W kwietniu tego roku nie było dopływu nekta-

Nosemozo w Wielkopolsce w loloch 1970 -1987
zakład Badania chorób owadów użytkowych rnstytutu weterynarii,

ul. PoznańSka 35, 62-020 swarzędz

Nosemoza jest bardzo rozpowszechniona w
Polsce i wywołuje znaczne straty w gospodar-
ce pasiecznej (11). Była ona najczęściej noto\^7a-
ną chorobą pszczół w woj. łódzkinr w latach
1964-1971 (72). Poważny problem stanowi no-
seaoza w Rzeszowskiem. W latach 1970-1974
na telenie tego województwa pasożyta Nosema

Materiał i metody
Materiał do pracy stanowiły próby pszczół badanew Pracowni. Chorób Pszczół w Swarzędzu ZHW w

{ Poznaniu. Pasożyty AI. opźs wykrywano podczas badań' nrikroskopowych. W latach 19?0 - 1987 wykonano
2S4260 badań w kierunku nosemozy. Liczbę otrzyma-
nych prób w poszczegóInych latach oraz wyniki ba-
dań przedstawia tab. 1.

Wyrriki i omówienie

w ZHW w Rzesżowie - 520lo (13) i Gorzowie
Wlkp. - 47010 (20). Dodać należy, że w pierw-
szym przypadku był to najwyższy odsetek w
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