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środki działające na ośrodkowy układ nerwowy, leki prze-
ciwzakrzepowe. Klasycznym prrykładem takiego działania
był Talidomid - uważany za nietoksyczny i łagodnie
działający lek uspokajający i nasenny. Przyjęty w począt-
kowym okresie ciązy powodował deformację płodu, Rów-
nieź preparaty hormonalne ujawniają właściwości
teratogenne. Podawanie kortyzonu myszom powoduje roz-
szczep podniebienia i inne anomalie u potomslwa. Znanę
są również przypadki rozszczepienia podniebienia u dzie-
ci, których matki otrzymyv/ały duże dawki kortyzonu w
okresie wczesnej ciąĄ.

Efekt teratogenny moze być również skutkiem dńaŁania
fungirydów. Powodują one zmiany zwyrodnięniowe, obejmu-
jące ośrodkowy układ nerwowy. Do substancji teratogennych
zaliczamy takze nieklóre lotnę substancje chemiczne takie,
jak: aceton, alkohol izomasłowy, bęnzęn cql toluen,

Przedstawione wyżej dane wskazlją, że długotrwałe
naraźenie organizmu na różnorodne skażenia środowiska
rywołuje szereg zabarzęil w procesach życiowych. Ko-
nięczne więc staje się zapobieganie jego degradacji. Po-
jawia się zatem pytanie, czy możemy temu zapobiec?
Najlepszą odpowiedzią na tak postawione pytanie będzie
wypowiedź nieżyjącego już premiera Szwecji - Olofa
Palmego, który w 797ż r. na I Międzynarodowej Konfe-
rencji Ochrony Srodowiska w Sztokholmie powiedział:
,,Chodzi o przeĄcie na naszej ciasnej planecie. Problemy
środowiska mogą doczekać się rozvłiązania jedynie w
świecie pokoju i międąmarodowej współpracy. Srodowisko
nie musi ulegać destrukcji. Możemy zapanować nad tymi

procesami, możemy stać się panami naszej przyszłości.
Ale nie wystarczą narodowe wysiłki. Musimy pracowaĆ
wspólnie, mamy bowiem tylko jedną Ziemię" (2).
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Rozpoznawanie białaczki bydła testem syncytialnym
- możliwoŚci i ograniczenia

Pracownia Palologli Komórkowej oraz Zakład Biochemii Instylutu Weterynarii, Al. Partyzantów 57, 24-1O0 Pułarvy

Test syncytialny polega na wprowadzaniu do hodowli
komórek wskaźnikowych badanego materiału komórko-
wego lub bezkomórkowego. Pojawienie się w następstwie
tego w hodowli olbrzymich komórek wielojądrzastych
(synrytiów) świadczy o obecności aktywnego v/irusa. Czas
inkubacji testu wynosi od kilkunastu godzin do 7 dni.
Inaktywowane cząstki wirusa lub martwe limforyty bia-
łaczkowe nie wyvołują dodatniego odczynu. Schemat te-
Stu przedstawia ryc. 1.

Synrytiotwórcze właściwości wirusa enzootycznej bia-
łaczki bydła (ebb) zostały opisane już w 7969 r. ptzez
Cornefert-Jensen i wsp. (1), jednak test syncytialny jako
metoda wykrywania wirusa i rozpoznawania białaczki
został opracowany 7 |at później przez Ferrera i Diglio
(2). Wiele publikacji w następnych latach poświęcono
tej metodzie, umożliwiającej bezpośrednie wykryrvanie
czynnika zakaźnego w limforytach lub stwierdzanie obe-
cności przeciwciał testem zahamowania odczynu synry-
tialnego (6). Również w Polsce lkazaĘ się na ten temat
publikacje z ośrodków naukowo-badawczych w Puławach
(3, 4, 5) i we Wrocławiu (7, 8, 9), Tym niemniej anj za

granicą, ani u nas test ten nię znalazł szerszego zasto-
sowania w praktyce i jest wykorą/stywany zamłyczaj w
pracach o charakterze naukowo-poznawczym.

Klimentowski i wsp. (8) przebadali 98 cieląt i jałówek
zę stada białaczkowęgo testem syncytialnym oraz testem
ID. Wszystkie cielęta w wieku do 14 dni były serologi-
cznie dodatnie w związku z występowaniem przeciwciał
siarowych, lecz wykazywały one ujemny wynik tęstu syn-
cytialnego. Stopniowy zanik przeciwciał zanoto\i/ano u
badanych zwierząt od 6. tygodnia Ęcia. Najmniej sero-
logicznie dodatnich reagentów, bo tylko t9Vo, wykryto l
póhocznych cieląt. Ale już połowa grupy Z-letnich jałó-
wek wykazała obecność przeciwcia| co niewątpliwie było
skutkiem transmisji wirusa. Dodatnię wyniki testu syn-
cytialnego u starszych cieląt i jałówek wynosiĘ średnio
357o. Zwierzęta serologicznie ujemne, a wykazujące dodatni
odczyn s}mcytialny byĘ szczególnię liczne w wieku 5-6
miesięcy (l9%), rzadziej zaś \łystępowały u jałówek (5%),

Otachel-Hawranek i Boruta (l0) uzyły do badań ].5

krów i 13 ich cieląt w wieku 3-4 tygodni. Wśród krów
tylko jedna była serologicznie ujemna. Test s}rncytialny
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Ryc. 1. Schemat wykonania testu syncytialnego

A - próba krwi badanego zwierzęcia, B - izolacja limforytów w gra-
diencie, C - zawiesina badanych limfocytów, D - hodow]a komórek
CC81, E-G - komórki CC81 w studzienkach Płyty, H - limfocyty
kontrolne białaczkowego zwierzęcia, I - studzienka kontrolna bez lim-
focytów, J - komórki CC81 z limfocytami badanymi, K - komórki CC81
z limfocytami kontrolnymi, L - kontrolny odczyn ujemny, M - odczyn
ujemny (brak stwierdzenia wirusa), N - odczyn dodatni (rozpoznanie
ebb), O - kontrolny odczyn dodatni.

w 6 przypadkach wypadł dodatnio, między innymi też u
krowy nie wykazującej przeciwciał. Wśród 13 cieląt 9
było serologicznie dodatnich, a test syncytialny w 3 przy-
padkach dał wynik dodatni. W dwu przypadkach dotyczyło
to cieląt serologicznie ujemnych, a w jednym przypadku
cielęcia z niskim mianem przeciwciał.

W badaniach własnych (5) porównano wynik tęstu
syncytialnego oraz testu ID u 188 sztuk młodego bydła
w wieku do jednego roku oraz u I21, krów. Zgodność
wyników obydwu testów wykazano l 80v" Zwierząt. TeSt
ID okazał się czulszy od testu syncytialnego, ponieważ
wykazał więcej odczynów dodatnich zarówno u młodego
bydła (odpowiednio: 29 i l'|Va), jak i u dorosłego (57 i
46%), Nadto przeprowadzono porównanie wyników uzy-
skanych testem syncytialnym oraz metodą Polymerase
Chain Reaction (PCR), Materiał do badań stanowiło 13
prób krwi krów wykazująrych obecność przeciwciał dla
wirusa ebb w teście ELISA oraz 16 prób od krów
ujemnych w tym teście. Niezgodne wyniki stwierdzono
tylko w 4 przypadkach (I4Vo). W trzech przypadkach
dodatni wynik PCR szedł w parzę z ujemnym wynikiem
testu syncytialnego, a w jednym przypadku była odvlrotna
sytuacja (9).

Ponieważ powstawanie syncytiów może być spowodo-
wane również przez niektóre inne wirusy, opracowane
zostały testy kontrolujące swoistość odczynu wzorcowymi
surowicami. Schemat takiej metody kontrolnej, wykorry-
stującej hamowanie odczynu swoi§tego, dla wirusa ebb,

Ryc. 2. Kontrola swoistości testu Syncytialnego

A - limforyty badanego rłłierzęcia, B - wzorcowe limforyty białaczkowe,
C - surowica zdrowego zvłierzęcia (BLV-), D - surowica białaczkowego
zwierzęcia (BLV+), E - 4 studzienki z komórkami CC81, F, I, J -
odczyny kontrolne, G - odczyn testowy dodatni (brak hamowania, odczyn
nieswoisty dla BLV), H - odczyn testowy ujemny (zahamowania odcrynu,
odczyn swoisty dla BLV)

przedstawia ryc. 2.Jeśli przeciwciała swoiste dla wirusa
ebb nie zdołają zablokować odczynu, oznacza to, że jest
on wylvołany innym wirusęm.

Jak wynika z powyższych rozułażań, test syncytialny
jest pracochłonny, czasochłonny, a Zatem bardziej ko-
sztowny niz rutynowo przeprowadzanę badania serologi-
czne. Nadto jest on mniej czuły niż test ID. Z lego
względu nie ma on SZanS na Szerokie Zastosowanie w
diagnostyce choroby. Można go stosować w przypadkach,
gdy dodatnie odczyny serologiczne budzą zaslrzeżenia,
albo gdy zaleĄ nam szczególnie na wykluczeniu lub
możliwie precyzyjnym stwierdzeniu zakażenia wirusem
określonego rvłierzęcia. Test syncytialny, wykonany obok
badań serologicznych, zmniejsza wówczas znaczr.ię praw-
dopodobieństwo pomyłki.

Nowoczesne metody laboratoryjne, takię jak PCR oraz
hybrydyzacja DNA z sondami molekularnymi, są niewąt-
pliwie czulsze i bardziej swoiste od testu syncytialnego.
Są one jednak bardziej kosztowne, a rutynowo nie są
one w kraju wykonywane. Metody te nadto nie są w
stanie odróżnić zinaktywowanej cząstki wirusa od aktyw-
nej, ani komórki zywej od martwej. W rozpoznawaniu
akłwności wirusa ebb test syncytialny jest bezkonkuręn-
cyjny, ponieważ dostarcza on w}mików szybciej niż diag-
nostyczne zakażanie owiec.

Test synrytialny jest wykonyrvany w Instytucie Wetery-
narii w Puławach, który podejmuje się również przepro-
wadzania badań diagnosĘcznych na zlęłęnie terenowej
Służby Weten7naryjnej i hodowców. Serie badań, nie przę-
Waczające 30 prób krwi, pobranych ściśle według instrukcji,
mogą być przesyłane do Ins§rtutu Weterynarii w Puławach
We wcześniej uzgodnionych terminach. Instrukcję wykony-
wania odczynu można również otrzymać w Instytucie (4).
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heterogenności antygenowej w obrębie poszczególnych
gatunków. Dodatkowo nie ma moźliwości jednoznacznej
serotypizacji pęstiwirusów (4,']).

Biorąc pod uwagę mozliwość naturalnego lub sztucz-
nego (poprzez Zainfekowane Szczepionki) zakażenia świń
BVDV (3, 15, 16) lub BDV (17) oraz przedstawione
uprzednio pokrewieńStwo antygenowe tych wirusów uwi-
dacznia się problem rozpoznawania zakażęń wymienio-
nymi drobnoustrojami.

Preryzyjne róznicowanię poszczęEólnych rodzajów pe-
stiwirusów możliwe jest m.in. poprzęz zastosowanie przę-
ciwciał monoklonalnych (MAbs), skierowanych przeciw
swoistym dla poszczególnych gatunków wirusów gliko-
proteinom (Z0). Zestavły MAbs, specyficzne dla HCV,
opracowano już w kilku laboratoriach zachodnioeuropej-
skich (1, 4, 6, 14, 19) i coraz częściej wykorrystuje się
je rutynowo w diagnostyce różnicowej zakażeń HCV i
BVDV.

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki oceny swoistości
Zestawrr MAbs otrz},rnanego \il/ ramach badań własnych,

Materiał i metody

Hodowle komórkowe
Do badań użyto linii ciągłej komórek nerki świni

PK-l5A'.
Szczepy wirusowe
Posługiwano się na.stępującymi .szczępami laboratory. j-

nymi wir.;rsa pomoru klasycznego świń: A.lfort-187 o mĘ.-
nie l0"'' TCIDso/SO pl oraz TVM-1 o mianie 10*''
TCIDso/50 pl. l,V badaniach wykorzystano ponadto 10
izolat wiru chodzących z lp.:1ll-
zeum ładu o mianie IO''' -
10J,) (tab, swoistości MAbs
posługiwano się również mikropĘtkami opłaszczonymi
komórkami nerki bydła (MDBK), zainfękowanymi szcze-
pem NADL-158 BVDV, który otrzymano dzięki uprzej-
mości prof. Liessa z Instytutu Wirusologii '\Nyższej Szkoły
Weterynaryjnej w Hanowęrzę.

Podłoża i reagenty
Do kultywacji hodowli komórek PK-15A urywano płynu

Eagle'a z solami Earle'a (ElE), z dodatkiem gentamycyny
0,5 mV100 ml hodowli orazlVo surowiry płodowej bydlęcej
(FCS) wolnej od przeciwciał BVDV.

Wstępna ocena swoistości przeciwciał monoklonalnych
do diagnostyki pomoru klasycznego świń*)

Zakład Chorób Ś*iń In tytutu W"terlmarii, AL Pańyzantów 57, 24-100 Puławy

Summary
Evaluation of the speciflrcity of monoclanal antibodies
in the diagnosis of classical swine feyer

The specificity of a panel containing 3ó monoclonal
antibodies (MAbs) for the diagnosis of swine fever (SF)
was evaluated by the immunoperoxidase monolayer assay
(IPMA).

F'or the test were utilized microplates coated with the
PK-15A cells which were infected with the following Hog
cholera virus (HCĘ strains: Alfort-l87, TVM-1 and 10
freld isolates. MDBK cel|s propagated on microplates
were infected with Bovine viral diarrhoa virus (BVD!
of the NADL-158 strain.

By means of polyclonal antibodies the presence of all
of the Hcv and BvDv strains which were bred were
demonstrated. Nine of 36 examined MAbs reacted exc-
lusively with Alfcń-187 strain and with all field isolates.
The above-mentioned antibodies did not form immuno-
complexes with TVM-I and NADL-158 strains. They
were defined as specific antibodies to IICY. One MAb
detected epitopes was present in the Alfort strain and
in all but one field HCY isolates. This antibody did not
detect the TYM-I strain. Two clones specific for BYDY
used in this study reacted exclusive|y with the NADL-158
strain. Twenty four supernatants collected from hybri-
doma cell cultures produced distinct reactions on mic-
roplates coated with cells infected with the Alfort strain,
field isolates and the NADL-158 strain. The above men-
tioned antibodies were defrned as specifrc for the Pesti-
virus genus.

For the precise selection of MAbs, additional studies
will be carried out, mainly in the range of evaluating
MAbs with BVDV field strains.

Należące do rodzaju Pestil,irus, rodziny Flaviviridae (7),
wirusy: pomoru klasycznego świń (HCV), wirusowej bie-
gunki i choroby błon śluzowych bydła (BVDV) oraz
choroby granicznej owiec (BDV) charakteryzują się zna-
cznym pokrewieństwem antygenowym (10), przy vyraźlej

*)Praca została wykonana w ramach realizacji projektu PI--ARS
156, we współprary z National Animal Disease Center, Ames, Iowa,
USA, finansowalęgo przez II Polsko-Amęrykański Wspólny Fundusz
im. M. Skłodowskiej-Curie


