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Ochratoksykozy nale¿¹ do najbardziej niebezpiecz-
nych i jednocze�nie najczê�ciej wystêpuj¹cych w Pol-
sce mikotoksykoz drobiu (6). Najwa¿niejsz¹ wykry-
wan¹ w zbo¿ach mikotoksyn¹ jest ochratoksyna A
(OA). Jednym z nastêpstw jej dzia³ania jest zak³óce-
nie odpowiedzi immunologicznej (7). Ochratoksyna A
powoduje uszkodzenie uk³adu limfatycznego drobiu,
zmniejsza liczbê i aktywno�æ limfocytów T i B oraz
obni¿a odporno�æ komórkow¹ i humoraln¹ (12, 13).

Powszechnie przyjmuje siê, ¿e spo�ród wielu me-
tod okre�laj¹cych status immunologiczny organizmu
jedn¹ z najbardziej warto�ciowych jest test transfor-
macji blastycznej limfocytów (TTBL), który jest do-
brym wska�nikiem oceny aktywno�ci limfocytów T
lub B. Zasada dzia³ania testu polega na pomiarze w wa-
runkach in vitro zdolno�ci limfocytów do odpowiedzi
na podany antygen. W badaniach wykorzystuje siê

zarówno antygeny swoiste (np. okre�lony patogen), jak
i nieswoiste. W przypadku tych ostatnich najczê�ciej
stosuje siê mitogeny pochodzenia ro�linnego � lekty-
ny zawarte w wyci¹gach z fasoli (fitohemaglutynina,
PHA), konwalii (konkanawalina A, Con A) i szkar³at-
ki (pokeweed mitogen, PWM) (14).

Po stymulacji PHA liczba komórek w hodowlach
pocz¹tkowo zmniejsza siê, a nastêpnie wzrasta na
skutek zwiêkszonej intensywno�ci podzia³ów komór-
kowych. Po zastosowaniu swoistych antygenów sil-
niejszej proliferacji powinny ulegaæ limfocyty pocho-
dz¹ce od osobników uczulonych na dany antygen (wi-
rusowy, bakteryjny, chemiczny). Obecnie najczê�ciej
stosowan¹ metod¹ oznaczania stopnia proliferacji lim-
focytów jest analiza ilo�ciowa inkorporacji znakowa-
nej trytem tymidyny przez nowo powsta³e komórki
(10).
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Summary

Ochratoxin A (OA) is the most important mycotoxin causing contamination of feed and food. In addition
to strong nephrotoxicity, OA also affects the immune system. Using a test of the blastic transformation of
lymphocytes (TBTL) the impact of OA on the proliferative capacity of peripheral blood lymphocytes in laying
hens and their offspring has been evaluated.

In the first experiment the authors evaluated the influence of feeding hens for 14 days on feed containing
0.5 ppm of ochratoxin A. Blood samples were collected at day 14 of the experiment. The studies to determine
the effect of ochratoxin on the proliferative capacity of lymphocytes in the offspring of hens fed a diet con-
taining the mycotoxins were performed in three groups of broiler breeders. Birds received a mix containing
0.5 ppm of OA for 4 weeks. The collection of eggs for hatching was started after 7 days of feeding hens with
feed contaminated by OA. Two test hatchings were conducted. Hatched chicks were reared under standard
conditions. At 14, 21, 35 and 49 days of rearing chickens were bled for testing TBTL. The authors have shown
a suppressive effect of ochratoxin A contained in the feed given to hens on the proliferating ability of lympho-
cytes (mean IS in treatment and control groups were, respectively, 7.30 and 9.41). The study shows that OA in
feed given to hens also reduced the stimulation index of peripheral blood lymphocytes in their offspring.
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TTBL znalaz³ najwiêksze zastosowanie w immu-
nologii infekcyjnej kur, jako metoda do oceny odpor-
no�ci komórkowej w przebiegu chorób immunosupre-
syjnych. Miêdzy innymi obni¿enie reaktywno�ci lim-
focytów w TTBL po stymulacji PHA obserwowano
po zaka¿eniu in vivo i in vitro wirusem choroby Mare-
ka (15), wirusem mieloblastozy (16), retikuloendote-
liozy (8), miêsaka Rousa (17), wirusem choroby Gum-
boro (9) b¹d� wirusem zaka�nej anemii kurcz¹t (1).

Celem pracy by³a standaryzacja testu transformacji
blastycznej limfocytów krwi, a nastêpnie jego u¿ycie
do okre�lenia wp³ywu ochratoksyny A na uk³ad od-
porno�ciowy kur niosek i ich potomstwa.

Materia³ i metody
Standaryzacja testu transformacji blastycznej lim-

focytów krwi obwodowej kur niosek. Krew do badañ
pobrano od 10 zdrowych kur niosek linii Cobb 500 w wie-
ku 32 tygodni, któr¹ nawarstwiano na ja³owy roztwór Gra-
disolu (Polfa Kutno, Polska) o ró¿nej gêsto�ci (1,075; 1,077;
1,081) i wirowano przy 450 g przez 30 min. (2, 3).

Po zakoñczeniu wirowania zbierano komórki interfazy,
które trzykrotnie p³ukano w p³ynie Eagle�a wzbogaconym
o L-glutaminê (1%) i gentamycynê (0,1%), wiruj¹c za ka¿-
dym razem przy 150 g przez 10 minut. Nastêpnie komórki
zawieszano w 1 ml MEM, wzbogaconym 10% roztworem
inaktywowanej cielêcej surowicy p³odowej. W komorze
Thoma obliczano liczbê komórek i ich ¿ywotno�æ metod¹
z b³êkitem trypanu. Po wykonaniu obliczeñ komórki roz-
cieñczano we wzbogaconym p³ynie Eagle�a do gêsto�ci
2 × 106. Do studzienek p³ytek (p³askodennych) dodawano
po 100 µl wzbogaconego pod³o¿a Eagle�a zawieraj¹cego
2 × 106 limfocytów/ml. Komórki ka¿dej próby nakraplano
do czterech zespo³ów, z których ka¿dy zawiera³ 3 studzien-
ki. Do pierwszego dodawano 100 µl pod³o¿a, do drugiego
100 µl PHA o stê¿eniu 5,0 µg/ml, do trzeciego 100 µl PHA
o stê¿eniu 2,5 µg/ml, a do czwartego 100 µl PHA o stê¿e-
niu 1,25 µg/ml. P³ytki inkubowano przez 72 godziny w tem-
peraturze 37°C lub 41°C w atmosferze 5% CO

2
. Po inku-

bacji do ka¿dej studzienki dodawano 1 microcurie H3-ty-
midyny (aktywno�æ 40 Mbq/ml). Nastêpnie prowadzono
inkubacjê przez 24 godziny w temperaturze 37°C lub 41°C,
w atmosferze 5% CO

2
 (3). Po inkubacji mieszaninê prze-

noszono przy pomocy harwestera na bibu³y, które nastêp-
nie umieszczano w probówkach Eppendorffa wype³nionych
1 ml p³ynu scyntylacyjnego. Do oceny radioaktywno�ci
u¿yto licznika scyntylacyjnego promieniowania â. Wyniki
by³y analizowane jako �rednie warto�ci arytmetyczne z licz-
by rozpadów na minutê (Disintegrations per minute � DPM).
Aktywno�æ proliferacyjn¹ limfocytów okre�lono poprzez
obliczenie �rednich indeksów stymulacji tych komórek (IS).

DPM hodowli stymulowanej
IS =

DPM hodowli niestymulowanej

Wp³yw ochratoksyny w paszy na zdolno�æ prolifera-
cyjn¹ limfocytów krwi obwodowej kur niosek. Badanie
przeprowadzono na 18 kurach nioskach. Zarówno grupê
badan¹, jak i kontroln¹ stanowi³o 9 kur � w ka¿dej grupie

po 3 ptaki linii Cobb, Hubbard i Ross. Nioskom w grupie
badanej podawano przez 14 dni do�wiadczaln¹ mieszankê
paszow¹ zawieraj¹c¹ 0,5 ppm ochratoksyny A. Natomiast
nioski w grupie kontrolnej otrzymywa³y w tym czasie stan-
dardow¹ mieszank¹ paszow¹.

Krew do badañ pobrano w 14. dniu do�wiadczenia. Do
oceny aktywno�ci immunologicznej limfocytów zastoso-
wano test nieswoistej izotopowej transformacji blastycz-
nej, w którym jako stymulator tych komórek w hodowlach
zastosowano PHA o stê¿eniu 1,25 µg/ml (stê¿enie okre�lo-
ne na podstawie wyników standaryzacji TTBL). Aktyw-
no�æ immunologiczn¹ limfocytów okre�lono poprzez obli-
czenie �redniej indeksów stymulacji tych komórek dla gru-
py badanej i kontrolnej, jak równie¿ �rednich tego parame-
tru dla grup badanych i kontrolnych poszczególnych linii
kur niosek.

Wp³yw ochratoksyny w paszy dla kur niosek na zdol-
no�æ proliferacyjn¹ limfocytów ich potomstwa. Do�wiad-
czeniem objêto trzy stada reprodukcyjne typu miêsnego
licz¹ce po 60 kur i 8 kogutów w wieku 35 tygodni. Ptaki
utrzymywano w boksach, na �ció³ce, w standardowych
warunkach �rodowiskowych. Ka¿de stado zosta³o podzie-
lone na dwie grupy: kontroln¹ i badan¹, licz¹ce po 30 kur
i 4 koguty. Ptaki w grupach kontrolnych ¿ywiono standar-
dow¹ mieszank¹ dla kur reprodukcyjnych, natomiast gru-
py do�wiadczalne otrzymywa³y przez 4 tygodnie tak¹ sam¹
mieszankê, ale zawieraj¹c¹ 0,5 mg ochratoksyny A w 1 kg
mieszanki. Wykonano równie¿ dwa lêgi testowe. Po 7 dniach
karmienia kur pasz¹ ska¿on¹ OA zebrano jaja z wszystkich
grup do I nak³adu, a po 14 dniach do II nak³adu. W sumie
z ka¿dej grupy przeznaczono do lêgów po 150 jaj. Pisklêta
z ka¿dej grupy lêg³y siê w osobnych pojemnikach. Przy
wylêgu wszystkie pisklêta przeznaczone do odchowu zo-
sta³y zwa¿one i zaznaczone znaczkami pisklêcymi. Po wy-
kluciu kurczêta pochodz¹ce od kur Cobb, Hubbard i Ross
¿ywionych mieszank¹ standardow¹ (grupy kontrolne) i mie-
szank¹ zawieraj¹c¹ ochratoksynê A (grupy badane) odcho-
wywano w oddzielnych przedzia³ach: osobno ka¿dy lêg
i osobno ka¿da grupa, w sumie 12 przedzia³ów. Odchów
trwa³ do wieku 7 tygodni. Kurczêta ¿ywiono standardowy-
mi mieszankami dla brojlerów.

W 14., 21., 35. i 49. dniu odchowu kurczêtom (w ka¿-
dym terminie od 3 osobników z ka¿dej grupy) pobierano
krew do badañ. �rednie indeksy stymulacji obliczone dla
kurcz¹t z grup kontrolnych i do�wiadczalnych porównano
testem t-Studenta. Ró¿nicê �rednich uznawano jako istot-
n¹ na poziomie istotno�ci p £ 0,05. Obliczenia wykonano
przy pomocy programu SPSS 17.0.

Wyniki i omówienie
Dokonano standaryzacji TTBL wykonywanego u kur

niosek. Izolacja limfocytów krwi obwodowej by³a
najbardziej wydajna, kiedy stosowano Gradisol o gês-
to�ci 1,077. Po zakoñczeniu wirowania i zebraniu
komórek interfazy izolowano 97% limfocytów. Dla po-
równania: przy gêsto�ci 1,075 tylko 85% agranulocy-
tów stanowi³y limfocyty, a przy gêsto�ci 1,081 � 74%.
¯ywotno�æ izolowanych komórek, obliczona metod¹
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z b³êkitem trypanu, wynosi³a 99% (± 0,55). Najwy¿szy
�redni IS limfocytów o warto�ci 11,49 odnosi³ siê do
hodowli stymulowanych PHA o stê¿eniu 1,25 µg/ml
(ryc. 1). Przy stê¿eniach PHA 5,0 µg/ml i 2,5 µg/ml
�rednie warto�ci IS wynosi³y, odpowiednio, 4,039
i 7,208. Najlepsze warunki do hodowli limfocytów
krwi obwodowej kur niosek stwarza³a temperatura
41°C (IS = 11,49).

TTBL wykazano supresyjne dzia³anie ochratoksy-
ny A zawartej w paszy podawanej nioskom na zdol-
no�æ proliferacyjn¹ limfocytów (�rednie IS grupy ba-
danej i kontrolnej wynosi³y, odpowiednio, 7,30 i 9,41).
Wykonane badania zdaj¹ siê wskazywaæ, ¿e najni¿sz¹
wra¿liwo�æ na obecno�æ OA w paszy wykazuj¹ limfo-
cyty kur linii Hubbard (�rednie IS limfocytów grup
badanej i kontrolnej wynosi³y, odpowiednio, 7,58
i 8,93), a najwy¿sz¹ kury linii Ross (�rednie IS limfo-

cytów grup badanej i kontrolnej wynosi³y, odpowied-
nio, 7,66 i 10,73) (ryc. 2). Potwierdzenie tych danych
wymaga powtórzenia badañ na szerszym materiale.

W dostêpnej literaturze niewiele jest informacji na
temat wp³ywu OA na aktywno�æ limfocytów okre�la-
n¹ TTBL u potomstwa pochodz¹cego od matek, które
podlega³y oddzia³ywaniu ochratoksyny A zawartej
w paszy. Na podstawie uzyskanych wyników mo¿na
wnioskowaæ, ¿e ochratoksyna A zawarta w paszy po-
dawanej nioskom obni¿a aktywno�æ limfocytów okre�-
lan¹ TTBL u ich potomstwa w pierwszych 7 tygodniach
¿ycia (tab. 1). Mechanizm uszkadzaj¹cego wp³ywu
OA nie jest znany. Hipotetycznie mo¿na s¹dziæ, ¿e tak
d³ugotrwa³e obni¿enie zdolno�ci proliferacyjnej lim-
focytów u potomstwa niosek mog³o wynikaæ m.in.
z niszcz¹cego dzia³ania OA na narz¹dy limfatyczne
zarodków. Zaburzenia toksyczne maj¹ bowiem bardzo
ostry charakter w intensywnie dziel¹cych siê tkankach
narz¹dów krwiotwórczych i odpowiedzialnych za
kszta³towanie odporno�ci organizmu. Wcze�niejsze
badania Szeleszczuka i wsp. (12) potwierdzi³y tak¹
mo¿liwo�æ. Przy pomocy TTBL potwierdzono nisz-
cz¹ce dzia³anie OA na komórki �ledziony zarodka
w odniesieniu do innej mikotoksyny wytwarzanej przez
Fusarium graminearum i F. culmorum � deoksyniwa-
lenolu (DON) (5). W te�cie transformacji blastycznej
wykazano, ¿e splenocyty izolowane ze �ledzion za-
rodków poddanych oddzia³ywaniu DON prezentowa-
³y obni¿on¹ aktywno�æ.

Badania wp³ywu OA na aktywno�æ limfocytów krwi
innych gatunków zwierz¹t, w tym �wiñ i byd³a, rów-
nie¿ wykaza³y jej immunosupresyjne dzia³anie (4, 10,
11).

Wyniki powy¿szych badañ potwierdzaj¹ przydat-
no�æ poddanego standaryzacji TTBL do oceny funkcji
limfocytów krwi obwodowej u kur niosek karmionych
pasz¹ zawieraj¹c¹ OA oraz u ich potomstwa.

Ryc. 1. Standaryzacja testu transformacji blastycznej � kszta³-
towanie siê �redniej warto�ci indeksu stymulacji limfocytów
w hodowlach stymulowanych ró¿nymi stê¿eniami fitohema-
glutyniny (PHA)
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Ryc. 2. �redni indeks stymulacji limfocytów kur niosek po 14
dniach karmienia pasz¹ z ochratoksyn¹ A
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Tab. 1. �rednie warto�ci indeksu stymulacji limfocytów
u potomstwa kur niosek karmionych pasz¹ z ochratoksyn¹ A
(�x ± SD; n = 3)

Obja�nienia: * � ró¿nice istotne statystycznie miêdzy grupami
w danym wieku (p £ 0,05); K � grupa kontrolna; B � grupa badana
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K *21,0±41,1 *40,0±32,1 *50,0±62,1

B *90,0±28,0 *01,0±78,0 *70,0±96,0

12
K *41,0±11,1 *50,0±42,1 73,1±09,1 *

B *51,0±86,0 *70,0±09,0 60,0±08,0 *

53
K *12,0±23,1 *53,0±08,1 *26,0±30,2

B *80,0±68,0 *01,0±46,0 *11,0±57,0

24
K *42,0±04,1 *73,0±49,1 *81,0±62,1

B *02,0±57,0 *72,0±46,0 *40,0±57,0
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