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W ciągu ostatnich 60 lat t.j. od wykazania koszt samej nróbv wykonYwanej na fretce,
prr", iłrró (3) wirusa we kiwi prowadzono czyni ją nieprzydatną dla przyżyciowej, ru-
intensywne badania nad nosówką 

-psów. Jed_ tynowej diagnostyki.
nak dopiero w ostatnim dziesięcioleciu opra-
cowano i zastosowano metody, które pozwalają
na wczesną diagnozę tej choroby.

Celem pracy jest przedstawienie aktualnych
badań w tym zakresie'i ocena przydatności
stosowanycń laboratoryjnych metód dla przy- oceny jej przydatności do szybkiej diagnozY
życiowej diagnostyki. Szeroki wachlarz obja- nosówki psów.
#o- łtńi"ziych Óraz brak stałości w sympto- Poglądy autorów co do jej wartoŚci są kon-
matologii nosówki niejednokrotnie sprawia po- trowersyjne.
ważne trudności w ustaleniu właściwej diag- Zdaniern Goss,a, Cole,a i Engela (B), którzy
nozy. Trudności są tym większe, że sehorzeń
o zbIiżonym klinicznie przebiegu choroby,
zwłaszcza w początkowym jej okresie jest do-
statecznie wiele. Niejednokrotnie klinicystom
poważne trudności sprawia diagnoza różnicowa
nosówki z grupą schorzeń układu oddecho-
wego, a szczególnie z zapaleniem migdałków
i gardła, wywołanym przez paciorkowce hemo-
lityczne typu beta, jak również z zakaźnym
zapaleniem wątroby psów oraz we wczesnym
okresie z chorobą stuttgartską. Niemniejsze
trudności w ustaleniu właściwej diagnozy
ptzyżyciowej mogą sprawić nerwowe objawy
nosówki z wścieklizną, 8 zwłaszcza z tzul.
rłrścieklizną ,,atypową", oraz z chorobą po-
szczepienną w następstwie szczepień przeciw
wściekliźnie. Z tych względów wiele prac po-
dejmowano i nadal się podejmuje w celu opra-
cowania metod, które pozwoliłyby zmniejszyć,
\^,zględnie wyeliminować trudności w diagnos-
tyce nosówki psów.

Stosowane laboratoryjne metody w przeży-
ciowej diagnostyce nosówki zmietzają do wy-
kazania obecności wirusa, antygenu bądź
przeciwciał w surowicy krwi na drodze:

1) próby biologicznej.
2) przyżyciowego stwierdzenia ciałek wtrę- W 1965 r. ci sami badacze wykazali moŻli-

towych w komórkach nabłonkowych, bądź w wość ustalenia wczesnej diagnozy nosówki
limfocyt_ach krwi, psów na drodze stwierdzania ci

3) wykazanie swoistego antygenu przy wych w limfocytach kru,i. Dla
użyciu przeciwciał fluoryzujących, diagnozy, próby krwi w ilości 1

4) izolacji wirusa na drodze zakażania ho- antykoagulatem wirowano przez 5 min przy
dowli komórek, 3000 obr/min, a po usunięciu plazmy Ęorzą-

5) zeciwciał krwi dzono eparatv z -
za p wiązania , tyczny uszeniu a -

6) w żelu niu w barwiono
ma, podobnie jak wymazy z worka spojówko-
wego, po czym poddawano je kąpieli w gliko-
kolu efylenowym. Badania różnicowe na obec-
ność ciałek wtrętowych przeprowadzano na co
najmniej 200 leukocytach znaidującyc}r się w

ni<:czny cl]a rrzvskania wyniku, iak i wysolii próparacie. W rozmazach krwi stwierdzano
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ciałka wtrętowe w różnych ilościach i róż-
nych okresach procesu chorobowego. Zazwy-
czaj między B-11 dniem po zakażeniu. Regu-
larnie wykazywano je u wszystkich psów w
końcu drugiego tygodnia po zakażeniu, a pod
koniec trzeciego tygodnia ciałka wtrętowe
były niewykrywalne. Wykazywały one pew-
ną nieregularność kształtu, a zlokalizowane
były na obwodzie cytoplazmy. Równocześnie
we wszystkich przvpadkach stwierdzano na
wewnętrznej powierzchni błony komórkowej
limfocytów słabiei zarysowany pas zabarwie-
nia ploxinofilowego. Ilość ciałek wtrętowych
pozostawała w- ścisłej zależności od nasilenia i
ostrości procesu chorobowego. W przypadkach
klinicznie podostrych ilość wtrętów wydatnie
malała.

Nowoczesną metodę diagnozy no-
sówki opartą na wykazaniu swoistego antv-
genu przy użyciu przeciwciał fluoryzującvch
pierwsi w 1957 r, zastosowali Liu i Coffin (12).
Zdaniem ich jest ona szczególnie cenna i
przydatna w diagnozie przyżyciowej, pozwala
bowiem na wczesne i pewne rozpoznanie no-
sówki.

W oparciu o tę metodę Liu i Coffin prze-
śledzili patogenezę procesu u fretek zakażo-
nych doświadczalnie wirusem nosówki psów.
U zwierząt zal<ażonych donosowo stwierdzili
swoistą fluorescencję w szyjnych węzłach
chłonnych już po upływie 2 dni. Następnie wi-
rus pojawia się w śródpiersiowych węzłach
chłonnych, węzłach krezkowych, śledzionie,
komórkach Browicz-Kupfera wątroby oraz
we krwi. Mniej więcej 7 dni po zakażeniu
antygen wirusowy uwidaczniał się w komór-
kach nabłonkowych przewodu pokarmowego,
dróg oddechowych, narządu moczowego oraz
w skórze. we rł.czesnych okresach zakażenia
antygen wirusowy stwierdzano pod postacią
licznych drobniutkich ziarenek, występują-
cych w zarodzi komórek. W późniejszych
stadiach procesu antygen tworzył duże, owal-
ne skupienia umiejscowione w zarodzi lub w
jądrze, odpowiadające wielkością i kształtem
eozynochłonnym ciałkom wtrętowym.

Z prac Coffina i Liu (12) wynika, że meto-
dą bezpośredniej fluorescencji udaje się naj-
wcześniej wykazać antygen wirusowy we
krwi w 3 dni po zakażeniu. Jest on obecny
w białych ciałkach krwi, a wykrywalny
jest przez okres 14 dni od chwili zakażenia.
Zachęcające wvniki uzyskali również wspom-
niani autorzy badając metodą immunofluores-
cencji preparaty sporządzone z wydzieliny
przewodów nosowych oraz rł,ysięku spojów-
kowego. Począwszy od 9 dnia choroby w
okresie zwyżki temperatury ciała stwierdzali
oni w preparatach intensywne świecenie. W
przypadkach natomiast przewIekłej nosówki
trwającej ponad 4 tygodnie wymazy były z
reguły ujemne.
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Zdaniern autorów, badanie tozmazów z
worka spojówkowego za pomocą znakowa-
nych przeciwciał jest metodą pewniejszą i
bardziej swoistą niż wykazywanie ciałek
wtrętowvch za pomocą barwienia konwencjo-
nalnego. Zgodnie autorzy podkreślaję, że me-
todę tę należy stosować jedynie u psów w
ostrym okresie choroby tj, w okresie zwyżki
temperatury, gdy antygen znajduje się jesz-
cze w tkankach skóry.

Uzyskanie dobrych wyników w metodzie znakowa-.
nia przeciwciał fluorochromem zależy w dużym stop-
niu od właściwości wy jściowego roztworu globulin.
Usuwanie nieczynnych białek - albumin surowiczych
najczęściej przeprowadza się przy pomocy wysalania
siarczanem amonu. Coffin i Liu (1,2) tą drogą wy-
trącali z surowicy chorych psów (nie hyperimmunizo-
wanych) frakcje albuminowe, Usunięcie nadmiaru nie-
związanego barwnika ze znakowanego białka i elimi-
nację nieswoistej fluorescencji przeprowadza się na
koluńhie z Sephadexer! oraz na drodze absorbcji ko-
niugaty prosz-kiem tkankowym (100 mglml koniu-
gaty). Liu i Coffin koniugatę nosówkową dwukrotnie
absorbowali proszkiem ze śledziony psa. Na prepara-
ty w postaci rozmazów, po wyslrszeniu i utrwaleniu
w oziębionym acetonie (- 15o do - 20oC) i ponownym
wysuszeniu, nakrapla się koniugatę przeciwnosówko-
wą, którą pozostawia się na rozmazie na okres 30-
40 min. w temperatutze 37oC w komorze wilgotnej.
Po inkubacji preparaty opłukuje się w buforowanym
roztworze soli fizjologicznej ptzez 15-20 min, zmie-
niając kilkakrotnie bufor, a po wysuszeniu preparat
ogląda się pod mikroskopem luminiscencyinym.

Swoistość barwienia fluoryzującego potwierdza się
przez: 1\ brak takiego efektu w poddanych tym sa-
mym zabiegom rozmazach materiału pobranego od
zwierząŁ zdrowych, 2) w rozmazach barwionych ko-
niugatą heterologiczną, 3) ponadto przez zahamo-
wanie efektu w wyniku działania nieznacznej suro-
wicy odpornościowej przed barwieniem swoistą ko-
niugatą. W następstwie zablokowania chwytników
antygenowych przez przeciwciała nieznakowane.
przeciwciała fluoryzu jące nie znajdu jąc miejsca do
połączenia zostają z preparatu wypłukane, w wy-
niku czego nie uzyskuje się fluorescencji.'W 1958 r. Rockborn (19), a następnie w 1959 r.
Vantsis (21), stwierdzil|, że wirus nosówki rozmnaża
się w różnych układach hodowli komórkow:lch. Fakt,
że wirus nosówki rozmnaża się zarółvno w komór-
kach nerki psa jak i fretki i daje efekt cytopatyczny
charakteryzujący się tworzeniem wielojądrzastych
komórek otaz licznych ciałek wtrętowych, został
praktycznie wykorzystany do diagnozy przvżyciowej
jak i pośmiertnej nosówki. Przydatność tej metody
do badania obecności wirusa we krwi zwierząt cho-
rych wykazali również Cornvell i wsp. (4). Hodowle
komórkowe nerki fretki, zakażone krwią pobraną od
psów w okresie pierwszej zwyżki temperatury, wy-
kazały już po 3-4 dniach charakterystyczny efekt
cytopatyczny. Czas trwania tzwl. ,,fazy wtrętowej"
oraz liczba stwierdzalnych ciałek wtrętowych pozo-
stawała w ścisłej współzależności od nasilenia i os-
trości objawów klinicznych. Hodowle komórek zaka-
żone materiałem pochodzącym z zaawansowanych
przypadków nosówki dawały stwierdzalne zmiany w
komórkach dopiero po 4-5 tygodniach po zakażeniu
hodowli. Różnica ta związana jest z ilością użytego
,,virusa do zakażenia, Metoda zakażania hodowli ko-
mórek zdaniem wspomnianych badaczy pozwala
stwierdzić wiremię między 5-8 dniem po zakażeniu.
Dla u,cześniejszego i łatwiejszego odczytu zrnian ey-
topatycznych Vantsis (21) poleca metodę cytologicz-
nego badania na obecnośó ciałek wtrętowych i in-
nych charakterystycznych zmian. Przy sporządzaniu
hodowli osad komórek nerki fretki zawiesza się w
stosunku 1:100 w płvnie odżvwczym wzrostowym.
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którym jest roztwór Hanksa zawierający 0,57o hy-
drolizatu laktoalbuminy i 200k inaktyworł,anej su-
rowicy końskiej. Zawiesinę rozlewa się do probówek
do których włożono szkiełka nakrywkowe. Po 4-5
dniach uzyskuje się jednolitą w-arstwę l<omóre]<,

Badane próby krwi w ilości 3 ml pobierano od
psów do 14 dnia po zakażeniu. po wytworzeniu skrze-
pu rozcierano łącznie z ,surowicą z 2 mI płynu Earla
i dodatkiem 57o surowicy końskiej. Natomiast z prób
krwi począwszy od 14 dnia zakażenia usuwano plaz-
mę. Hodowlę zakażano badanym materiałem i pozo-
stawiano w 37oC do następnego dnia, po czym prze-
płukiwano je płynem odżywczym utrzymującym Earla
i umieszczano w 37oC, Następnie w odstępach dwu-
dniowych usuwano szkiełka nakrywkowe z ,kilku ho-
dowli, płukanc i utrwalano w formolu z sublimatem
przez 7-3 godz., a następnie barwiono metodą Len-
Óruma (11) po bejcowaniu 3?ó wodnym roztworem
dwuchromianu potasu przez '10 min.

Stwierdzenie obecncści cytoplazmatycznych ciałek

kach pojawiają się cd 5 dni do 4 tygodni.
Mozliwość wykazania na drodze zakażenia

hodowli komórek wczesnej rłriremii, jeszcze
przed wystąpieniem objawów klinicznych, jak
również możliwość wykazania ciałek wtręto-
wych w limfocytach krwi pozwala żywió na-
dzieję, że w najbliższej przyszłości metody
te znajdą praktyczne zastosowanie we wczes-
nej, rutynowej diagnozie nosowki.

Trudności jakie sprawia kliniczne i labora-
toryjne rozpoznanie nosówki oraz brak stan-
dardowej metody diagnostycznej, spowodor,va-
ły, że wielu badaczy podejmowało próby roz-
wiązania tego zagadnienia na dlodze badań
serologicznych. W 1931 r. pierwsi Laindlav i
Dunkin (10) zastosowali odczyn wiązania do-
pełniacza do badań nad nosówką określając
i miareczkując za pomocą tego odczynu wy-
sokość miana przeciwciał w surowicach psów
hiperimmunizowanych wirusem nosówki. Po-
dobne badania przeprowadzali PyIe i Brown
(17), Goret, Bardach, Lelendais (7), Bindrich i
Dedió (1) oraz Drager i Schindler (6).

Mansi (13) stwier-dził u psów zakażonych ekspery-
mentalnie wirusem nosówki obecność przeciwciał wią-
żących l<on
tygodn się
tygodn tyg

Bind i S
w surowicy ozdrowieńców i psów chorych na prze-
wlekłą postać nosówki wyjątkowo tylko udaje się
wykazać przeciwciała wiążące dopełniacz.

Rockborn (18), który prześIedził zachowanie
się miana przeciwciał wiążących dopełniacz w
przebiegu nosówki doświadczalnej u psów,
otrzymal dodatnie miano w 6 dni pa zakaże-
niu. Pomiędzy 33 a 40 dnienr miano osiągało
najwyższe wartości, po czym od 7-B tygodnia
następował spadek miana, ktore następnie
utrzymywało się na jednakowym poziomie
przez okres dalszych trzec|l miesięcy. W na-
szych badaniach u psów zakażonydrt doświad-
czalnie wirusem nosówki, bądź leczonych
ambulatoryinie lub hospitalizowanych w kli-
nice, przeciwciała wiążące dopełniacz stwier-

dzaliśnry 7 dnia po zakażeniu. Najwyższe mia-
no (1:32) 1\,_vsiqpowało w S-cim tygodniu cho-
io1,,v i ,-,'.lz1 mlrvało się ptzez okres 56 dni
j:o infexcji. Po tyrn okresie obserwowano
stopniowy spadek miana 1:B, które utrzyrny-
wało sie do czasu ukclńczenia doświadczenia
tj. do 1B3 dnia po infekcji. Na marginesie na-
Ieżałoby zaznaczyć, że poziom przeciwciał
wiążących dopełniacz opada stosunkowo szyb-
ko, natomiast przeciłvciała zobojętniające wi-
rus utrzymują się długo, i dlatego do badań
mających na celtł określenie poziomu odpor-
ności plzydatny jest jedynie odczyn selone-
utralizacji.

Technika odczynl_r wiązania dopełniacza stosowana
przez badaczy zajmljących się serologiczną diagno-
styką nosówki w zasadzie nie odbiega od zasad ogól-
nie przyjęt5"ch, Tym niemniej każdy z autoró,"v pro_
ponuje i wprowadza własne zmiany odczynu, wyraża-
jące się głównie sposobem unieczynniania baCanej
surowicy, różnymi dai,rkarai antygenu, dopełniacza,
amboceptora ogrzewaniem lub dłuższym oziębianiem
układu antygen-przeciwciało-dopeIniacz. Zasadnicze
różnice poiegają jednlk na różnych sposobach przy-
gotowania antygenów. Największe trudności w wykc-
naniu odczynu wiązania dopełniacza sprawia oczysz-
czenie antygenLr z nieswoistych ciał białkowych, Pra -

ce podjęte w tym kierunku sprowadzały się do opra-
cowania metod, które pozwoliłyby zmniejszyć względ-
nie wyeliminować z antygenu nieswoiste przeciwciała
pochodzenia tkankorvego działające w odczynie anty-
k omp 1em ent ar nie.

Oyrzanor,vska (15) najbardziej swoiste wyniki ot.rzy_
mała za pomocą antygenu tkankowego oczyszczonego
siarczanem protaminy. Wy,chodząc z 57o zawiesiny
tkanki śledziony bogatej w wirus do supernatantu do-
dawano 5 mg siarczanu protaminy na 1 ml płynu.
W tej metodzie usuwa się 407o białka nieaktywnego
przy zachowaniu 1007o aktywności antygenowej. Anty-
gen przechow,ywany w niskich temperaturach przez
okres 3 miesięcy :rie tracił swych właŚności wiążą-
cych.

Od r, 1961 po-,łr;zechne zastosowanie do odczynu
,"viązania dopełniacla znajduje antygen, otrzymany ze
szczepów wirusa adaptowanych do fibroblastów za-
rodka kurzego, Nie posiada on własności pro- ani
antykomplementarirych. Został on wprowadzony przez
Karzona i Gillespie (!}). Do odczynu badacze ci uży-
,"vali dwie jednostki wspomnianego antygenu, dwie
jedlrostki komplenrentu oraz LOk krwinki barana uczu-
1one dwukrotną daw}<ą hemolitycznego amboceptora.
Odczyn przcprowatlzano na zimno.

Często w piśmiennictwie po,dnoszona jest
spTawa r,vłasnoŚci antykomp]ementarnych su-
rowic mięsożernych, co wg autorów ogranicza
możIiwości stosovratlia tego odczynu. Oyrza-
nowska (15) w celu poznania własności anty-
komplementarnych surowic pochodzących od
zwierząt zdrowych oraz ustalenia wysokości
ich miana fizjologicznego występującego u
tych zwierząt zbadała w odczynie wiązania
dopełniacza 45 surowic lisów zdrowych, po-
chodzących z hodowli w której od 3 lat nie
notowano chorób zakaźnycl,1. Spośród tej licz-
by 4 surowice dały częściolve zahamowanie
w mianie 1:2, a jedna slłro]vica samozwrotnie
hamowała. Na podstawie tych wyników
Oyrzanowska przyjęła jako wartość graniczną
dla reakcji pozytywnej tozcieńczenia surowi-
cy 7:4.
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MożIiwość wczesnego okreśIenia przy po-
mocy odczynu wiązania dopełniacza obecności
i poziomu przeciwciał .ń/ surowicy krrvi zwie-
rząt choryclt już w 7 dni po zakażeniu po-
twierdza przydatność 'uego odczynu clla roz-
poznania nosówki.

Odczyn immunodyfuzji w żelu agalowym
do diagnostyki nosó,,vki psóv,z post mortem po
raz pierwszy w 1957 r. zastosowali Mansi (14),
a łv 1963 r. Sisaret, Reculart i Labert (20).
Badacze ci zgoCnie strvierdzają przydatność
tej metody dla wykazania swoistego antygenu
w tkankach padłych zwierząt oraz jej przy-
datność dla diagnozy różnicowej nosó-wki i
eptzootycznego zapalenia w.ątroby psow.

W naszych badaniach (16) odczyn precypi-
tacji lv zelu agarorvyrn ,uvykorzystaliśmy dla
okreśIenia j"j przydatności w diagnostyce
przyżyciowej nosówki psów. Uzyskane wyniki
pozwalają stwierdzić, że ,ovspomniana próba
aczkolwiek w stopniu ograniczonym, może
znaleźć zastosowanie w zaiwansow-anl-ch kli-
nicznie objawach choroby. trV tym okr'esie po-

ziom przeciwciał jest dostateczny, aby można
było je stwierdzić metodą irrrmunodyfuzji.
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moru rzel<omego v/ 1966 r. należy raczej przypisać
jej niedostatecznej ilości na rynku krajowym. W
ostatniclr latach zaznaczył się jednak rozwój innych
jednostek chorobowych szczególnie wirusowych oraz
inwazyjnych, których znaczenie z rgku na rok wzra-
sta. Chodzi tu o nieżyt górnych óróg oddechowych,
białaczkę ptaków, a przede wszystkim kokcydiozę.

obsert,ac ję uzyskano z materiału przesłanego do
badań diagnostycznych do WZ\1,'H rl.z i(rakorvie w
Iatach 1962-66. Uzyskane wyniki zostały zebrane
w iabeii 1, w kl.órej podano zarówno ciane liczbowe
jak również u,skaźniki procentorx,e poszczególnych
jednostek chorobolv;.ch.

NIKOS NOTOPULOS

Choroby drobiu na terenie woj. krakowskiego w latach 1962-66
Zakład Hi8ieny weterynaryjnej w Krakowie

ł<ierownik: doc. dr A. RAMISZ

W ostatnich latach dzię}<i v",prowadzeniu do
praktyki weterynaryjnej nowych szczepionek
oraz dużej ilości skutecznych antylriotyków
zostały opanowane niektóre jednostki choro-
bowe dlobiu powodujące ,"v przeszłości di.łże
straty w hodowli. Dotyczy to takich chorób
jak tyfusu i cholery ptactwa domor,vego. Rów-
nież pomór rzekomy kur nie przedstalvia już
tej gtoźby dla hodowli kurowatych co w
przeszłości.

Szczepionka ,,L" okazała się doskonałym środkiem
zapobiegawczym, a pewne zwiększenie się ognisk po-

Tab. 1. Choroby drobiu na terenie województwa kra]<owsi<iego rv 1atach 1962 66

Jednosi.ki
choro-

\ bowe

Ilość dodalnich przlpa4łów
lnne
scho-
rzenlaLata

l 962

l9 63

19 64

91
(l0u)

31
(3,6z)

51
(5,5%)

(2,6il)

86
(7,37)

49
(5,3%)

13
(1,5/")

34
(3,62,)

(4,4%)

31

C2,8%)

2L
(2,2?")

2I
(24,%)

t1
(1,1%)

72
(1,4?;)

116
(12,5%)

7l
(B,3"i)

?6

a,

(4,2oń) | ta,sg)

55l23
(5,2%) l tz,s:1,1

10

1 966

65o

Razem 231 | ,so
(s%l l t+.t"tr1

764
(3,5%)


