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Laboratoryjna ocena przypadkéw choroby wywotanej
przez wirus szczepionkowy wscieklizny

Zaklad Higieny Weterynaryjnej w Warszawie
Kierownik: dr 8. SAMOL

Potwierdzenie etiologii wirusowej wielu
przypadkéw choroby poszczepiennej u pséw
uzyskali metodami biologicznymi dla krajowej
szczepionki p-w wéciekliznie typu Umeno-Doi:
Stryszak (7), Kocowicz i wsp. (1). Po szcze-
pionce LEP-Flury wirus wscieklizny wyizolo-
wano ze S$miertelnych przypadkéw choroby
poszczepiennej bydla (da Silva, dos Passos —
cyt. wg 8). Dane te upowazniajg do uzywania
terminu ,,wscieklizna poszczepienna”. (W przy-
padku ekspozycji czlowieka — stwierdzenie
lub wykluczenie wscieklizny poszczepiennej w
badanym laboratoryjnie materiale zwierzecym
decyduje o dalszym postepowaniu z poszko-
dowanym.

Celem doniesienia 'bylo okreslenie przydat-
nosci metody laboratoryjnego rozpoznawania
wscieklizny do oceny przypadkéw choroby
(wscieklizny) poszczepienne] zwierzat. Szcze-
g6lny nacisk polozono na zastosowanie do ba-
dan metody immunofluorescencji (immfl.) (10).

Material i metody

Moézgi zwierzat dostarczone do badafi rozpoznaw-
czych w kierunku wécieklizny w sezonie szczepien-
nym — 1969, u ktérych nie wykazano obecnoéci ciatek
Babes-Negriego (BN). Badany material pochodzit
od pséw, ktére wg danych z wywiadu chorowaty
z objawami niedowladow i porazen w krotkim okre-
sie po szeczepieniach profilaktycznych przeciw wscie-
kliznie szczepionka typu Umeno-Doi produkeji ,,Bio-
wet” Pulawy. Badano réwniez przypadek podejrze-
nia wscieklizny u kota, u kiérego badaniem histopa-
tologicznym mie stwierdzono ciatek BN (tab. 1). Ma-
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terial do badan dostarczano z dokumentacjg objawow
klinicznych i sekcyjnych cheroby. W dokumentacji
powtarzaty sie opisy choroby z kilku, lub kilkuna-
stodniowym okresem inkubacji. Klinicznie stwier-
dzano przede wiszystkim objawy niedowladéw i po-
razen. Zmiany sekcyjne byly réznorodne i niesympto-
matyczne.
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Zwierzeta laboratoryjne — myszy biate ,,Porton”,
szezep wsobny wagi 11—13 g.

Barwniki — Sellersa i Gerlacha.

Materiat do badan metoda Immunofluorescen-
cji  (immfl.): surowica p-w wéciekliznie znako-
wana izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC) — kon-
jugat, produkeji Bioveta Czechostowacja, wazny
do 26.08.71. Konjugat kontrolny produkeji jw., su-
rowica konska przeciw wéiciekliznie — serum anti-
rabique purifié prod. Instytutu Pasteur’a w Paryzu
(seria 55059). Surowica konska normalna prod.
WWSIS z., seria 30768, bufor fosforanowy o pH 7,8,
gliceryna buforowana o pH 7,8, roztwdr fizjologiczny
soli, szezepionki p-w wéciekliznie prod. ,Biovet”
Pulawy — serie: 1/170469, 2/140369, 3/150369, stoso-
wane w sezonie szczepiennym 1969.

Tab 2 Badania laboratoryine preypadkow ¢ poderzen o chorobe
(wscieklizng) poszcrepienng

Malercat wyjsceomwy Broby biologiczne
L5 ;:1?20[0_9 ?Z:;‘;?fenq-a 7 pasaz T pasaz s

$= g T IR - [ I R I Sz

) Nl 5 IS T

8|2 g BRI S| € |BHERS E|SS
=+ lrl+ ]+l | =+ ]5|-1+]*
2 ~ |+ ||+ |+ |52 -+ |6 -+ | *
e I N O R v B R 1 R VR 2
4 - |+ = = |67 = * ezl = )
S+ |-=-1=|-1a|=|*]|6]|-|* |+
6|~ |+ | =+ |+ |67 =]+ |56+ ]|+
7 ==~ |18H =]+ |67|—- |+ |+
8 kel A E= 6 gl 67—+t
9 ===+l = 169 = 4t I68l—=11 + |+
10 =1z |- |- |- | meosadar =
11 - |t -]1=1z |~ - — | ' nte badano -
270 ) | [l e ) L e () e e

ZN zwyrodnrente neuronow

7 kazdym materiatem wyjsciowym przeprowadzono
badania w kierunku cialek BN, proby biologiczne]
{ badania immfl. W probach biologicznych prowadzo-
no dwa kolejne pasaze demozgowe na myszach (I 1 IT)
z uzyclem f-ciu zwierzat na badanie. Mozgi myszy
padlych nw prébie biologicznej badano histopatolo-
gicznie w kierunku ciatek BN i immfl. Badania
immfl. wykonano z preparatami z powierzchni prze-
krojéw mozgéw myszy wzdluz fissura longitudinalis
cerebri. Jalko pomocniczej melody diagncstyczne)
uzywano proby mikroimmunodyfuzji w :&e!g agaro-
wym z surowicg p-w wéciekliznie wg (6). Miana wi-
rusa szczepionkowego oznaczano drogg szezepiefn do-
mozgowych myszy rozciefczeniami szezepionek wg
zawartej w mich tkanki nerwowej. Uzywano czterech
myszy na jedno rozeienczenie. Wyniki obliczono me-
toda Reeda i Muencha (R i M).

Prébe meutralizacji wykonano 2z homogenizatem
moézgu w celu dodatkowego wyjasnienia swoistosci
wyizolowanego czynnika chorobotwoérczego. Uzywano
surowicy p-w wéciekliznie w rozeienczeniu 1:10. Sto-
scwano state rozcieficzenia surowicy i1 logarytmiczne
rozciehczenie materiatu badanego. Kontrole prowa-
dzono wobec surowicy kofskiej normalnej. Surowice
przed probg inaktywowano. Pordéwnawczo mianowa-
no domézgowo na myszach wirus ustalony CVS-66
(WHO). Szczep CVS przechowywano w formie méz-
goéw mysich konserwowanych gliceryng. Wyniki obli-
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czano metodg R 1 M okreslajac indeks neutralizacji.
Badania immunofluorescencyjne wykonano metods
bezposrednig z konjugatami rozeienczonymi 1:4. Kon-
trole: barwienie konjugatem negatywnym, odczyn ha-
mowania z surowicg p-w wéciekliznie. Schemat od-
czynu hamowania prowadzonego w dwoch etapach
1) preparat badany + surowica p-w wsciekliznie 1:2
(inkubacja 45 min. w temp. 37°C) — plukanie. II) pre-
parat + konjugat 1:4 (inkubacja 45 min. w temp.
37°C) — ptukanie. Schemat ptukania: 1) bufor fosfo-
ranowy pH 7,6—10 min., 2) i 3) roztwodr fizjologiczny
soli po 10 min., 4) H,O bidest. 10 min. Ocena prepa-
ratow: preparaty ogladano w mikroskopie Nf C-Zeiss,
stosujac przystawke HBO-50 ze stabilizatorem. Uklad
filtréw i kuweta z 5% roztworem wodnym CuSQ,, filtry
UG, ; i 0OG/GG,. Mikroskop wyposazono we wktedke
do ciemmnego pola, kondensor Apl 1,4, Stosowano
immersje dolng =z gliceryny buforowanej, uklad
optyczny 5X40. Dokumentacje fotograficzng wyko-
nano na panchrcmatycznym filmie do fluorografii —
Ilford HPX (prod. angielskie).

Wyniki

Przypadki choroby poszczepienej (tab. 1)
wystepowalty u pséw mlodych w wieku 6—16
miesiecy. Okresy inkubacji choroby (od dnia
szczepienia) wynosily u pséw 6—16 dni. Cho-
roba trwata 2—5 dni. Wyniki badan laborato-
ryjnych przedstawiono w tab. 2. Wyniki doty-
czace badania moézgu kota ze wzgledu na brak
danych z wywiadu dotyczacych szczepienia
zwierzecia zostaly umieszczone w oddzielnej
czesci tabeli. W preparatach z mozgow zwie-
rzat podejrzanych o chorobe (wscieklizne) po-
szczepienng barwionych metodami Sellersa
i Gerlacha nie stwierdzono cialek BN zwtlasz-
cza w formie wystepujacej przy wirusie ulicz-
nym. Spotykano wystepujace przy zakazeniu
wirusem ustalonym wécieklizny zmiany dege-
neracyjne neuronéw. Lepine (2) i Nicolau (3)
okreélajg ten rodzaj zwyrodnienia jako poli-
chromatyczne. Intensywnoé¢ zmian byla naj-
wieksza w preparatach z okolicy rogéw Ammo-
na, Podobne wyniki dala ocena preparatow
z moézgéw myszy padlych w kolejnych pasa-
zach. W preparatach badanych metodg immfl.
i ocenianych jako pozytywne (+) obserwowano
intensywng rozsiang fluorescencje drobnych
ziaren antygenowych, czeSciej wystepujaca
przy wirusie ustalonym (ryc. 1). Dla poréwna-
nia zalgczono zdjecie z preparatu antygenu

Ryc. L

wirusa ulicznego zlokalizowanego czesciowo
w cialkach BN (ryc 2). Proby immfl. z réznymi
czeScilami mozgdéw dawaly roézne wyniki co
wigze sie z nieréwnomiernym rozmieszczeniem
antygenu wirusa wécieklizny (4) oraz progiem
jego wykrywalnosci dla metody immuno-
fluorescencji (5). Ocena rdzenia przediuzonego

Ryec. 2.

sprawiala pewna trudnos¢ ze wzgledu na wy-
stepowanie w nim $wiecen nieswoistych co
przypomina dane (5) uzyskane dla modelu my-
szy. Surowica p-w wéciekliZznie w odczynie ha-
mowania powodowala znaczne przyttumienie,
a niekiedy wygaszenie $wiecen materialu anty-
genowego.

W prébie mikroimmunodyfuzji w zelu aga-
rowym z materialemm moézgowym zawieraja-
cym wirus ustaleny i surowice p-w wsciekliz-
nie uzyskiwano linie juz po 8—24 godz. Jest
to zgodne z wynikami poprzednich badan (6).
Wskazana jest duza ostrozno$é w interpreta-
cji ze wzgledu na mozliwo$¢ wystapienia nie-
swoistych wynikéw zwigzanych =z obecnoscig
w surowicy przeciwcial przeciw tkance moz-
gowej mie dajacych sie w pelni wysyci¢ prosz-
kami tkankowymi. Nieswoistos¢ ta wystepuje
w roznym stopniu przy poszczeg6lnych suro-
wicach. WigZe sie z tym konieczno$¢ réwno-
legtego przeprowadzania wszechstronnych kon-
troli ukladu precypitujgcego.

Okresy inkubacji w probach biologicznych
w I pasazu wynosity 5—12 dni, w II — 5—9
dni. Préba immfl. w kazdym przypadku po-
twierdzala swoistos¢ padnie¢ myszy.

Ocena modzgu kota wskazywata rdéwniez na
obecno$¢ w tym materiale’ wirusa ustalonego.
Proba neutralizacji z zawiesing moézgu kota
i surowica p-w wsciekliznie data IN = 4,5, co
w pelni potwierdza swoisto$¢ poprzedniego
wyniku. Miano wirusa (— log LDs) wyizolo-
wanego od kota wynosito 5,5. Réwnolegle okre-
§lane miano wirusa CVS pasazowanego na
myszach =~ 5,5.

Probki trzech serii szezepianki p-w wéciekliz-
nie wziete losowo z. uzywanych w sezonie
szezepiennym — 1969 wykazaly miana (—log
LDs) 1) 3,0 — w 11 tygodniu, 2) 2,5 1 3) 2,6
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w 16 tygodniu po wyprodukowaniu preparatu.
Poniewaz szczepionki obnizajg stopniowo mia-
na zawartego w nich wirusa zaleznie od czasu
przechowywania wartosei te pordéwnywano
z uzyskanymi w szczepionce w roznych termi-
nach po wyprodukowaniu (9). Nie wykazano
istotnych réznic, &tére moglyby swiadczyt
0o wzroscie mian wirusa szczepionkowego w
biezacym sezonie szczepiennym.

Wystapienie wscieklizny poszczepiennej w
wyniku masowych akcji szczepien z uzyciem
preparatdéw produkowanych z tkanki mozgo-
wej ssakow jest ryzykiem zwigzanym z typem
szczepionki (8). Ilos¢ przypadkéw choroby po-
szozepienej o etiologii wirusowej zalezy od
wlasciwosei wirusa szczepionkowego, stopnia
oddzialywania na niego skladnikéw szczepion-
ki, metod jej produkecji oraz oscbniczej wraz-
liwosci zwierzat otrzymujgcych preparat.

W okresie szczepiennym wskazana jest spe-
cjalna ostroznos¢ w ocenie laboratoryjnej ba-
danego materatu. Przedstawione dane wska-
zuja, ze diagnoze wscieklizny poszezepiennej
mozna postawi¢ opierajgc sie na zespole da-
nych obejmujgcych: szczepienie zwierzecia,
wynik badania w kierunku ciatek B-N i prdbe
immunofluorescencji z materialem wyjscio-
wym. Zastosowanie odezynu immunofluore-
scencji w zespole innych metod laboratoryj-
nych znacznie rozszerza mozliwosci szybkiego
rozpoznawania ,,choroby poszczepiennej” o
etiologii wirusowej wystepujacej przy maso-
wych szczepieniach pséw p-w wsciekliznie.
Ma to zasadnicze znaczenie dla szybkiej diag-
nostyki oraz dla dalszego postepowania jezeli
miala miejsce ekspozycja czlowieka.
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BoitnexoBckn K., Tpunmentax B. — JIaGopaTopHasa
OUEHKA CJyuaeB 00Je3HM BEIZBAHHOI BUPYCOM BaK-
LMHABLI IPOTHE GENIeHCTRY.

McenenoBanu SPGHEKTUBHOCTL JaG0paTOPHLIX METOo-
IOB AMAarHOCTMKM OemencrBa ofparmias ocoboe BHMMA-
Hye Ha HuMMyHOMIyopecrennuio (MD). IIpepcraBman
OLIEHKY cliydaeB IIOCJIEBAKIMHHOM 00Je3HM HaOaomae-
MOI1 y coDaK HIPMBUTBIX BaKIMHOM II0 YMeHo-Iou B
paitoHe BapuraBckoro BoeBozcTBa (B 1969 r.). ABTOPBI
OPUXOZAT K BBIBOAY YTO BRBENEHME HEIMOCPEJCTBEHHO-
ro MM® wmerofa B HCCIAENOBAHUAX INIEPBUYHOI'O MaTe-
pHajJa M MO3r0B BbINIEN IIABIIMX B OMOJOTMYECKOi
npobe 3HAYMTENBLHO YCKOPAET M YJAYYIIAeT AMATHO3.

Wojciechowski K., Trippenbach B. — Laboratory
evaluation of some cases of the disease after antira-
bic vaccination.

The differential diagnosis of rabies after antirabic
vaccination has a special importance in medicine.
The therapy of the exposed persons depends on the
results of the used tests. The usefulness of different
laboratory methods in the diagnosis of the disease
was examined. The authors carried out the analysis
of postvaccinal rabies following a mass antirabic
vaccination in dogs (Umeno-Doi’s vaccine) in the
Warszawa region in 1969. The application of fluore-
scent antibody test increased the efficiency and spe-
cificity of diagnostic procedure. i

MARIA SOBOLEWSKA, TADEUSZ GAJDA
Biatystok

Uwagi o wynikach leczenia telazjozy bydta

Telazjoza jest schorzeniem pasozytniczym
oczu wystepujacym u bydla, a zwlaszcza u cie-
Iat i jatowizny. Masowe wystepowanie telaz-
jozy notowane jest we wszystkich cze$ciach
Swiata z wyjatkiem Australii (1). Jeéli chodzi
o Polske, to z dostepnego nam pismiennictwa
dowiadujemy sie o inwazji pasozyta obserwo-
wanej w wojewodztwach centralnych kraju
(2). Notowano tez epizootie obejmujgce kilka-
nascie wsi w powiecie pulawskim i gdanskim
(3). Telazjoze u bydla wywolaé mogg 3 ga-
tunki nicieni: Thelazia rhodesi, Thelazia gulo-
sa oraz Thelazia skrjabini. Posrednimi zywi-
cielami nicieni jest kilka rodzajé6w much
takich jak: Musca larvipara, M. amica, M. con-
vexifrons. Na ogoétl choroba przebiega ostrzej
u cielat niz u bydla dorostego. Autorzy radziec-
cy stosujg przy tym schorzeniu 3-krotne prze-
mywanie worka spojéwkowego 2—3% roztwo-
rem kwasu bornego z kilkudniowg przerwa,
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lub wodnym roztworem jodu (1:2000) (1). Sku-
tecznym okazalo sie leczenie telazjozy bydta
za pomocg methyridiny (4). Kostyra (1958) po-
leca podawanie do worka spojéwkowego 3%
wodny roztwér adipinianu piperazyny.

Niniejsze doniesienie omawia wystepowanie
telazjozy bydla na terenie woj. bialostockie-
go. Ma ono na celu ocene skutecznosci bada-
nych lekéw po zastosowaniu terapii oraz wzie-
cie pod uwage czynnikdw sprzyjajacych wy-
stepowaniu schorzenia.

Takim niewgtpliwie sprzyjajacym eczynnikiem, by-
to zorganizowanie na tych terenach., na ktérych
uprzednio felazjozy nie notowano duzego gospodar-
stwa do ktdrego dowozono mlodziez z réznych stron
wojewodztwa i kraju. W sklad tego gospodarstwa
wchodza: obora wydojowa z ilofcig 120 szt. kréw,
obora wolnowybiegowa z ilo§cig 300 szt. kréw, obo-
ra bezéciolowa z iloScig 300 szt. krow, cieletnik z
ilocig 250 stanowisk, izolatka, gdzie w =zaleznofeci od
mozliwo§ci zakupu przechodzi kwarantanne od
30—150 szt. cielat.



