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KRZYSZTOF,WOJCIECHOWSKI, BARBARA TRIPPENBACH

Aktualny stan eplizootyczny wścieklizny u,
kraju, a szcząóIr,ie znaczma liczba przypadl<ów
tej chor,o,by ,u zwierząt wolno żyjący,ch stwa-
rza duże zagnożenie ludności. C,orocznie z:,nacz-
na liczba o,sób ,zmtlszona jeśt do ipod,dania się
,szczepienio,m profilaktyc,zny,m ze względu na
kun-ia]<t ze zw,ierzęcliern ,chorym lub podejrza-
nym o zał<aże,nie (15, 16).

Wprowadzenie meto,dy,imrnunof luoirescen,cj i
(inlmfl.),do rutyrlowej la,borato,ryjnej diagno-
st/ki wś,cieklizny w ZHW-Warszawa (tgOB)
urnożliwiło ocenę rnateriałóW ze zwi,erząt po-
dejrzanych ,o tę ,chonrobę. Metoda przeciwciał
iluo::escencyj nych przyśpieszyła Ńawianie roz-
,p,oznania, co j,est szc,zegó]nie istotne jeżeli mia-
ła miejsce ekspozycja człołvieka. Aqpekty epi-
demiol,ogiczny i ep, zoo,tiołogiczny zadecyCowa-
ły ,o zastosowaniu i,namunofluorescencji do
diagno,s,tyki w zesp,ole rnetord: ,badania w kie-
runku ciałek Bah,es-Neg,rieg,o (BN), próby bio-
logicznej aTaz w pewnych przyp,adkach: próioy
neutraliza,cji i próby m,ikroimrnunodyfuzji rł-
żelu agarowym.

Celem doniesierria jest ocena metody irrrrnfi.
w asp,ekcie m,ożl{wo,ści błędu w jej stosowaniu
d,o rutyno,wych badań roryoznawczych w kie-
runku wścieklizry uli,cznej. Atlalizę opart,o na
wyntikach uzyskarryrcfi w ,latach 1968-1969.

Malteriał i metody
Materiał do pró]b stanowiły mózgi zyłidtząt narde-

słane do badand,a w kierunku wśeieklizny, Bada,nie
na ciałka BN - pr,owadao,no meltodami Sellers'a i
Gerlachd z preparatów mazano-odciskowych.

IrnmunofluoreEcencj a s,tosoryvano bezpośrednią
metordę z uży,ciem konjugat p-w wściekliźnie ,,Bio-
veta" (Ivanovice) w układach opisanych uprzednio
(18). Uży,wano zesta"wów do lurninescencji HB0-50
(Mil<rolskop C. Zelss) i MŁ-50 - produkcji ZSP'P" z
larnpą DRSZ 250. 'W p6,doibny ,sp,osóh przeprowadzano
testy kontrolne oraz mianowanie konjugat. Prepara-
ty ,odiiskowe ,dla każdego mańeriafu mózgowego wy-
korrywano z ko',ry mózgowej, rogu Arnrnona, rdze-
nia przedłużonego (po 2-3 lprepara;tów). U kotó""lz
,dodatkowo oceniano móżdże[<. 'W wyrni,enionycłr
częściach nrózgu rra podstawie szereglu d,anych (7, 11,
72, 74) spo,dziewano ,s;ię najvrię'kszej koneentracji an-
tygenu wiruisa. Próby biologi.czne prowadzo,no na rny-
,szach porton pochodzących z chorvu wsoh;rego. wa-
ga zwietząt 13-15 8. Sposób przep'rowadzenia próby
był zgodny ze wsl<azaniami IWTłO (9).

W celu dodatk,ołłzych identyfikacji wirus,a wykony-
wano próbę neutralizacji z suro,wicą końską p-w
wściektriźnie prod. Instytut Pasrteura (Paryż) w ro]z-
cieńczeniu 1:10. Próby mikrotimrnunodyfuzji w żelu
agarowym pr,owadzono wg SeroX<.owej i Woj,ciechow-
skiego (14).

I\łetodą immunofluores,ce,ncji z równoiegle prowa-
dzonymi badaniami w kierunku ciałek BN i próbami
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biologicznyrni przebadano w latach 1968-1969 łącznie
389 materiałów od 18 gatunków zw,ierząt. Kornplek-
sorł"a analiza prób miała dać orientację co do przy-
datności metody immfl. do ,szybkiej diagnostyki w
przyjętych warunkarch i jej obiektywności.

Wyniki badań podzielono ,na 7 grup (I-VII)
i zostawio,no w ta,b. 1 i 2. Nomenklatura
grup jeslt oparta na publifl<acji własłrej ,z r.
1968 (1B), Grupv I i II wykazały całkowitą
zgodnoŚĆ w),nlków. |W grupie III w B przypad_
kach ,nie wykazano ciałek BN przy dodatnich,
lub wątpłiwych łv;łnil<ach prób inamfl. Wiąże
się to \z możliwo,ścią wys,tępowa ria niernegri-
gennych szczepów wir,usa ulilcznego. Przypa-
dek z grupy IV opisany w poprzednim donie-
sieniu a dotyczący mózgu lisa w ktorym po-
czątkowo w;rtr<azano nietypo,we wtręty ptzy-
po,minające ciałka B-N, zweryfikowano jako
nienegrigenny. Przypadki z grup: V, VI, VII
,traktorvano jako rriezg,odtności diagnostyczne
i a,nalj]zowarro w ,tab. 3 i ryc. 1. Pnzypadfl<i
,,cho,roiby poszczepiennej" opisano w oddziel-
nym opracowaniu (19). Próba neubraliza,cj,i sfu-
żyła w pewnych przypadkach do wykazania
swdistości p,róby inr,munofluoreseeneji w ba-
dan5łm materia,],e. lW podoibnym eel,r.r stosowa-
no próbę ,mi]<roi,rnmunodyfuzji w żelu agaIro-
wyrn. Duża nieswoistośó ostatni|ego z d,czy-
nów zwlązana z używartą s,urowicą nie po-
zvvoliła na włączernie jego jako metody po-
mocniczei przy interprertacji wyników.

!trł, łflffi

1968 t 
'969|

Niezgodności diagnosty,czne występowały przede
wszystkim vr początkowym okresie ad,aptacji uneto-
dy. Dotyczy to głównie grupy V wyników. Nie no-
towano ich w ostatnim okresie pracy. W przypadku
tej grupy wiązać się one mogą z obecnością rozplo-
,szonego materiału antygenowego (najczęściej u psóur
szczepionych p-w wściekliźnie), z nierównomiernym
rozmieszczeniem antygenu w rnózgu, stanem nadesr]a-
nego materiału nózgowego. Pojęcie ,,material względ-
nie ŚwieŻy" uż3lwane w tab. 3 jest mało precyzyj_
ne, gdyż obejmuje nóźne :stadia początkowej autolizy
i rozkładu tka,nki rrerwowej. Materiał z reguły po-
chodził ze zwłok zwierzęcych dostarczonych do badań
w kilka dni po zejściu śmiertelnym oraz przechowy-

Zrodła błędow w immuno{luorescencyjnej diagnoslyce
wścieklizny ulicznej

zakład Higieny 'Weterynaryjnej w warszawie
Kielownik: clr habil. S. SAMóL
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Grupa
wyników

Immuno-
fluores-
cencja

(met. bezpo-
średnia
konj.

Bioveta)

Ciałka BN
w rogu

Ammona
(met. Selle-

rSa
i Gerlacha)

wanyfn w różnyoh, często trudnych do ustalenia wa-
runkach.

Tab. 1. Sumaryczne wyniki badań materiałów
zvlierzpych w kierunku wścieklizny (Iata 1968-1969)

ibiologiczrra stanowiła 1007o. Dane te moż,na wiązać
ze lspecyfi,ką i rsłahą rregrigerrnością szczepów wściek-
lizny występują,cyctr w tym rejonie, gdzie głównyrn
źródłern zakńenia są lisy i lisy korsaki.

Gnupa VI - 
jest związana ze zjawiskiem nie-

swoi§tej fluorescencji. Dane na jej temat zawarte sąw pracarch Jentzsch'a i wrsp. (4, 6). Nieswoista flu-
orescelncja związarta z konjugatą rnoŻe byĆ spowodo-
wana adsorhcją rriektóryctr jej skła,dników przez ma
teria,ł biologiczny. Daje ona podobne zabarwienie do
do fluoresce,ncji swoi enie jej osiąga się
adlsorbcją proszkarni Nies,rvoistość wy-
nika z wiązania się ałkami tkankowy-
mi, może ;byó róvrnież rezultatem wiązania się zna-
kowanych przeciwciał lsur,owicy z antygenarni pnepa-
ratu. Fluoryzujące lbakterie np. w przypadku rnikro-
koków rnogą ,wykazywać podobieństwo do rnałych
skupisk wirulsa.

Pierwsza z ptzyczyn możliwa jest do usunięcia
przez adlsorhcję hornolo,gicznymi proszkarni tkanko-
wymi, druga wyirnagałaby przygotowania surowicy
służącej do produkc ji kon jugatu na materiałach
,,germs free". Lelrkocyty, komorki plazmatyczne, ziarr-
nistości eozynofili rnolgą powodować silną nieswoistą
fluorescerlcję o,natężeniu rówlnym srwoistej. Kry-
teriurn rozstrzygającym byłaiby rnorfologia świeceń
oraz zastosowanie odpowiednich ko;ntroli, Dotyczy to
głó,wnie antygenóry i qrrzeciwciał bakte,ryjnych. Tzw.
,,ciaiłka kocie" nie dają real<cji z konjugatą wściek-
liznową. Nieswoiste zjawis,ka fluores,cencyjlne związa-
ne z autofluorescencją spotyka się w leukocytach,
kornórkach pilazrrlatycznych, eozynofilach (ziarnistoś_
ci), włóknach nerwowych rdzerria przedłużonego, ko-
mórka,ch zwojowych rrnózgu różnych gatunków zwie-
rząt (jądra korn.). Często występują źółto-pomarań-
czowe cząstki inkrulstujące preparat będące pfa\I/do-
podob nie glikolipoidern,względnie substanc j ą po doib,ną
do lipofuscyny. Z:a Iipofus,cyną trrrzemawia fakt więk-
,szej ,częstotliwości wy,stąlowania barwnika u zwie-
rząt,stanszych. Drobne straty izotiocyjanianu fluores-
ceiny w konjugacie mogą przy pewnych układach
sugerować fluores,ceinę rozsianą, Przy zatapianiu
preparatów w glicerynie i pokrywaniu szkiełkienr
nakrywkowym rnogą występowaó małe pęcherrzyki
powietrza da jące świecenia regular:ąego, kulistego
forrnatu. Nie wykazano korelacji irniędzy istanem ma-
teriału a stopniern autofluorescencji. Istnieje teore-
tyczna możliwość występowania M/ prepaTatach anty-
genu inaktywowanego w ilościach podprogowych,
których nie wykaże próba biologiczna. Mogłoby to
mieć rniejs,c,e u psów §zczepionych. Przyto,czone w
tabeli przypadki świadczą o obecności w materiale
kulistych i owalnych świeceń wielkości i forrnatu
ciałek B-[§, ale w irnnym odcie,niu (jasno zielonka-
wym). Fonieważ nie wykazano histologicznie Tzeczy-

Próba
biolo-
glczrla
(ws

WHo)

Ogólna
1iczba

przypa-
dków

+
+ (t)

+

+ w},nik dodatni

- wynik uJemny
+ w}mik 1vątptiwy ( )

Stan rnaterialu rzutujący rra morfoiogię i czytel-
ność preparatów rnikr,olskopowych mógł wpłynąć na
wyniki grupy V. Potwierdza ją to dane Wachen-
dórfera (17). Pozornie ujernne wyniki próby imrnfl.
mogą ;być spowodowane urierównomiernym rozplo-
szeniem wirusa w rnózgu. Możliwość wystąlowania
stref awirtrlentnych w mózgach ,zvłierząt zakażonych
u,ilus,ern wścieklizny opisali Remlinger i Bailly (11).
Grani,ca wykrywałności ,w.irursa w rnetodzie immfl.
została oceniona doświatdczalnie przy zakażeniu wi-
ru,som ulicznyrn Txa 101,3-101,4 IJD50/0,03 rnl. W rnózgu
prsa zalkażonego rv sposób ,natura,Iny wynosiła i0r,4 (5),
Dane Lielbke i schneideira określają progową ilość
wykrywailnego antygenu na 10-100 LD50/0,03 ml. (10),
Serokowej i wsp. na ) 10O tr-D50 (13). Pozornie ujem-
ne wyniki mogą być rspowodowarre ograniczoną zdol-
nością rozdzielczą mikroskopu optycznego wynoszącą
ol<. 200 mpl. Występowanie ujemnych wyników próby
imrnfl. przy równoczesnpn stos,owaniu próby hiolo-
gicznej na rnyszkach jako diagnozy potwierdzającej
Wachelrdórfer (1?) o,cenia ma =I,50ń - sumując dane
11 autorów zaj,mują,cych ,się ,diagnostyką wścieklizny
(12 tysięcy hadań). ł(ołornakin i wsp. (B) w prowa-
,dzonej kompleksowo na terenie Kazachstanu lutyno-
wej diagnostyce uzyskali odmienne tezultaty. Przy
37B przypa,dkach u 327o stwierdzono wściekliznę hi-
stologicznie (C-BN), imrnfl. w 72,BO/ł, przy czym p,róba

Wyniki badań
latboratoryjnycłt

(grupy)

I
il
III
v
VI
vII

;

+

+
+

1

276
lJ

11

3 (16)

2

Tab. 2. Wyniki oceny laboratoryjnej mózgów róż nych gatunkóvz z:wierząt w kierunku wścieklizny
(woj. warszarvskie lata 1968-1969)

54
4
1

2
(1)

xq
A

156
5
3
4

3(9)

!

Fó

F
l7
53
4
3

(2l

7

Dane v. nawlipsie wynirdi 1-
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wistych ciałek w preparatach b,arwionych metodami
Sellers'a i Gerlach'a, wydaje §ię, że świecenia zo-
stały ,spowo,dowane przez rnateriał nies,woisty (praw-
dopodobnie - elementy morfotyczne krwi). O moż-
liwości występowania nielsw,oistej, punktorł,ej fluore,s-
cencji świadczy przypadek z rejonu rdzenia prze-
dlużoinego 277169 oraz dane Serokowej i wsp. (13),
Kr5,19rlu- rozstrzygają,cym we r,yszystkich przypad-
kach jest morfologia świeceń i zastosowanie odpo-
rłzie,dnich kontroli,

Grupa VII. Opisano nietypowe ciałka wtrętowe
rv barwionych konwencjonalnie preparatach z togu
Amrnona przypominające LC-BN, ujemne w próbie
immutrofluores,cenc ji. Przypadki takie nie przedsta-
wiają niebezpieczeństwa pomyłki ponieważ ciałka
B-N z re8uły bardzo swoiście wyłrarwiają się kon-
jugatą.

Częstą przy,czylną nieprawidłowej diagnorsty-
ki inrrnunofluo,res,cencyjnei może byó zle przy-
gotowanie i ustawienie aparatury ,oTaz wady
pal,nil<a emitującego piromienie UV. InŃruk-
cje na ten temat zawarte są w dokumentac,ii
dołączornej ptzy zestawach do lu,mineiscencji.

Do jedrnej z najważniejsz-ych ,czynności w/ko-
nywanych prlzeld l<ażdym urucho,m,ieniem u[<ła-
d,u należy sprawdzenie tzw, ,,centrowania"
larnrpy oraz storsonvarrie dńrych pailników. Pal-
nilki w zes,tawa,gh do flu,ore,scencji mają ogra-
rriczony iokres eksp[oaltacji. Zwżywanie się pal-
nlka po\ModĘ.lje jego zaciemnienie i słaibiszą
emisję.

Tenmiczny sposób utrwalania preparatów
przewyŻSza w ,rut5łnowym sto,sowaniu utrwa-
]anie acetonelm. Preparaty w ten sp,g5ófo przy-
gotowywane są nie,zakażne, a tym samym bez-
pieczne w ob,róbce dzi{ki inaktywacji wir"usa
rra szkiełku (3). Możliwe jest stosowanie tego
typu utrwalania pTzy preparatach z materia-
łów będących w rstanie rozkładu g,nil,nego. Nie
stwierdzo,no ujemnego wpływu utrwalania
termiczpego na wykazywanie w ,materiale cia-
łek B-l§ i antygenu wir,usa.

Tab. 3. Analiza wyników z grupy V, VI i VIT

Grupa
wynI-
ków

Numer
badania

/rok

48/68

Stan
rnŃeriałuGatunek

Badanie immunofluore-
scencyjne

ró8
Arnmo,na

lrdzeń,prze-
] ałuzonv

7, 9, 9, ł0

,6,6,7,7,7
I t"";r. danych

6,6,6,6,6,6

padł z objawarri niedo-
władów i porażeń

padł 14 dni po szczepie-
niu przeciw wściekliź-
nle

/ rrat dląny,ch

tz,w, ciałka kocie

25 brak danych

14, l7, I7, 78,
2l

brak danych

I trat danylc;lr

i e,e,s,s brak danych

brak danych

I rrat danych

I7Il69 + | ulemna

ciałka kuliste i owalne,wielkŃci ciałek BN Tu

w odcieniu jasno-zie-
lonkawym

kuliste świece,nia w
prep. z r,dzenia przedł.

8

111/68 
l

nietyp. wtręty przyp.
ciał]<a BN

. .. nie bedano
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Zmniej,szenie się liczby wyników z grup
V, VI, VII, czyli ,niezgodności diagnostycznych
r,vystępowało rv ,miarę upływu czasu w ,okre-
sie adaptacji rnetoldy (ryc. 1). lWg Dean'a (1)
,typ wyników opisany w grupie \r występował
często w labo,ratoriach amerykańskich wpro-
lvadzający,ch technikę znakowanych pr,zeciw-
ciał do diag,nostyki wścietklizny. Zadawalającą
korelację między wynikaIrni próby biol, a
inamfl. o,siągarro ta,m w ,okresie au 3 la,t sto-
sowania ostatniej z metod. Dorpie,ro po tym
termin^ie mozliwe było zupełne zrezy1nowanie
z pr6by biologicznej i całkowite oparcie dia-
gnostyki rabiologicznej na inemunofluores-
cencji.

lWnioski
1. Prawidłowa oce,na wyników próby imm,u-

rr,ofluorescencji (immfl.) w rłrtynowej diag,no-
styce wścieklizny ulicznej rma zasadnicze zna-
czenie dla dalszego postęporvania, szczegóI,nie
w przypadl<ach kiedy ,miała miejsce ekspozy-
cia człowieka.

2. Swojstośó wynilków w itej próbie zal,eży
o,d: obecności ,swoistego antygenu ,w badanym
materiale, świeżości materiału, jakości użytej
konjugaty, sprzętu lumines,cencyjnego, właś-
ciwej techrriki wykona,nia odczynu, zastosowa-
nia odpowiednich l<onńroili, jaik l wprawy osółl
ocenila jących preparaty.

3. W oikresie adaptacji metody im,mfl. do ru-
tynowej diagnostyki nie,zbęd,ne iest rórvnoległe
p,rzeprowadzanie prób biologicznych.

4. Korelację między wynikami próby hiolo-
gicznej i bezpośredrnią metodą imrnfl. osiągni]ę-
to'po dwóoh Ia,tach przeprou,adzania próh.

5. Celowym wydaje się znowelizorva,nie
obowiazuiącej instrułkc,ii bada,nia rnateriałów
podeirzanych o wścieł<liznę (ż) i wpr,owadze-
nie do nie,i darnych na te,mat możliwości dia-
gnostyki meto,dą i;mmunofluorescencji.

6. Każda pracownia wykonująca rut}rnowe
badania inamfl. po wstepnym ,okresie adaiptaci,i
,metody powinna przeprowadzić szczeĄó\ową
a,nali,zę ,uzyśkanych wynił<ów i żr6deł błędów
przed zupełnvm wyeliminowaniełm próby bio-
logilczrrei i całkowitym zastąpieniern jej meto-
dą immunofluoresce,ncji.
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Boftqexoecrrł K., Tprłnnerł6ax E. - llcto.rrrrłr[ otutł.
6or n lrruuyrroSlopecqerrrnorł In&rHocTI{I(e deruerr-
crna (virus de rue).

IIpaerrlrłaa oIłeHKa peaKl_]rn{ zulłyHo@nopecI]eH-
\ww (IĄ@) B AIrarHocTI{xe 6erueHcrsa, oco6eurło B cJIy-
I{agx gKGIIo3J4qI4r{ qeJIoBeKa, ,{NIeeT ocHoBHoe 3Haqe-
rrre. Anroptl npoaĘaJll43rrpoBallfi Bo3MoiKHocT|l our{-
6or nplr tr{@ rła ocHoBaHrdił pe3yJIbTaToB IIoJIJ^IeHIłIJIX
s pyrrrrrroż AmarHocTIrKe B roAax 1968-1969. 7[ccłe-
FoBallt 3B9 MosroB 18 ezgoe xtllBoTtltlx fio,qo3peBae-
MbIx o 3apax<eurile yJII4r]IIEIM BlrpycoM derueHcrsa.
flpltnłenanrr I,IccJIeAoBaHr{e .rra TeJIbI]a Ba6eur-Herplr,
6rororrł.łecxyro rrpody r1 HenocpeAcTBeHnoe J4ccJIeEo-
BaHle MeToAonł IzI@ B oTIIeqaTKax @rxcrposarlHblx
Te[JIoM. fira npoeepKr anTr{reHrłoż cneqr$llłHocT]4
MaTeprl a ;IoB 4o6aaovao TIp oEe,JIr{ npo6y neżrp a JIrI3aI\wv.
Aaroplr IToArrepKrfBaIoT ilTo Bo BTopoM roAy [pI4Me-
HeHrrE peaKgvm, IĄó no"rlyl]aJlrl noJTHoe cooTBeTcTDIĄe
pe3yJIbTaToB peaKl{rlr{ tr4ó pesyłsranavLw 1uoltoTlłqec-
xoir npo6lr.

Wojciechowski K., Trippenbach B. - The sources of
the errors at the immunoflrrorescence (FAT) diag-
nosis of street rabies.

The interpretation of the findings in case of ra-
bies obtained on the basis of immunoflucrescence
test (FAT) is of considerable importahce, especially
when man is taken into account, The authors analysed
the sources of different error,s made in the noutine
FAT tests carried out in 1968-1968, Over 3Bg brains
from 18 species rvere tested by means of various me-
thods: Babes-Negri bodies. biologica1 test in mice,
direct FAT, serum arrtibody test. Two year studies
revealed the perfect correlation between FAT and
biological test in mice.

CARSON C. A., ADAMS L. G., TODOROVIC R. A.:
Porównanie właściwości antygenowych i serologicz-
nych dwóeh szczepów zjadliwych i Jednego atenuo-
wanego szczepu Anaplasma marginalc. (An antige_
nie and serologic eomparison of two virulent strains
and an attenuated strain of Anaplasma marginąIe).
Am. J. vet. Res., 31, 1071-1078. ]970 (6).

'W oparciu o odczyn precypitacji dyfuzyjnej w że-
lu agarorvym i odczyn immunoelektroforezy porów-
nano antygeny rozpuszczalne trzech szczepów Ana-
plasma marginale (2 szczepy zjadliwe, jeden szczep
atenuowany), Białka surowicy otrzymane na cielę-
tach uodpornionych A. marginale po rozdziale elek-
troforetycznym badano \1,, stosunku do surowicy
odpornościowe j dla suro,"ł,icy cieląt otrzymane j na
królikach. Nie stwierdzono występowania różnic po-
międz.y antygenami rozpuszczalnymi 3 badanych
szczepów A. marginale. W surowicy cieląt uodpor-
nionych pojawiał się w odczynie immunoelektrofo-
rezy łuk beta globulin nie występujący w surowicy
cieląt zdrorvych, zaś łuk odpowiadający gamma glo-
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