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Aktualny stan epizootyczny wéscieklizny w
kraju, a szczegolnie znaczna liczba przypadkow
tej choroby u zwierzat wolno zyjacych stwa-
rza duze zagrozenie ludnosci. Corocznie znacz-
na liczba oséb zmuszona jest do poddania sie
szczepieniom profilaktycznym ze wzgledu na
kontakt ze zwierzeciem chorym lub podejrza-
nym o zakazenie (15, 16).

Wprowadzenie metody immunofluorescencji
(immfl.) do rutynowej laboratoryjnej diagno-
styki wécieklizny w ZHW-Warszawa (1968)
umozliwito ocene materialow ze zwierzat po-
dejrzanych o te chorobe. Metoda przeciwcial
fluorescencyjnych przyépieszyla stawianie roz-
poznania, co jest szczegdlnie istotne jezeli mia-
la miejsce ekspozycja czlowieka. Aspekty epi-
demiologiczny 1 epizootiologiczny zadecydowa-
ty o zastosowaniu immunofluorescencji do
diagnostyki w zespole metod: badania w kie-
runku ciatek Babes-Negriego (BN), préby bio-
logicznej oraz w pewnych przypadkach: proby
neutralizacji i proby mikroimmunodyfuzji w
zelu agarowym,

Celem doniesienia jest ocena metody immfl.
w aspekcie mozliwosei bledu w jej stosowaniu
do rutynowych badan rozpoznawczych w Kkie-
runku wscieklizny ulicznej. Analize oparto na
wynikach uzyskanych w latach 1968—1969.

Materiat i metody

Material do prob stanowily mozgi zwierzat nade-
stane do badania w kierunku wécieklizny. Badanie
na ciatka BN — prowadzono metodami Sellers’a i
Gerlacha z preparatéw mazano-odeiskowych.

Immunofluorescencja — stosowano bezposrednia
metode z uzyciem koajugat p-w whéciekliznie ,,Bio-
veta” (Ivanovice) w uktadach opisanych uprzednio
(18). Uzywano zestawdw do luminescencji HBO-50
(Mikroskop C. Zeiss) i ME-50 — produkcji ZSRR z
lampa DRSZ 250. W podobny ls‘p\os()ﬂa przeprowadzano
testy kontrolne oraz mianowanie konjugat. Prepara-
ty odciskowe dla kazdego materialu mézgowego wy-
konywano z kory moézgowej, rogu Ammona, rdze-
nia przedluzonego (po 2—3 preparatéow). U kotow
dodatkowo oceniano modzdzek. W wymienionych
czeSelach mbézgu na podstawie szeregu danych (7, 11,
12, 14) spodziewano sie najwiekszej koncentracji an-
tygenu wirusa. Proby biologiczne prowadzono na my-
szach Porton pochodzacych z chowu wsobnego. Wa-
ga zwierzgt 13—15 g. Sposdb przeprowadzenia préby
byt zgodny ze wskazaniami WHO (9).

W celu dodatkowych identyfikacji wirusa wykony-
wano prébe neutralizacji z surowica koniskg p-w
whéciekliznie prod. Instytut Pasteura (Paryz) w roz-
cienczeniu 1:10. Préoby mikroimmunodyfuzii w zelu
agarowym prowadzono wg Serokowe] i Wojciechow-
skiego (14).

Metodg immunofluorescencji z réwnolegle prowa-
dzonymi badaniami w kierunku cialek BN i prdébami
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biologicznymi przebadano w latach 1968—1969 lacznie
389 materialow od 18 gatunkéw zwierzgt. Komplek-
sowa analiza préb miata daé orientacje co do przy-
datno$ci metody immfl. do szybkiej diagnostyki w
przyjetych warunkach i jej obiektywnecsci.
Wyniki badan podzielono na 7 grup (I—VII)
i zestawiono w tab. 1 i 2. Nomenklatura
grup jest oparta mna publikacji wlasnej z r.
1968 (18). Grupy I i II wykazaly catkowity
zgodnos¢ wynikéw. W grupie III w 8 przypad-
kach nie wykazano cialek BN przy dodatnich,
lub watpliwych wynikach préb immfl. Wigze
sie to 'z mozliwoscig wystepowania nienegri-
gennych szczepdw wirusa ulieznego. Przypa-
dek z grupy IV opisany w poprzednim donie-
sieniu a dotyczacy moézgu lisa w ktérym po-
czatkowo wykazano nietypowe wtrety przy-
pominajace ciatka B-N, zweryfikowano jako
nienegrigenny. Przypadki z grup: V, VI, VII
traktowano jako miezgodnos$ci diagnostyezne
i analizowano w tab. 3 1 ryc. 1. Przypadki
,,choroby poszczepiennej” opisano w oddziel-
nym opracowaniu (19). Préba neutralizacji stu-
zyla w pewnych przypadkach do wykazania
swoistoscei proby immunofluorescencii w ba-
danym materiale. (W podobnym celu stosowa-
no prébe mikroimmunodyfuzji w zelu agaro-
wym. Duza nieswoistos¢ ostatniego z odezy-
néw zwigzana z uzywang surowica mnie po-
zwolila na wlgczenie jego jako metody po-
mocniczej przy interpretacji wynikéw.
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Niezgodnosci diagnostyczne wystepowaly przede
wszystkim w poczgtkowym okresie adaptacji meto-
dy. Dotyczy to giéwnie grupy V wynikéw. Nie no-
towano ich w ostatnim okresie pracy. W przypadku
tej grupy wiaza¢ sie one moga z obecnodcig rozpro-
szonego materialu antygenowego (najczesciej u psow
szczepionych p-w wésciekliznie), z nieré6wnomiernym
rozmieszczeniem antygenu w madzgu, stanem nadesla-
nego materiatu mézgowego. Pojecie ,,material wzgled-
nie $§wiezy” uzywane w tab. 3 jest malo precyzyj-
ne, gdyz obejmuje rézne stadia poczatkowej autolizy
i rozktadu tkanki nerwowej. Material z reguly po-
chodzil ze zwlok zwierzecych dostarczonych do badan
w kilka dni po zejéciu Smiertelnym oraz przechowy-
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wanym w roéznych, czesto trudnych do ustalenia wa-
runkach.

Tab. 1. Sumaryczne wyniki badan materiatéw
zwierzecych w kierunku wscieklizny (lata 1968—1969)
Immuno- .
fluores- S I Proba | i
cencja W rogu biolo- Ogélna
Grt.lp’a e bezpo-! Ammona giczna liczba
wynikow Friom (met. Selle- & | przypa-
konj. . rsa WHO) dkow
Bioveta) |1 Gerlacha) |
1 — — — 276
II + | -+ + 73
II1 + (1) — -+ 8
v — —_ 4 11
VI + — — 3 (16)
VII + — 2

+ wynik dodatni
— wynik ujemny
+ wynik watpliwy ( )

Stan materialu rzutujacy na morfologie i czytel-
noé¢ preparatéw mikroskopowych mégt wplynaé na
wyniki grupy V. Potwierdzajg to dane Wachen-
dorfera (17). Pozornie ujemne wyniki proby immfl.
mogg byt spowodowane mnieréwnomiernym rozpro-
szeniem wirusa w moézgu. Mozliwosé wystepowania
stref awirulentnych w mozgach zwierzat zakazonych
wirusem wécieklizny opisali Remlinger i Bailly (11).
Granica wykrywalnosci wirusa w metodzie immfl.
zostala oceniona do§wiadczalnie przy zakazeniu wi-
rusem ulicznym na 101,3—10%4 LD;,/0,03 ml. W moézgu
psa zakazonego w sposdb naturalny wynosila 1024 (5),
Dane Liebke i Schneidera okreélaja progowa ilosé
wykrywalnego antygenu na 10—100 LDs,/0,03 ml. (10),
Serokowej i wsp. na > 100 LDs, (13). Pozornie ujem-
ne wyniki mogg byé spowodowane ograniczong zdol-
nofcig rozdzielezg mikroskopu optycznego wynoszaca
ok. 200 mp. Wystepowanie ujemnych wynikéw proby
immfl. przy réwnoczesnym stosowaniu préby biolo-
gicznej na myszkach jako diagnozy potwierdzajgce]
Wachendérfer (17) ocenia na =~ 1,5% — sumujac dane
11 autordéw zajmujagcych sie diagnostykg wécieklizny
(12 tysiecy badan). Kotomakin i wsp. (8) w prowa-
dzonej kompleksowo na terenie Kazachstanu rutyno-
wej diagnostyce uzyskali odmienne rezultaty. Przy
378 przypadkach u 32% stwierdzono wécieklizne hi-
stologicznie (C-BN), immfl. w 72,8%, przy czym prdéba

biologiczna stanowila 100%. Dane te mozna wiazaé
ze specyfiky i stabg megrigennosciay szczepdw wiciek-
lizny wystepujacych w tym rejonie, gdzie giéwnym
Zzrodlem zakazenia sq lisy i lisy korsaki.

Grupa VI — jest zwigzana ze zjawiskiem nie-
swoistej fluorescencji. Dane ma jej temat zawarte sa
w pracach Jentzsch’a i wsp. (4, 6). Nieswoista flu-
orescencja zwiazana z konjugatg moze byé spowodo-
wana adsorbeja niektérych jej skiadnikéw przez ma
terial biologiczny. Daje ona podobne zabarwienie do
do fluorescencji swoistej. Zmniejszenie jej osiaga sie
adsorbcjg proszkami tkankowymi. Nieswoistos¢é wy-
nika z wigzania sie konjugat z bialkami tkankowy-
mi, moze by¢ réwniez rezultatem wigzania sie zna-
kowanych przeciwcial surowicy z antygenami prepa-
ratu. Fluoryzujgce bakterie np. w przypadku mikro-
kokéw mogg wykazywaé podobienstwo do matych
skupisk wirusa.

Pierwsza z przyczyn mozliwa jest do usuniecia
przez adsorbeje homologicznymi proszkami tkanko-
wymi, druga wymagalaby przygotowania surowicy
shuzgcej do produkeji konjugatu na materiatach
»germs free”. Leukocyty, komorki plazmatyczne, ziar-
nistoéci eozynofili mogg powodowaé silng nieswoistg
fluorescencje o matezeniu réwnym swoistej. Kry-
terium rozstrzygajacym bylaby morfologia $§wiecen
oraz zastosowanie odpowiednich kontroli. Dotyczy to
gléwnie antygendéw 1 przeciwcial bakteryjnych. Tzw.
»ciatka kocie” nie daja reakeji z konjugaty wsciek-
liznowa. Nieswoiste zjawiska fluorescencyjne zwigza-
ne z autofluorescencja spotyka sie w leukocytach,
komorkach plazmatycznych, eozynofilach (ziarnisto$-
ci), widknach nerwowych rdzenia przediuzonego, ko-
morkach zwojowych modzgu roznych gatunkow zwie-
rzat (jadra kom.). Czesto wystepuja zoétto-pomaran-
czowe czgstki inkrustujgce preparat bedace prawdo-
podobmnie glikolipoidem wzglednie substancjg podobng
do lipofuscyny. Za lipofuscyng przemawia fakt wiek-
szej czestotliwosei wystepowania barwnika u zwie-
rzat starszych. Drobne straty izotiocyjamianu fluores-
ceiny w konjugacie moga przy pewnych ukladach
sugerowaé fluoresceine rozsiang. Przy zatapianiu
preparatéw w glicerynie i pokrywaniu szkielkiem
nakrywkowym moga wystepowaé mate pecherzyki
powietrza dajace $wiecenia regularnego, kulistego
formatu. Nie wykazano korelacji miedzy stanem ma-
teriatu a stopniem autofluorescencji. Istnieje teore-
tyczna mozliwo§é wystepowania ww preparatach anty-
genu inaktywowanego w ilodciach podprogowych,
ktérych nie wykaze prdba biologiczna. Mogloby to
mieé miejsce u pséw szczepionych. Przytoczone w
tabeli przypadki §wiadeczg o obecnoéci w materiale
kulistych 1 owalnych $§wieceft wielko§ei i formatu
ciatek B-N, ale w innym odcieniu (jasno zielonka-
wym). Poniewaz nie wykazano histologicznie rzeczy-

Tab. 2. Wyniki oceny laboratoryjnej mozgéw roznych gatunkéw zwierzgt w kierunku wéseieklizny
(woj. warszawskie lata 1968—1969)
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wistych cialek w preparatach barwionych metodami
Sellers’a i Gerlach’a, wydaje sie, ze §&wiecenia zo-
staly spowodowane przez materiat nieswoisty (praw-
dopodcbnie — elementy morfotyczne krwi). O moz-
liwoéci wystepowania nieswoistej, punktowej fluores-
cencji $§wiadezy przypadek z rejonu rdzenia prze-
dtuzonego 217/69 oraz 'dane Serokowej i wsp. (13).
Kryterium rozstrzygajacym we wszystkich przypad-
kach jest morfologia $§wiecen i zastosowanie odpo-
wiednich kontroli.

Grupa VII. Opisano nietypowe clatka wtretowe
w barwionych konwencjonalnie prepsratach z rogu
Ammona przypominajace C-BN, ujemne w prdbie
immunofluorescencji. Przypadki takie nie przedsta-
wiajg niebezpieczefistwa pomytki poniewaz ciatka
B-N z reguly bardzo swoiscie wybarwiaja sie kon-
jugata.

Czestg przyczyna nieprawidlowej diagnosty-
ki immunofluorescencyjnej moze byé zle przy-
gotowanie i ustawienie aparatury oraz wady
palnika emitujgcego promienie UV. Instruk-
cje na ten temat zawarte sa w dokumentacii
dolaczonej przy zestawach do luminescencji.

Tab. 3. Analiza wynikéw z grupy V, VI i VII

Do jednej z majwazniejszych czynnosci wyko-
nywanych przed kazdym uruchomieniem uk?la-
du malezy. sprawdzenie tzw. ,,centrowania”
lampy oraz stosowanie dobrych palnikéw. Pal-
niki w zestawach do fluorescencji majg ogra-
niczony okres eksploatacji. Zuzywanie sie pal-
nika powoduje jego zaciemnienie i slabisza
emisje.

Termiczny sposob utrwalania preparatéw
przewyzsza w rutynowym stosowaniu utrwa-
lanie acetonem. Preparaty w ten sposéb przy-
gotowywane sg niezakaZne, a tym samym hez-
pieczne w obrobece dzieki inaktywacji wirusa
na szkietku (3). Mozliwe jest stosowanie tego
typu utrwalania przy preparatach z materia-
6w bedacych w stanie rozktadu gnilnego. Nie
stwierdzono ujemnego wplywu utrwalania
termicznego ma wykazywanie w materiale cia-
tek B-N i antygenu wirusa.
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Zmniejszenie sie liczby wynikéw z grup
V, VI, VII, czyli niezgodnosci diagnostycznych
wystepowalo w miare uplywu czasu w okre-
sie adaptacji metody (ryc. 1). Wg Dean’a (1)
typ wynikéw opisany w grupie V wystepowal
czesto w labcratoriach amerykanskich wpro-
wadzajacych technike znakowanych przeciw-
cial do diagnostyki wscieklizny. Zadawalajaca
korelacje miedzy wynikami préby biol. a
immfl. osiggano tam w okresie ~ 3 lat sto-
sowania ostatniej z metod. Dopiero po tym
terminie mozliwe bylo zupelne zrezygnowanie
z proby biologicznej i catkowite oparcie dia-
gnostyki rabiologicznej na immunofluores-
cencji.

Wnioski

1. Prawidtowa ocena wynikéw prdéby immu-~
nofluorescencji (immfl) w rutynowej diagno-
styce wscieklizny ulicznej ma zasadnicze zna-
czenie dla dalszego postepowania, szczegoélnie
w przypadkach kiedy miala miejsce ekspozy-
cja czlowieka. ’

2. Swoistosé wynikow w tej probie zalezy
od: obecnosci swoistego antygenu w badanym
materiale, $wiezosei materiatu, jakosci uzytej
konjugaty, sprzetu luminescencyjnego, wlas-
ciwej techniki wykonania odezynu, zastosowa-
nia odpowiednich kontroli, jak i wprawy oséb
oceniajacych preparaty.

3. W okresie adaptacji metody immfl. do ru-
tynowej diagnostyki niezbedne jest réwnolegle
przeprowadzanie préb biologicznych.

4. Korelacje miedzy wynikami prdéby biolo-
gicznej i bezposrednia metodg immil. osiggnie-
to ‘'po dwéch latach przeprowadzania prob.

5. Celowym wydaje sie znowelizowanie
obowiazujacej instrukeii badania materiatow
podeirzanych o wscieklizne (2) i wprowadze-
nie do niej danych na temat mozliwoéci dia-
gnostyki metodg immunofluorescencji.

6. Kazda pracownia wykonujgca rutynowe
badania immfl. po wstepnym okresie adavtaciji
metody powinna mprzeprowadzié szczegdlows
analize uzyskanych wynikdéw i Zrédel bledow
przed zupelnym wyeliminowaniem préby bio-
logicznej i calkowitym zastgpieniem jej meto-
da Immunofluorescencii.
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Bornnexosckn K., Tpunnentax B. — VCTOMHMEM OIUR-

0ok B uMMyHOdIOpPECUEHTHOH IUATHOCTUKE OEIIeH-
ctBa (virus de rue).

IIpaBuABHAS OLEHKA pPearuuM UMMYHOMDJIOpeceH-
mun (VIP) B quarHocTure GelleHcTBa, OCOOEHHO B CIy-
YaAX SKCIO3MUOMM HeJOBCKa, MMEET OCHOBHOE 3Hade-
HUe. ABTODBI IIPOAHANMU3WPOBANU BO3IMOZKHOCTH OILLIU-
60K mpy VD Ha OCHOBAHMM PE3YJBLTATOB MTONYHEHHLIX
B DYTMHHON IMArHOCTHMKe B romax 1968—1969. Mccae-
noBany 389 mMO3roB 18 BMAOB KMBOTHBIX I107103peBac-
MBIX O 3apaxXeHue YJIAMYIHKLIM BUPYCOM OCIIEHCTBA.
IIpnMenanyu wmccnemoBaHme Ha Ttenblla Babemr-Herpn,
Omonorndeckyro mpofy M HENOCPENCTBEHHOe MCeCIeno-~
BaHne wMerogoMm M@ B ormedarkax (OUKCHMPOBAHHBIX
TerioM. JINA TPOBEPKY AHTUIEHHOM CHelMUYHOCTHA
MaTepraJoB J00aBOYHO TIPOBENM IIPOOY HENTpaIM3aliiim.
ABTOPBI HOJYEPKMBAIOT UTO BO BTOPOM TOIY IIDMME-
HeHMA pearuun M@ nonywaan TOJHOE COOTBETCTBME
pe3yabTaToOB peakuuyn WP peslyabTaTamm OUOJOrmMyec-
KO} TPOOKI.

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

The interpretation of the findings in case of ra-
bies obtained on the basis of immunofluorescence
test (FAT) is of considerable importance, especially
when man is taken into gccount. The authors analysed
the sources of different errors made in the routine
FAT tests carried out in 1968—1968. Over 389 brains
from 18 species were tested by means of various me-
thods: Babes-Negri bodies. biological test in mice,
direct FAT, serum antibody test. Two year studies
revealed the perfect correlation between FAT and
biological test in mice.

CARSON C. A, ADAMS L. G.,, TODOROVIC R. A.:
Porownanie wlasciwoSei antygenowych i serologicz-
nych dwoch szczepéw zjadliwych i jednego atenuo-
wanego szczepu Anaplasma marginale. (An antige-
nic and serologic comparison of two virulent strains
and an attenuated strain of Anaplasma marginale).
Am. J. vet. Res., 31, 1071—1078, 1970 (6).

W oparciu o odczyn precypitacji dyfuzyjnej w ze-
Iu agarowym i odczyn immunoelektroforezy pordéw-
nano antygeny rozpuszczalne trzech szczepéw Ana-
plasma marginale (2 szczepy zjadliwe, jeden szczep
atenuowany). Bialka surowicy otrzymane na ciele-
tach uodpornionych A. marginale po rozdziale elek-
troforetveznym badano w stosunku do surowicy
odpornosciowej dla surowicy cielagt otrzymanej na
krolikach. Nie stwierdzono wystepowania réznic po-
miedzy antygenami rozpuszczalnymi 3 badanych
szczepOw A. marginale. W surowicy cielat uodpor-
nionych pojawiat sie w odczynie immunoelektrofo-
rezy luk beta globulin nie wystepujacy w surowicy
cielat zdrowych, zas§ luk odpowiadajacy gamma glo-
bulinie byt znacznie wydluzony. Z. G.
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