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próba wy gaszania niespecyfi cznego
świecenia w preparatach odciskourych

rnóz§owi a zwier ząt po dej r zatlych
o wściek|iznę

Zakłal]Higieny Weterynaryjnej, ul. Ściegiennego 6, 38,400 Krosntl

Summary

Extinction of non-specific f|uorescence in brain im-
pression slides of rabies suspected animals

labelled by Bioveta conjugate with Evans Blue or
adsorbed with normal mouse brain tissue in compa-

with Bioveta con,
. FA conjugate by
reference because
have not had any

background f|uorescence.

Odczyn immunofluorescencji (IF) obok próby biologiczne.1

na białych myszkach oraz badania histopatologicznego w kie-

runku ciałek Babesa-Negriego jest uznaną metodą w rutynowej

diagnostyce wścieklizny. Według opinii Komitetu E,kspertów

WHO oraz Instytutu Pasteura w Paryżu stał się on podstawową

metodą w rutynowej cliagnostyce wścieklizny, Równiez w

Polsce odczyn IF jest jecJną z urzędowych metod badania w

kielunku tej groźnej i niebezpiecznej choroby (1,2), Odczyn

immunofluorescencji jest nretodą szybką, stosunkowo tanią i
bardziej dokładną niz badanie histopatologiczne. Jego czułość
jest porównywalna z. prób iologiczną
ma Ę przewagę, ze wynik godzinach

od momentu dostarczenia (), Szcze-

gólnego znaczenia nabiera więc ograniczenie lub wyeliminowa-

nie faiszywie ujemnych wyników, aco zatym idzie, zwiększenie

wiarygodności tego odczy
szenie niespecyficznego
paratach. Zmniejszenie ś

adsorbowane koniugaty
Pasteur, Francia, jak również poprzez barwienie kontrastowe

za pomocą błękitu Evansa, np. koniugat monoklonalny CEN-

oMILIAN SKRZYNECKI, MARTA JANUSZEWSKA

TOCOR FITC, USA oraz koniugat Diagnostics Pasteur, Fran-

łek wtrętcl-
wania tych
obnie wiele
ze względu

na jego stosunkowo niską cenę.

Materiał i metody

(k ski - 30 minut). Po umleszczano
je lgotnej i znakowan 

"" uioveia adsorbowa natem tkanki
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przez 20 minut przy 3000 x g. Klarowny supernatant rozlewa-
no po l m1 do probówek Eppendorfa i przechowywano w temp,
-20"C. Tak przygotowany koniugat przed użyciem rozmraża-
no, mieszano i wirowano ]0 minut przy 3000 x g.

B. Koniugat Bioveta zmodyfikowany dodatkiem błękitu
Evansa. W doświadczeniu użyto 0,25Vo rozlworu błękitu Evan-
sa. Odczynnik ten dodawano w końcowym stężeniu 1:2000 do
koniugatu rozcieńczonego w stosunku 1:8, Koniugat przed
uzyciem wirowano 10 minut przy 3000 x g,

C, Niczym nie traktowany koniugat Bioveta, w rozcieńcze-
niu 1:8, stosownie do zaleceń producenta, po clwukrotnym
odwirowaniu przy 3000 x gprzez l0 minut.

D. Zrekonstytuowany koniugat Diagnostics Pasteur, Fran-
cja, pcl odwirowaniu przy 3000 x g przez 10 minut.

Jako kontroli świecenia tła użyto preparatów odciskowych
mózgowia nieznakowanych, zatopionych w zbuforowanej gli-
cerynie i plzykrytych szkiełkiem nakrywkowym.

Wyniki i omówicnie

W preparatach znakowanych natywnym, niczym nie trak-
towanyn, koniugatem Bioveta w rozcieńczeniu l:8 (ryc. 3),

tkanka mózgowa (tło) świeciła intensywnie zieloną barwą. W
preparatach znakowanych koniugatem francuskim (ryc. 4) tło
pozostawało ciemnc. Porównanie Świecenia tła w preparatach
znakowanych koniugatem tiancuskirn oraz w preparatach nie-
znakowanych, zatopi onych w zbuforowanym glicerolu, wykazakl
brak świccenia tła w obu przypadkach, Użycie koniugatu
adsorbowanego (koniugat A; ryc. 1 ) dało znaczny spadek
fluoresccncji tła (tkanki mózgowej) w badanych preparatach

w porównaniu z koniugatem Bioveta bez modyfikacji. W
przypadku użycia błękitu Evansa (modyfikacja B; ryc. 2), tło
wykazywało barwę od ciemnobrunatnej w najcieńszych miej-
scach preparatów do czerwonej w miejscach grubszych. Dało
to efektowny, kontrastowy obraz jabłkowozięlono świecących
ciałek na czerwonobrunatnym tle. W miejscach najcieńszych
nastąpiło całkowite wygaszenie świecenia tła.

Największą liczbę swoistych świeceń wykrywał koniugat
tiancuski. Licznie występujące, jasne punkty w postaci roz-
proszonego pyłu świeciły wyraźnie. W preparatach znakowa-
nych koniugatem Bioveta bez modyfikacji ciałka największe
oraz średniej wielkości świeciły jasno i wyraźnie, natomiast
najdrobniejsze, punkcikowate, były nierozpoznawalne. Nieli-
czne spoŚród nich bardzo słabo wyrózniały się na tle intensywnie
świecącej zieloną barwą tkanki mózgowej (efekt maskujący).

Dla zobrazowania wpływu nieswoistego świecenia tła w
preparatach znakowanych niezmodyfikowanym koniugatem
Bioveta, warto przytoczyć przykład psa z porazenną postacią
wścieklizny, który został skierowany do badania w ZHW w

Krośnie. W preparatach z rogów Ammona i ślinianek, w
których należałoby spodziewać się największych ilości anty-
genu wirusa wścieklizny, atakże zkory mózgowej i móżdżku,
odczyn IF dał wynik ujemny. Odczyn ten, w preparatach

znakowanych koniugatem Bioveta w obu modyfikacjach oraz
koniugatem francuskim, dał wynik dodatni. Wycinki kory
mózgowej, rogów Ammona i móżdżku po wykonaniu prepa-

ratów użyto do inokulacji myszek w próbie biologicznej. Po

Ryc 2 Preparat odciskowy rogów Amlnona u lisa
Koniugat Bioveta l:8, z dodatkienr błękitu Evansa, powiększenie 400x

Ryc. 3. Preparat odciskowy rogów Ammona u lisa
Koniugat Bioveta l:8. natywny, powiększenie 200x

Ryc 4 Preparat odciskowy rogów Alrrmona u lisa
Koniugat Diagnostics Pasteur, powiększenie 400x

Ryc l Preparat odciskowy rogów
Koniugat Bioveta 1:8, adsorbowany,

Ammona u lisa
powiększenie 200x
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otrzymaniu dodatniego wyniku próby biologicznej, potwier-
dzonego odczynem IF (myszki padały kolejno w 16,11,20
i 30 clniu), odczyn IF clla mózgu psa powtórzono i otrzymano
identyczne wyniki. Bardzo drobne świecenia nie mogły być
wykryte koniugatem natywnym ze względu namaskujący wpływ
jasnozielonego tła. Zastosowanie koniugatu z tej samej serii w

modyfikacji A i B dało całkowite wygaszenie tła i ujawniło

świecenia specyticzne. Swoiście świecące ciałka wtrętowe

były wyraźnie widoczne. Użycie koniugatu Bioveta w trady-

cyjny sposób,może zatem w niektórych przypadkach sprawiać
trudności w podjęciu prawidłowego rozpoznania z powodu
maskującego świecenia tła. Trudności te mogą zaistnieć w
przypadku występowania w badanym materiale znikomej ilości
antygenu wirusa wścieklizny. Fałszywie ujemne wyniki sta-

nowią zagrożenie dla osób poszkodowanych ze względu na

opóźnione rozpoznanie, bowiem dodatni wynik próby biolo-
gicznej otrzymuje się po ok, 5- ] 6 dniach. W wyniku pokąsania
człowieka, wirus namnaza się w miejscu wniknięcia i rozpo-
czyna wędrówkę w kierunku mózgu. Wskutek opóźnionego
rozpoznanlachoroby, osoba poszkodowana jest narazona na zbyt

późne poddanie się szczepieniom interwencyjnym. Reasumując,

można stwierdzić, że lżycte zmodyirkowanego opisanymi me-

todarni koniugatu Bioveta, obecnie szeroko stosowanego w

diagnostyce wścieklizny na terenie całego kraju, powinno
przyczynić się do wyeliminowania lub ograniczenia fałszywie
ujemnych wyników w odczynie IF, Obniżenie nieswoistego
świecenia tkanki mózgowej w preparatach powinno przyczynić
się do polepszenia komfortu pracy pracowników diagnozują-
cych wściekliznę i wzrostu wiarygodności omawianej metody.

Wygaszenie niespecyficznego świecenia tła i udoskonalenie
laboratoryjnego rozpoznawania wściek]izly zw ter ząt można lzy -

skać przez adsorpcję koniugatu Bioveta homogenatem tkanki
mózgowej zdrowych myszek 1ub dodatek błękitu Evansa.
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Zastosowanie testu IMPA do wykr}rwania
ptzeciwciat dla herpeswirusa kotów

(FHV-l) w Polsce
ZaVJadChorób Zwierząt Mięsożernych i Futerkowych Państwowego Instytutu Weterynaryjnego, Al. Partyzantów 57 ,24-100 PuławY

fekcje herpeswirusowe rozpoznawane są u kotów najczęściej
jako tzw, zakaźne zapalenie nosa i tchawicy (2, 3, l1). W
odró zni eniu o d zakażeń FCV w przebie gu zakaźn e go z ap a1 eni a

nosa i tchawicy notuje się znacznie wyższy odsetek śmier-

telności (307o) jak również możliwość występowania innych
objawów chorobowych w tym zaburzeń w rozrodzie (zamie-

ranie płodów i padnięcia osesków) czy zaburzeń w funkcjo-
nowaniu centralnego układu nerwowego. Obserwowane u kotów

nawrotowe i przewlekłe zapalenie zatok lub błon śluzowych w

obrębie głowy jest również, często wynikiem zakażenia ]atent-

nego wirusem FHV-I (1, 6, 11). Dodatkowo, działanie immuno-

supresyjne herpeswirusa, sprzyja rozwojowi infekcji oportuni-

stycznych (chlamydiami, bakteriami lub grzybami chorobotwór-

czym|) co powoduje, że przebleg zakazenia bywa niejednokrotni e

bardzo clężki. Stąd tez FHV-1 wymieniony jest wśród naj-

bardztej patogennych czynników zakaźnych kotów (8),

Obserwacje kliniczne wskazują na częste występowanle przy-

padków URTD w Polsce, Jednakjak dotąd badania nad udziałem

wirusowych czynników zakaźnych (FCV, FHV-I) w wywo-

ływaniu tego syndromu ograniczają się do jednej pracy oma-

wiającej izolację wirusa FCV (12), W związku z tym uznano

za celowe przedstawienie wyników badań serologicznych w

kierunku FHV-1, przeprowaózonych z zastosowaniem testu

IMPA (immunoperoxidase monolayer assay),

Summary

The use of IMPA for serological detection of feline
herpesvirus type 1 (FHV-l) antibodies in cats in Po-
land

Serologica| examinations with the use of IMPA of
335 cats not vaccinated against infectious fe|ine rhi-
notracheitis (FRT) showed a prevalence of feline her-
pesvirus type 1(FHV-1) in6'j..5% of Polish cats. Most
Óf tne seropositiye cats had high (16-64) or very high
(128-512) FHV-1 antibody titre. The seropositive cats
were mainly detected in large towns or animal shelters
(827o seropositive animals). Most seropositive cats
were more than12 months old. The lowest percentage
of FHV-1 seropositive animals was noted in cats less
than 3 months old. IMPA can be used for the routine
serological diagnosis of herpesvirus infections in cats.

Schorzenia zakaźne górnych dróg oddechowych kotów (URTD

- upper respiratory infection diseases) wywoływane są najczę-

ście; przez helperwirus typ-1 (FHV-l) i kaliciwirusy kotów
(FCV). Objawy URTD obserwuje się głównie u młodych
kotów, zwykle późną jesienią lub wczesną wiosną (11). In-


