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Summary

Extinction of non-specific fluorescence in brain im-
pression slides of rabies suspected animals

FITC conjugate Bioveta, Ivanovice, Czech Repub-
lic, used in routine rabies diagnosis, gives a non-spe-
cific background fluorescence in brain impression
slides. The effect may cause some problems in the
proper diagnosis when only a small number of specific
inclusion bodies are present. The paper presents an
attempt to reduce the non-specific background fluo-
rescence in preparations of brain impressions labelled
with Bioveta antirabies conjugate adsorbed with the
suspension of normal mouse brain or counterstained
with Evans Blue. The background fluorescence has
been markedly reduced and the increased number of
inclusion bodies were also observed in impresions
labelled by Bioveta conjugate with Evans Blue or
adsorbed with normal mouse brain tissue in compa-
rison to brain impressions labelled with Bioveta con-
jugate without these modifications. FA conjugate by
diagnostics Pasteur was used as a reference because
slides stained with this conjugate have not had any
background fluorescence.

Odczyn immunofluorescencji (IF) obok préby biologiczne]
na biatych myszkach oraz badania histopatologicznego w kie-
runku ciatek Babesa-Negriego jest uznana metoda w rutynowe;j
diagnostyce wscieklizny. Wedtug opinii Komitetu Ekspertow
WHO oraz Instytutu Pasteura w Paryzu stat si¢ on podstawowa
metoda w rutynowej diagnostyce wscieklizny. Réwniez w
Polsce odczyn IF jest jedna z urzgdowych metod badania w
kierunku tej groZnej i niebezpiecznej choroby (1, 2). Odezyn
immunofluorescencji jest metoda szybka, stosunkowo tanig i
bardziej doktadna niz badanie histopatologiczne. Jego czulosc
jest poréwnywalna z préba biologiczng. Nad proba biologiczna
ma te przewage, ze wynik otrzymuje sig¢ juz po kilku godzinach
od momentu dostarczenia materialu do laboratorium (4). Szcze-
gélnego znaczenia nabiera wige ograniczenie lub wyeliminowa-
nie falszywie ujemnych wynikow, a co zatym idzie, zwigkszenie
wiarygodnosci tego odczynu. Mozna Lo uzyskac poprzez zmniej-
szenie niespecyficznego swiecenia tkanki mdzgowe] W pre-
paratach. Zmniejszenie Swiecenia tta mozna uzyskad stosujac
adsorbowane koniugaty jak np. koniugat firmy Diagnostics
Pasteur, Francja, jak réwniez poprzez barwienie kontrastowe
za pomoca blekitu Evansa, np. koniugat monoklonainy CEN-

TOCOR FITC, USA oraz koniugat Diagnostics Pasteur, Fran-
cia (2. 3).

Koniugat Bioveta omawiany w niniejszej pracy jestuzywany
obecnie przez ZHW na terenie calego kraju. Przy jego uzyciu
uzyskuje si¢ niekiedy podbarwienic tta, ktore utrudnia inter-
pretacje wyniku. Nieoczyszezony koniugat zawiera ponadto
straty. ze wzgledu na co nie cieszy sig on dobra opinia (2).
Powyzsze mankamenty w znacznej mierze utrudniaja posta-
wienie prawidlowego rozpoznania. zwlaszcza w przypadku
wystepowania bardzo nielicznych, drobnych cialek wtreto-
wych. Niniejsza praca opisuje probe wyeliminowania tych
niekorzystnych cech, z uwagi na to, ze prawdopodobnie wicle
7HW bedzie nadal korzystaé z tego odczynnika, ze wzgledu
na jego stosunkowo niska ceng.

Material i metody

W badaniach postuzono sie tkanka mozgowa 2 psdw i 3
lisow z rozpoznana w odeczynie IF wscieklizng oraz tkanka
maézgowa biatych myszek padtych przy dodatnim wyniku pro-
by biologicznej. Z mozgowia (kora mozgowa, rogi Ammona.
mozdzek. rdzen przedtuzony) wykonywano preparaty odeisko-
we. za$ ze Slinianki podzuchwowej — preparaly mazane (4)
wedlug ogdlnie przyjetych zasad. Wszystkie preparaty utrwa-
lano w ciagu 20 minut w acetonie schlodzonym do temp. -20°C
(koniugat francuski — 30 minut). Po WYSUSZENiu umieszezano
je w komorze wilgotnej i znakowano rownolegle:

_ koniugatem Bioveta adsorbowanym homogenatem tkanki
mézgowe] niezakazonych myszek,

— koniugatem Bioveta z dodatkiem blekitu Evansa,

— koniugatem Bioveta bez powyzszych modyfikacii,

— koniugatem referencyjnym Diagnostics Pasteur, Francja.

Preparaty inkubowano przez 30 minut w temp. 37°C. pluka-
no wedtug zalecer producentdw (5, 6), suszono i montowano
pod szkietka nakrywkowe przy uzyciu mieszaniny glicerolu i
buforu fosforanowego, pH 8.2, w stosunku objetosciowym 9:1.
Przegladano je przy uzyciu mikroskopu Axioskop firmy Opton
z palnikiem HBO 50. Zdjecia wykonywano przystawka foto-
graficzna MC 100 z automatycznie ustawianym czasem ekspo-
zycji. Oceniano stopien wygaszania fluorescencji tkanki maoz-
sowej, morfologie i liczbg swoistych Swiecen oraz obecnosé
artefakiow (stratéw). Preparaty ogladano przy powigkszeniach
200x% i 400%.

Zastosowano 2 sposoby modyfikacji koniugatu Bioveta.

A. Koniugat Bioveta adsorbowany tkanka mézgowa zdro-
wych myszek (w modyfikacji wlasnej). Odwazona i1os¢ tkanki
mazgowej myszek rozeierano z koniugatem rozcienczonym w
stosunku 1:8'i odwirowanym dwukrotnie przy 3000 X g (ko-
niugat dostarczany jest w postaci zliofilizowanej) tak, aby
uzyskac 20% zawiesing wag/obj. Mieszaning (¢ nastgpnie in-
kubowano w temp. 37°C przez 90 minut, kilkakrotnie w tym
czasie mieszajac, nastgpnic 0czyszczano, wirujac dwukrotnie
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przez 20 minut przy 3000 x g. Klarowny supernatant rozlewa-
no po 1 ml do probéwek Eppendorfa i przechowywano w temp.
-20°C. Tak przygotowany koniugat przed uzyciem rozmraza-
no, mieszano i wirowano 10 minut przy 3000 X g.

B. Koniugat Bioveta zmodyfikowany dodatkiem bigkitu
Evansa. W dos§wiadczeniu uzyto 0,25% roztworu bigkitu Evan-
sa. Odczynnik ten dodawano w koicowym stezeniu 1:2000 do
koniugatu rozciedczonego w stosunku 1:8. Koniugat przed
uzyciem wirowano 10 minut przy 3000 x g.

C. Niczym nie traktowany koniugat Bioveta, w rozcieficze-
niu 1:8, stosownie do zalecern producenta, po dwukrotnym
odwirowaniu przy 3000 x g przez 10 minut.

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

Jako kontroli $wiecenia tta uzyto preparatow odciskowych
mozgowia nieznakowanych, zatopionych w zbuforowanej gli-
cerynie i przykrytych szkietkiem nakrywkowym.

Wyniki i omdédwicnie

W preparatach znakowanych natywnym, niczym nie trak-
towanym, koniugatem Bioveta w rozciericzeniu 1:8 (ryc. 3),
tkanka mézgowa (tto) Swiecita intensywnie zielong barwg. W
preparatach znakowanych koniugatem francuskim (ryc. 4) tlo
pozostawato ciemne. PorGwnanie $wiecenia tla w preparatach
znakowanych koniugatem francuskim oraz w preparatach nie-
znakowanych, zatopionych w zbuforowanym glicerolu, wykazato
brak $wiecenia tta w obu przypadkach. Uzycie koniugatu
adsorbowanego (koniugat A; ryc. 1) dato znaczny spadek
fluorescencji tha (tkanki mézgowej) w badanych preparatach

w poréwnaniu z koniugatem Bioveta bez modyfikacji. W
przypadku uzycia biekitu Evansa (modyfikacja B; ryc. 2), tlo
wykazywato barwe od ciemnobrunatnej w najcienszych miej-
scach preparatéw do czerwonej w miejscach grubszych. Dalo
to efektowny, kontrastowy obraz jabtkowozielono §wiecacych
ciatek na czerwonobrunatnym tle. W miejscach najcieniszych
nastgpito catkowite wygaszenie Swiecenia ta.

Najwieksza liczbg swoistych swiecen wykrywal koniugat
francuski. Licznie wystepujace, jasne punkty w postaci roz-
proszonego pylu $wiecilty wyraznie. W preparatach znakowa-
nych koniugatem Bioveta bez modyfikacji ciatka najwigksze
oraz Sredniej wielkosci §wiecily jasno 1 wyraZnie, natomiast
najdrobniejsze, punkcikowate, bylty nierozpoznawalne. Nieli-
czne spos$rdd nich bardzo stabo wyrézniaty si¢ na tle intensywnie
Swiecacej zielona barwa tkanki mézgowej (efekt maskujacy).

Dla zobrazowania wplywu nieswoistego §wiecenia tla w
preparatach znakowanych niezmodyfikowanym koniugatem
Bioveta, warto przytoczy¢ przyktad psa z porazenna postacia
wicieklizny, ktéry zostal skierowany do badania w ZHW w
Kroénie. W preparatach z rogéw Ammona i Slinianek, w
ktérych nalezaloby spodziewac si¢ najwigkszych ilosci anty-
genu wirusa wscieklizny, a takze z kory mézgowej 1 moézdzku,
odczyn IF dal wynik ujemny. Odczyn ten, w preparatach
znakowanych koniugatem Bioveta w obu modyfikacjach oraz
koniugatem francuskim, dat wynik dodatni. Wycinki kory
mozgowej, rogéw Ammona 1 mézdzku po wykonaniu prepa-
ratéw uzyto do inokulacji myszek w prébie biologicznej. Po

Ryc. 1. Preparat odciskowy rogéw Ammona u lisa.
Koniugat Bioveta 1:8, adsorbowany, powigkszenie 200x

Ryc. 2. Preparat odciskowy rogéw Ammona u lisa.
Koniugat Bioveta 1:8, z dodatkiem biekitu Evansa, powiekszenie 400x

Ryc. 3. Preparat odciskowy rogéw Ammona u lisa.
Koniugat Bioveta 1:8. natywny, powigkszenie 200x

Ryc. 4. Preparat odciskowy rogéw Ammona u lisa,
Koniugat Diagnostics Pasteur, powickszenie 400X
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otrzymaniu dodatniego wyniku préby biologicznej, potwier-
dzonego odczynem IF (myszki padaty kolejno w 16, 17, 20
i 30 dniu), odczyn IF dla mézgu psa powtdrzono 1 otrzymano
identyczne wyniki. Bardzo drobne $wiecenia nie mogly by¢
wykryte koniugatem natywnym ze wzgledu na maskujacy wptyw
jasnozielonego tta. Zastosowanie koniugatu z tej samej seril w
modyfikacji A i B dalo catkowite wygaszenie tta i ujawnito
§wiecenia specyficzne. Swoiscie swiecace ciatka wtrgtowe
byty wyraznie widoczne. Uzycie koniugatu Bioveta w trady-
cyjny sposéb, moze zatem w niektérych przypadkach sprawiac
trudnogci w podjeciu prawidlowego rozpoznania z powodu
maskujacego §wiecenia tta. Trudnosci te moga zaistnie¢ w
przypadku wystgpowania w badanym materiale znikomej ilosci
antygenu wirusa wscieklizny. Fatszywie ujemne wyniki sta-
nowia zagrozenie dla oséb poszkodowanych ze wzgledu na
opdZnione rozpoznanie, bowiem dodatni wynik proby biolo-
gicznej otrzymuje si¢ po ok. 5-16 dniach. W wyniku pokasania
czlowieka, wirus namnaza si¢ w miejscu wniknigcia 1 rozpo-
czyna wedrowke w kierunku mézgu. Wskutek opéznionego
rozpoznania choroby, osoba poszkodowana jest narazona na zbyt
pé7ne poddanie si¢ szczepieniom interwencyjnym. Reasumujac,
mozna stwierdzi¢, ze uzycie zmodyfikowanego opisanymi me-
todami koniugatu Bioveta, obecnie szeroko stosowanego w

diagnostyce wscieklizny na terenie calego kraju, powinno
przyczynié si¢ do wyeliminowania lub ograniczenia falszywie
ujemnych wynikéw w odczynie IF. Obnizenie nieswoistego
$wiecenia tkanki mézgowej w preparatach powinno przyczynic
si¢ do polepszenia komfortu pracy pracownikéw diagnozuja-
cych wscieklizne i wzrostu wiarygodnosci omawianej metody.
Wygaszenie niespecyficznego §wiecenia tta i udoskonalenie
laboratoryjnego rozpoznawania wécieklizny zwierzat mozna uzy-
skaé przez adsorpcje koniugatu Bioveta homogenatem tkanki
mézgowej zdrowych myszek lub dodatek bigkitu Evansa.
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Summary

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

Serological examinations with the use of IMPA of
335 cats not vaccinated against infectious feline rhi-
notracheitis (FRT) showed a prevalence of feline her-
pesvirus type 1 (FHV-1) in 61.5% of Polish cats. Most
of the seropositive 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
(82% seropositive animals). Most seropositive cats
were more than 12 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 zakazne gérnych drég oddechowychkotéw (URTD
— upper respiratory infection diseases) wywolywane sa najcze-
Sciej przez herperwirus typ-1 (FHV-1) i kaliciwirusy kotow
(FCV). Objawy URTD obserwuje si¢ gtéwnie u mlodych
kotéw, zwykle péZna jesienia lub wezesna wiosna (11). In-

fekcje herpeswirusowe rozpoznawane sa u kotéw najczgscie]
jako tzw. zakaZne zapalenie nosa i tchawicy (2, 3, 11). W
odréznieniu od zakazed FCV w przebiegu zakaZznego zapalenia
nosa i tchawicy notuje si¢ znacznie wyzszy odsetek $mier-
telnosci (30%) jak réwniez mozliwos¢ wystgpowania innych
objawéw chorobowych w tym zaburzen w rozrodzie (zamie-
ranie ptodéw i padnigcia oseskéw) czy zaburzed w funkcjo-
nowaniu centralnego uktadu nerwowego. Obserwowane u kotow
nawrotowe i przewlekle zapalenie zatok lub bton sluzowych w
obrebie glowy jest réwniez, czesto wynikiem zakaZzenia latent-
nego wirusem FHV-1 (1, 6, 11). Dodatkowo, dziatanie immuno-
supresyjne herpeswirusa, sprzyja rozwojowi infekcji oportuni-
stycznych (chlamydiami, bakteriami lub grzybami chorobotwor-
czymi) co powoduje, ze przebieg zakazenia bywa niejednokrotnie
bardzo ciezki. Stad tez FHV-1 wymieniony jest wérdd naj-
bardziej patogennych czynnikéw zakaznych kotow (8).

Obserwacje kliniczne wskazuja na czeste wystepowanie przy-
padkéw URTD w Polsce. J ednak jak dotad badania nad udziatem
wirusowych czynnikéw zakaZnych (FCV, FHV-1) w wywo-
tywaniu tego syndromu ograniczaja si¢ do jednej pracy oma-
wiajacej izolacje wirusa FCV (12). W zwiazku z tym uznano
za celowe przedstawienie wynikéw badan serologicznych w
kierunku FHV-1, przeprowadzonych z zastosowaniem testu
IMPA (immunoperoxidase monolayer assay).



