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Długość cięcia równała się szerokości dłoni, Przez
ranę cięcia włożono rękę dokładnie odkażoną otaz
powleczoną maścią oxyterracvnową. Dłonią odszuka-
no macicę i pęcherz moczowy oraz odłamaną pipetę.
W celu uniemożliwienia przemieszczania się złama-
nego końca pipety w pęcherzu włożono poptzez
cewkę moczową do pęcherza kleszcze Statlera, przy
których pomocy zaciśnięto pipetę. Chodziło o to, by
ostry koniec nie drażnił i nie kaleczył ściany pęche-
Iza moczowego. Dłonią włożoną do jamy brzusznej
starano się naciągac na ustaloną pipetę kleszczami
ścianę pęcherza moczowego w jego górnoprzedniej
części, a-ny przebić ją ukośnie i tym otworem wyjąć
odłama,ny koniec. Do jlłmy otrzewnowej podano anty-
biotyki. Szwów na pęcherz moczowy nie zakładano,
Na ranę cięcia sklepienia poclrwy założono jeden
szew krzyżowy z catg. nr 3, ściany pochwy powle-
czonO 30/o maŚcią oxl,terracynową. Długość ułamanej
pipety wynosiła 21,5 cm.

Krowa po operacji do trzech dni oddawała mocz
z domieszką krwi. Do pęcherza moczowego w tym
czasie podawano antybiotyki. Parcie na mocz stop-
niowo ustępowało. Krowę żywiono sianem łąkowym
w dowolnej ilości z dodatkiem paszy treściwej, wodę
do picia zmniejszono o 1/3 racji dziennej, pasz soczy-
stych nie podawano. Po pięciodniowym leczeniu
krwista barrva moczu stopniowo przechodziła w bar-
wę słomkową. Parcie ustąpiło zupełnie, stan krowy
był zadowalający. Zwietzę wypisano.

Na podstawie powyższych obserwacji nasuwa się
następujący wniosek. 'Wprowadzić do inseminacji za-
miast obecnie używanych pipet szklanych, pipety ze
sztucznego tworzywa oraz prowadzió doszkalanie in-
seminatorów organizując kursy wielosto,pniowe.
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Fot. 1. Antygert swoisty dla doświadczalnej limfornatozy
kul, widoczny W ca}ej zarodzi kolnórek.

Fot. 2, F]uoryzujące ogniska te8o Samego antygenu w Za-
rodzl komórki, wykazuJącej początek poalzlału mitotyczne8o,
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Ryc. 1, wykrywanie antygenu metodą bezpośfednią

Bardziej zlożoną modyfikacją tej metody jest tzw.
odczyn pośredni. Przebiega on rv dwu etapach. W
pierwszym, preparat poddaje się działaniu nieznako-
wanych przeciwciał, czyli praktycznie biorąc nakrapla
się p;o odpornościową surowicą. Przeciwciała łączą się
z antygenem, jednak uwidocznienie powstałych kom-
pleksów staje się możliwe dzięki drugiemu stadium
reakcji, w którym preparat nakrapla sie koniugatą,
zawierającą znakowatte fluorescencyjnie przecirvciała
przeciv,z globulinom surowicy, użytej w pierwszym
etapie. Jeśli np. preparat włoskou,ca różycy nakroplo-
no wpierw surowicą o,dpornościową świni. to lr, ,dru-
gim stadium należy użyć koni1_1gaty, sporząCzonej z stt-
rowicy innego gatunku zwierzqcia, ntr. króIika, uod-
pornionego globulinami surorvicy ś,"r,irri. Schemirt
reakcji przedstawia ryc. 2.

Metcda pośrednia daje silniejszą fluoresccncję niż
hezpośrednia. Pochodzi to stąd, że każda drobina prze-
ciwciała pierwszego rzędu może wiązać więcej niż jed-
ną drobinę koniuga,ty (schemat na ryc. 2 tego nie
uv,,idacznia), Główną jednak zaletą tej metody jest
możność stosowania jednej koniugaty do badania róż-
nych antygenów. Jedynym warunkie6 jest koniecz-
ność używania swoistych przeciwciał ze zrvierząt tego
samego gatunku.

Szczególnym rodzajem pośredniej metody znakowa-
nych przeciwciał jest odczyn polegający na uwidocz-
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z antygenami t,ystępującymi rri tkankach lub komór-
kach.

Jeśli odpo,wiednio przygoto\^/any rozmaz, albo skra-
wek histologiczny nakl:oplimy zgodnie ze wskazórłlka-
mi Coonsa tzw. koniuqaią, to znaczy roztworem fluo-
ryzujących przeciwciał, wystąpi wówczas odczyn, \^Iy-
kazujący wszell<ie cechy reakcji serologicznej z za-
chowaniem stosunków ilościolvych miedzy antvgenem
a przeciwciałam,I. Za\eżnie od swej rvielkości i struk-
tury, cząsteczka antygenu może wiązać do 150 drobin
przeciwciał; każda cząsteczka przecirvciała natomiast
może się łączyć z jedną, najwyżej z dwoma drobina-
mi antygenu. Po spłukaniu preparatu znakowane prze-
ciwciała pozostają tylko rv miejscach występowania
antygenu. Preparat oglądany w mikroskopie fluore-
scencyjnym wykazuje jedynie struktury, zawierające
antygen (Fot. 1 i 2). W odróżnieniu od reakcji serolo-
gicznych zachodzących w roztworach czy zar,viesinach,
w imunohistologii i imunocytologii (takimi terminami
określa się metodę opracowi]ną przez Coonsa) nie ,Co-

chodzi do powstalvania duźych skupisk reagującego
materiału, tak charakterystycznych dIa odczynu pre-
cypitacji czy aglutyna<:ji, Schemat najprostszego od-
czynu znakowanych przeciwciał, tzw. reakcji bezpo-
średniej, przedstawia ryc. 1.
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Ryc, 2. wykrywanie anty8enu metodą pośrednią

nieniu dopełniacza. Przed wykonaniem odczyrru należy
surowicę odpornościovrą podgrzać do 56"C w celu
zniszczenia własnego clopełniacza, a następnie zmie-
szać ją ze świeżą surowicą świnki morskiej. Przy dzia-
łaniu tej mieszaniny na preparat powstają kompleksy
antygen - przeciwciało - dopełniacz świnki mor-
skiej. Kompleksy te uwidacznia się w drugim etapie
reakcji przy pomocy koniugaty zawierającej znako-
wane przeciwciała przeciw dopełniaczowi świnki mor-
skie j. Przebieg reakcji przedstawiono schematycznie
na ryc. 3, Nretoda ta umożliwia stosowanie tej samej
koniugaty do badania różnych antygenów, plzy czynl
nie zachodzi konieczność używania surowic odporno-
ściowych ze zwietząt tego samego gatunku. Metodę
tę można stosorvać jedynie rv tych reakcjach, w któ-
rych występuje wiązanie dopełniacza.
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Ryc, 3. Wykrywanie antygenu po]przez uwidocznienie
dopełniacza

Nleto da f luoryzu j ą cych przeciw ci ał zna7azła również
zastosowanie do wykrywania lokalizacji samych prze-
ciwciał w komórkach. Bezpośrednia reakcja z ttżyciem
znakowanych ant},genów okazała się nieprzydatna.
Niektóre antygeny trudno jest połączyć chemicznie
z fluorochromami. Jeśli nawet takie połączenie jest
możliwe, {luorescencja uzyskana tą drogą jest bardzo
słaba. Preparaty nakrapla się zatem roztworem lub
zarł,iesiną nieznakorvanego antygenu, a następnie an-
tygen ten, z:wiązany z płzeciwciałami w tkankach uwi-
dacznia się roztworem znakowanych przeciwciał. Prze,
bieg reakcji przedstawia schemat na ryc. 4.

Przedstawiona metoda posiada wielkie znaczenie
również dla medycyny weterynaryjnej. Szereg proble-
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Ryc, 4. WykryWanie plzeciwciała (n)etodą pośIednią)

mów teoretycznycil z dziedzi1,1y fizjologii, patologii,
imunologii i mikrobiologii zostało rł,yjaśnionych dzięki
tej metodzie. Ponadto stale ,,vzrasta rola te,i metody
w plaktyce weterynaryjnej, zwłaszcza w ]lozpoznawa-
niu niektórych schorzeń.

Wyklywanie antygenów wirusorvych i
|rakteryjnych dla celów diagtrostycz-

nych i naukowo-badawczycln
wścieklizna

Goldusasser i Kissling (13) zakażali doświadczalnie
myszy wirusem wścieklizny. Po wystąpieniu objawów
klinicznych schorzenia zabijali je i sporządzali z ptze-
l<rojów mózgu, przechcdzącyc\l przez rogi Ammona,
preparaty odciskowe, Preparaty utrwaiano acetonem
i barwiono znakowanymi fiuorescencyjnie przeciwcia-
łami. W materiale z myszy szczepionych wirusem
ulicznym stwierdzono silnie fluoryzujące twory odpo-
wiadające ilościowo, a także rozmiarami i kształterrt
ciałkom Negriego. Przeprowadzone później barwienie
tych samych preparatów metodą Shleifsteina wyka-
zało, żę rzeczywiście sa to ciałka Negriego. Poza tym
w rozmazach wyst,ępowały interrsywnie fluoryzujące
mniejsze twoly o kształcie grud,ek lub obrączek, dla
których trudno było znaleźć odpowiednik w prepa-
ratach barwionych inną metodą.

U myszy zakażonych wirusem ustalonym, u kl,órych
ciałka Negriego nie ,występują, oblaz flucrescencyjny
wykazywał tylko droblre skupienia antygenu pod po-
stacią grudek, pyłków i obrączek,

Swoistą fluorescencje wykazyl,vały też rozmazy ze
ślinianek zarażonyeh naturalnym sposobem lisów,
psów, krów i innych zwietząt, Badanie można było
przeprowadzió nawet po 3-1etnim przechowywaąiu
ślinianek w glicerolu,

U myszy zakażonyclr dośł,",iadczalnie można już po
24 Bodzinach wykazać w rozmazach mózgu swoistą
fluorescencję (41). Dzięki temu możliwe jest szybkie
rozpoznanie schorzeniir pop]:zez wstrzyknięcie myszonl
materiału badanego rv kierunku wścieklizny.

Nosówka psów
Schorzeniu poświęcono szereg badań z zastosowa-

niem metody znakowanych przeciwciał, Częściowy
przegląd uzyskanych $,yników podaje CofIżn (7).

Dokładne badania pltogenezy schorzenia przeprowa-
dzono na łasicach. Już -w dwa tygodnie po donosowynr,
doświadczalnym zakażeniu zwierząt rłlirusowy antygell
można było wykazać w szyjnych rvęzłach clrłonnych.
Następnie antygen pojawił się w węzłach śródpiersio-
wych i krezkowych, w śledzionie, komórkach Browicz-
Iiupffera wątroby oraz w białych krw-inkaclr, W ty-
dzień po zakażeniu strł,ierdzono już antygen w komór-
kach nabłonkowych żołądka, jelita i skóry. Antygen
występował początkowo pod postacią drobnych ziarni-
stości, które później zlewały się, tworząc fluoryzujące
konglomeraty w zarodzi lub jądrach komórkowych,
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kształtem typolvym dla

. Po wystąpieniu klinicz-
stwierdzono w białyclre fiuoryzujących ziaini-

Zakaźne zapalenie wątroby u psów

Choroba NewcastIe

Wheelock i Tamm (44) zakażali hodowle komórek
HeLa omawianym wirusem i wykrywali swoisty anty-
gen wewnątru. zakażonych końórek już po 3-3,5 go-
dzinach od chwili zakażenia. Fluoryzujące ogniska
znajdowały się tylko w. zarodzi, a nie było ich w ją-
drach komórek, Ogniska początkowo były maleńkie,
później powiększały się i wreszcie cała zaródź wypeł-
niała się konglomeratami antygenu.

Ci sami autorzy (45) stosowali metodę Coonsa do
oznaczania stężenia wilusa ND w zawiesinach. Zaka-
żali oni hodowle komórek HeLa badanymi zawiesina-
mi wirusa. Po 10-godz. okresie inkubacji szkiełka
z zakażonymi hodowlami barwiono pośrednią metodą
znakorł,anych przeciwciał. zakażone komórki wykazy-
wały liczne, intensywnie fluoryzujące ogniska w za-
rodzi. Metoda ta dawala zgodne wyniki z oznaczaniem
stężenia wirusa drogą zakażania zarodków kury oraz
liczenia łysinek w zakażonych hodowlach fibroblastów
zarodka kury.

Pornór ptaków
Breżtenfeld i Schiifer (4) badali namnażanie się wi-

rusa pomoru w hodorvli fibroblastów zarodka kury.
1!ykazali oni metodą fluoryzujących przeciwciał dwa
antygeny n g oraz antygen hemaglu-
tyninowy. stwierdzany już po trzech
godzinach obrębie jądra, później zaś
występow zaradzi. Drugi z badanych
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antyge byl cztery godziny
po_ zak tępo l<omórce, wyka-zując stęż okołojądrowej.
W późniejszym okresie antygen hemaglutyninowy
gromadził się w obwoCowej części kornórek i zazna-
czał swą obecność w nitkowatych wypustkach zarodzi,

Mięsak Rousa
W slrrawkach guzólv pobranych od ]<ur strvierdzono

cbecność swoistego antygenu w zarodzi komórek no-
wotworowych. I'rzy użyciu znakorvanych, inclyczyc}t
surowic odpornościowych uwidaczniały się w cyto-
plazrnie mnogie ogniska o silnej fluorescencji. Nato-
miast odczyn z kurzynri surolvicami odpornościowymi
wywoływał równomierne świecenie całej z4rodzi.
Jądra l<omórkowe w clbydwu y,ypadkach pozostawały
ciemne, Iub tylko nieznacznie fluoryzował5l (Malmgren
i in., 22).

Metodą fluoryzujących przeciwciał badano również
proces namnażania się wirusa mięsaka Rousa w ho-
dowli fibroblastów zarodka kury (35, 42). Jlż dwa dni
po zakażeniu niektóre komórki wykazują obecność
antygenu na powierzchni komórki, co objawia się
fluorescencją obwodowej warstwy zaradzi. łV trzecim
względnie czwartym dniu po zakażeniu komórki zatra-
cają kształt typowy dla fibroblasta, przyjmując kuli-
stą postać, charakterystyczną dla komórek mięsaka
Rousa. W tym stadium można przy pomocy mikrosko-
pu fluorescencyjnego zaobserwować odłączanie się
materiału antygenowego z powierzchni komórki i
przemieszczanie się go do o'uoczenia. Bezpośrednio po
tym następuje proces syntezy wirusa w zarodzi ko-
mórki, co objawia się silną fluorescencją całej cyto-
pIazmy.

Białaczki drobiu
Grundboeck i wsp. (15) badali lokalizację swoistegc

antygenu w komórkach doświadczalnej limfomatozy
u kurcząt, Rozmazy sporządzano zarówno z guzólł
pierwotnych, powstających w miejscach implantacji
białaczkowego materiału, jak również z ognisk prze-
rzutowych w wątrobie, śIedzionie i innych narządach
wewnętrznych. Komórki białaczkowe niezależnie od
miejsca pochodzenia vrykazywały intensywną fluore-
scencję całej zarodzi (fot. 1). W niektórych komórkach
występowały t5,1ko mniej lub barJziej liczne, fluory-
zujące ogniska w cytoplazmie (fot. 2).

Vogt i Rubin (43) badali namnażanie się wirusa
mieloblastozy ptaków na fibroblastach zarodka kury.
Swoista dla antygenu rvirusowego fluorescencja zosta-
ła stwierdzona tylko vi cytoplazmatycznej części ko-
mórki. Lokalizacja aniygenu oraz czas uwidaczniania
się go były podobne, jak w przypadkach zakażania
hodowli komórek wirusem mięsaka Rousa.

Metodę fluoryzujących przeciwciał zastosowano
również do badania ]okalizacji antygenów w erytro-
blastozie u kur (37).

Białaczka bydła
Tolle (40) poddawał tozmazy materiału białaczko-

wego cdczynowi znakowanych przeciwciał. Stwierdził
on przy pomocy mikrcskopu :lluorescencyjnego poza-
komórkowo leżące, in';ensywnie świecące punkty. Wiel-
kość ich lvahała się od rozmiarów ledwie widzialnyclr
do wielkości ziarniaka. Podobrrie fluoryzujące punkty
stwierczono również v, obrębie niektórych komórek,
zwłaszcza limfocytów i czerwonych krwinek. Zdanienr
Toltego te świecące grudki są skupieniami wirusa bia-
łaczki. Podobnych tworów nie można było stwierdzió
w rozmazach krwi owcy, kozy, psa, króIika ani świn-
ki morskiej,

Przy pomocy tej samej metody badano u bydła po-
ziom przecirvciał skierowanych przeciw białaczce. Ba-
dania przeprowadzanl przy pomocy rozmazów krwi
bydła z wyraźnymi objawami białaczki oraz
przy pomocy rozmazów materiału białaczkowego
z myszy. ,na które udało się ptzeszczepić bia-
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łaczl<q bydlęcą. Rozmazy pcddarvano działaniu ba-
dilnei l,urowicy krwi, r następnie działaniu fluoryzu-
jil cci l< tlrl i u,qir t.y. Stwi erdzcn ie lluotyzu ją cycll pun kl,riu,
w roznr;tzitch świarlczyło o ollccności przclciwciał w ba-
danych surowicach. Wykazano współzależność międzl'
zwiększoną ilością limiocytów a obecnością antygenu
białaczkorł,ego oraz,występowaniem swoistych prze-
ciwciał w krwi. W części przypadków stwierdzono do-
d;tni odczyn fluorescencyiny rv krwi, nawet wówczas,
pldy llaclalrilt obrazu l<l,rvi nie rvskazyrvały rra występo-
u,:lt-tie lli ała czki.

Brodawczaki u bydła
Srnilhies i Olson (36) wykazali obecnośó swoistego

antygenu tl, brodawczakach, występujących na skórze
u bydła. Antygen objarł,ił się fluoresccncją jąder ko-
-6.k911,ych w tł,arstwach naskórka zawierających ke-
ratohialinę oraz w wal,slwach zrogowaciałych. Fluo-
rescencji natomiast nie stwierdzono w wykazującej
silny rozplem warstwie podstawowej naskórka, gdzie
rł,edług domniemania rł,irus powinien się znajdować.
Przypuszczahrie wirus występujący w stratum germż-
natiuutn. jest zbudowany głównie z kwasów nukleino-
wyclr, a zalviera niewiele białka i wskutek tego nie
zl\znacza tu srvoi ch wł asności antygenorrlych.

Podobną lokalizację swoistego antygenu wykazuje
i-lrodalvczak króliczy (31).

Brucela
Swoistość odczynu pałeczek Brucella z fluoryzują-

cymi przecirvciałami została wielokrotnie potwierdzo-
na (18). Wszystkie badane szczepy należące do trzech
typóu, pałeczki barwiły się intensywnie swoistą koniu-
gatą, natomiast heterologiczne, gramdodatnie i granr-
ujemne drobnoustroje, uźyte jako kontrola, darł,ały
reakcję ujemną,

Przy pomocy omawianego odczynu można wykazaó
brucele lv rozmazach bardzo rozcieńczonych zawiegin,
zarvierających 2.5 X 10|i żywych lub martwych pałe-
czek rr, 1 ml. Zanieczysz.ezenie zalviesiny innymi drob-
troustrojami nie rł,ywiera wpływu na czułość i swoi-
stośó odczynu (27).

\,Ietoda znakowanych przeciwciał umożliwia bezpo-
średnie wykazywanie pałeczek w tl<ankach zwietząI,
a nawet wcwtrątrz komórek. Obserwowano swoistą
fluorescencję bruceli ol,az skupisk srvoistego antygenu
w komórkach otrzewnowego wysięku u świnki mor-
skiej (17).

Metodq Coonsa zastosowa,no też do badan,ia patoge-
nezy schorzenia, rł,ywołanego doświadczalnie u świnki
morskiej przy pomocy Brucella sużs (30). Charaktery-
stycznym szczegółem było stwierdzenie pałeczek \tr,
seg,rnento."vanych granulocytach, które uczestniczyły w
przenoszeniu czynnika chorobotwórczego do różnych
narządów.

salmonela
Łarionow i Kuźmin (21) znakowali barwnikami fluo-

rescency jtrymi surorvice odpornościowe przeciw S.
sużpestfer, S, giirtneri, S, tlsrocław oraz normalną su-
rorvicę koriską. Uzyskanymi koniugatami działano na
preparaty z. ośmiu gatunków salmonel i czterech ga-
tunków drobnoustrojórv innego rodzaju. każdy z bada-
nych drobnoustrojów wykazy,,vał dodatnią reakcję ze
znakolva,ną homologiczną surowicą. Jedyn,ie suroWica
1:rzeciw S. głirtnerż obok odczynu swoistego wywoły-
wała również wyrażne odczyny nieswoiste; reagowała
ona z pałeczkami S. pullorum i S. galltnarum, Autorzy
podkreślaji1 swoistość odczynu oraz jego przydatnośó
do bezpośredtriego wykrywania salmonel w patologicz-
nym materiale oraz ,*ł, hodowlach.

Mirolubotua (26) zaleca następującą metodę szybkie-
go wykrywania salmonel we krwi: 5_10 ml badanej
krwi miesza się z lO-krotnie większą objętością płyn-
nego podłoża. Po 6-1B godz. inkubacji w 37oC wiruje
się hodowlę pTzez I0 min. przy l0 tys. obr./min, Z osa-
du sporządza się preparaty szkiełkowe, które poddaje
się odczynowi fluoryzujących przeciwciał.

Thonlson i in. (39) próbowali zastosorva,ć nretbdę
Coonsa do wylrrywania salmonel w próblrach ltału.
Mctoda clkazałł siQ sz.ybką i czułą, trlc rtiesicty nie-
swoista, a więc nicprzydatna do tego celu.

Róży ca świń
Darces i Groth (l2) wykazali swoistość barwicnilr

włoskowca różycy przy pomocy znakowunych przeciw-
ciał.

Swoistość odczynu wykazali rówtrjeż Mtu-slrull i in.
(2.3). Ze 150 szczcpów drobnoustrojów ilrn;-ch niż wło-
skowiec różycy tylko jeden, Bact. attżtratłtru, lvykazał
słabą reakc ję z koniugatą, swoistą dla włoskowca.
Przy pomocy omawianej metody autorzy wyirazywah
włoskowiec w prepa{atach z płyrrów wysiękowych
oraz w preparataclr odciskowych z natządów chorych
zwierząt. Uzyskiwano również dodatni o<lczytl w pre-
paratach mazanych krwi świri, dotkniętych posoczni-
cową postacią schorzetlia. Komóriri włoskowca uwi-
daczniały się zarówno w osoczu, jak i wewnąttz ko-
mórek żernych. Autorzy stwierdzili, że rv preparatactr
sporządzonych z narządów gotowanych przez godzinę
można również uzyskać wyraźny, swoisty odczyn.

WągIik
Cherrg i Li'reeman ((i) zastosowali znakowatre prze-

ciwciała do identyfikowania laseczek \ryąglika w ho-
dowlach oraz w prepalatach odciskowych z natządóvł
zwierząl i ludzi, Metoda pozwalała na postawienie
rozpoznania w godzinę od chrvili sporządzenia prepa-
ratu. Odczyn nle był całkorvicie slvoisty, niemiTiej
jednak okazał się barCzo użyteczny. Wartość jego pod-
nosił fakt, że zwyczajle histologiczne utrwaianie i za-
tapianie w parafinie tkanek nie niszczy lvłasności
antygenowych Iaseczki. Preparaty zabarwione metodą
Grama można odbaIwic wkładając je na 10 min. do
acetonu, a następnie lvy,korzystać do odczynu znako,
wanych przeciwciał.

BLagowżeszczeńskrj i w§p. (2) prowadzili badaniir
nad podniesieniem swoistości odczynu. Stwierdzili oni,
że niepożądane reakcjc można usunąc adsorbując su-
rowice przeciwlvąglikowe zawiesiirą Bau, until,racold,es
i Bac. pseud,oanthr acis.

Lel.tospiry
Multon i Howarth (29) wykazywali L,. cąttźcola w

nerkach zakażonych doświadczalnie chomik_ó,ł,. Odczyn
znakowanych przeciwciał uwidaczniał podobną lokali-
zację drobnoustrojów, jak równolegle prowadzone ba-
dania histochemiczne.

Boul,anger i Robertson (3) rownież używali metod
imunofluorescencyjnych .w odniesieniu cio ]erptospir ze
szczegÓlnym uwzględnieniem L. ponlona, Z t2 typów
serologicznych leptosir rvyhodowalryclr żlr. ożtro spo-
rządzono preparaty, które następnie poddano .działa-
niu znakowanych przeciwciał przeciw L. pom,ona, SiI-
ną fluorescencję wykazywały tylko rozlnazy L. pomo-
no. Słabą reakcję obser\.,/owano w rozmazach L, cani-
col,a, L. icterohaemorrhagiae, L. australżs, L, Il,yos i
L. autumnalżs. Sześć pozostałych serotypór,v wykazy-
wało odczyn całkowicie ujemny. Koniugatą sporządzo-
na z surowicy królika, uodpornionego mieszaniną l0
serotypów rodzaju Leptospżra, dawała intensywną,
dodatnią reakcję z l(omórkalni lvszystkich użytych
serotypów.

Przy pomocy znakowanych przeciwciał udało się
wykazać L, pomona w moczu świri i cieiąt oraz w pre-
paratach odciskowych z nerek cieląt i chomików za-
każonych doświadczaInie.

ziarniaki
Mooda i in, (2B) sporządzili koniugatę, barwiącą

wszystkie paciorkowce grupy A, nie reagującą nato-
miast z paciorkowcami grup B, C, D, F i G. Grupową
swoistość koniugaty uzyskano adsorł-.ując ją komórka-
mi gnrpy C, Do p6,grrnu używano preparatów sporzą-
dzonych z hodowli, jali również z wymazów z gardła.

Badania przeprowadzone na mniejszym materiale
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wskazują, że możną rów-nież sporządzić swoiste koniu-

datnirni szczepami S, aureus. 201 szczepów wykazy-
wało do,datni odczyn z koniugatą I. Natomiast z ko-
niugatą II dodatn,io r€agowały wszystkie bada,ne
szczepy. W dalszych badarrriąch stwierdzoną że koa-gulazoujemne gronkowoe nie dawały do,datniego
odczynu z tymi koniugatami.

Poczyniono próby zastosowania koniugaty I i ko-
niugaty II do badania próbek sera i mleka w proszku.
Metoda okazała się bardzo czuła. Przy jej użyciu moż-
na było wykryć gronkowce koagulazododatnie nawet
wówczas, gdy były one zabite na skutek procesów
przetwórczych.'W tym miejscu należy wspomnieć, że pionierskie
prace Coonso i jego rvspółpracowników nad metodą
fiuoryzujących przeciwci ał doty czyły rvielocukrowych
atrtygenów zawartych w pneumokokach.

Inne drobnoustroje

nych dla hod,owli. Ponadto ,powstała olbrzymia litera-
tura przedstawiająca imunofluorescencyjne badania
wirusów i bakte,rii chorobotwórczych dla człowieka.
Szereg prac również s ywo-
ł,anym przez grzyby i Czę-
ściowe zesta ików, uzys róŹ-
nych autorów zawlerają artykuły Coonsa (I0) i Beut-
nera (1),

Wykrywanie aniygenów wys
f,izjologicznie w tkan

jącychtępu
kach

Omawianą metodę zastosowano ró-wnież do uwidacz-
niania czyntrików grupowych r,v erytrocytac}r człorvie-
ka, Cohetl i współpracownicy (9) zastosowali do tegc
celu nicco zmodyfikowany tok postępowania. Nie pod-
dawali oni odczynowi utrwalonych preparatów szkieł-
kowych, ale przeplowadzali reakcję w zawiesinie. Do-
piero po zakończeniu reakcji i przepłukaniu komórek
}tładli oni kroplę zawicsiny komórkowej na szkiełko
podstawkowe i przyklywali ją szkiełkiem nakrywko-
wyrn. Badacze wykazali tą metodą antygeny swoiste
dla czynnika A, B i Rh. Metoda pozwalała na rozróż-
nienie czynnika A1 od czynnika .Ą2, Czerwone krwinki
Rh - dodatnie podane dożylnie osobie Rh - ujemnej
można było wykryć w jej krwiobiegu za pomocą imu-
nofluorescencji w ciągu 20 dni. tldało się również wy-
kazać w krwi Ril - ujemnych kobiet Rh - dodatnie
erytrocyty płodowe w trzech ostatnich miesiącacil
clązy.

W analogicznych baclaniach przeprowa dzony eh przez
Nlateja (25) obok czynników grupowych A i B uwi-
daczniane były w krwinkach czynnikj, D, C i E. Bada-
nie podgrup A2 i Ax wykazało słabszą imunof]uores-
cencję w porównaniu z krwinkamr A1. Przeprowadzono
również badania nad sztucznymi, mieszanymi popula-
cjami krwinkowymi. Stwierdzono, że imunofluorescen-
cja może wykazać małe popuiacje, stanowiące nawet
1/10 000 część dużej populacji krwinkowej. Przy pomo-
cy omawianej metody wykrywano krwinki płodu w
krwi matki w ostatnich miesiącach ciąży oraz po po-
rodzie. Również w krvui pępinowej noworodków znaj-
dowano fluoryzujące krwinki, pochodzące prawdopo-
dobnie od obcogrupowych matek, NIatej poddawał
odczynowi znakowanych przeciwciał głównie zawiesiny
krwinek, podobnie jal< uprzednio cytowani autorzy.
Ponadto przeprowadzał on odczy,n na rozrnazach,
utrwalonych w wysokiej temperaturze. Technika ta
jednakże dawała pozytywne wyniki tylko w odniesie-
niu do czynników grupowych A i B.

Wykrywanie przeciwciał
Led,uc i wsp. (19) badali proces wytwarzania prze-

ciwciał przeciw anatoksynie błonicze j. Antygen
wstrzykiwano królikom podskórnie, jednorazowo lub
dwukrotnie, Obecność swoistych przeciwciał stwier-
dzono metodą imunofluorescencyjną najpierw w re-
gionalnych węzłach chłonnych, Dodatni odczyn wyka-
zywała zaródż dużych, niedojrzałych komórek, odpo-
wiadających morfologicznie hemocytoblastom. Komór-
ki te rvykazywały silny rozplem, nabierając w następ-
nych pokoleniach cech typowych dla proplazmocytólv
i plazmocytów. W miarę różnicowania się tych komó-
rek r,vzrastała również fluorescencja ich zarodzi. Po
jednorazowym podaniu antygenu pojawiło się nie-
ił,iele komórek plazmatycznych wykazujących zawar-
tość przeciwciał. Po dwukrotnym podaniu antygenu
komórki te występowały masowo, Swoistą fluorescen-
cję o stosunkowo słabym nasiieniu strł,ierdzono rów-
nież w grudkach chłonnych. Dodatnią reakcję wyka-
zywały głównie niedo jrzałe komórki w środkowej
części grudek. Drobne ogniska fluorescencyjne w ob-
rębie dojrzałych, mały ch Iimfocytów były rzadkim
zjawiskiem. Z badań wynika, że główną rolę w pro-
dukcji przeciwciał odgrywają komórki z szeregu plaz-
mocytów. Jeżeli limfocyty grają w tym procesie ja-
kąkolwiek rolę, to jest ona bardzo nieznaczna.

Whżte t in. (46) przeprowadzali analogiczne badania
na świnkach morskich, wstrzykując im jako antygen
albuminę z jaja kurlzego wraz z adiuu,antem, za,wiera-jącym wosk z prątka ErlźIicy. Zawartość wosku w
podawanym preparacie znacznie wznragała produkcję
przeciwciał. Komórki układu siateczkor,vo-śródbłonko-
wego intensyutnie namnażające sięwmiejscu iniekcji
nie wykazywały przeciwciał. Natomiast swoista dla
przeciwciał fluorescencja występowała rv komórkach
plazmatycznych węzłów chłonnych, śIedziony i wą-
troby.

Patterson i ,Suszko (33) przeprowadzali doświadcze-
nńa na,d wytw,arzanieł,n przec,iwciał przez k,ornórki

Mietoda fluoryzujących przeciwci ał zna|azła zastoso-
v,anie w badaniach naci lokalizacją hormonów, enzy-
mów i wielu innych sl-rbstancji o charakterze antyge-
nowym.

y jego

1uroni-
świad-

czącą o obe enzymu stwierdzono w obrębiekanalików ,wwarstwiespermatocyiów
i spermatog cnidaza, znajdująca się głównie
na komórek, przyczynia się do rozluźnie-
nia kanki i to pozwala na przemieszczanie
się ych komórek do światła kanalików.

Dalszym przedmiotem badań był antygen Forssmanil.
Tanaka i Led,uc (38 antygen ten wystę-
puje pod postacią dbłonku otaz przy-
dankowej tkance krwionośnych we.ł,szystkich narządach świnki morskiej, kota, psa, my-
szy i kury. W innych 1kankach występowanie antyge-
nu przedstawiało się rozmaicie u różnych gatunków
z.wierząt,
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w hodoułi tkanek. UoCporniali oni kurczęta albuminą
z surowicy bydlęcej, zabijali je, po czym komórki
z ich śledzion hodowali in uitro, po drvóch dniach
hodowli stwierdzono -w podłożu obecność przeciwciał.
W tym czasie wykryto metodą imunofluorescencyjną
przeciwciala w zaroCzi plazmocytów oraz niektórych
mniejszych komórek, trudnych do zidentyfikowania.
FIuoryzowały ponadto niektóre makrofagi,prawdo|po-
dobnie na skutek wchlonięcia komórek rvytwarzają-
cych przeciwciała. Po sześciu dniach hodowli tylko
nieliczne l<omórki o nieregularnym kształcie wykazy-
wały obecność przeciwciał. Równocześnie obniżył się
poziom przeciwciał w podłożu hodowli.

GammagIobuliny imunologicznie nieczynrre mają
podobne pochodzenie, jak przeciwciała. Otrega i Mel-
Zors (32) strł,ierdzili obecność tej frakcji białek w zaro-
dzi dojrzałych i niedojrzałych plazmocylów, z których
częśc zalł,ierała ciałka Rusella, Ponadto gamm3globu-
liny stwierdzono w komórkach, tworzących ośrodki
namnażania grudek chłonnych. Konrórki te autorzy
określałi terrni,nern żntrinsżc cells.

Uwagi na temat techniki wykonania
odczynu

Do odczynu fluoryzujących przeciwciał uźywa się
podobnych surowic o,lpornościowych, jak do innych
reakcji serologicznych. Do sporządzenia koniugaty sto-
suje się najczęściej rozlwór czystych globulin. Uzy-
skuje się je przez w],trącenie z surowic za pomocą
siarczanu amonu lub etanolu na zimno.

Jednym z najlepszych barwników, używanych do
piętnowania przeeiwciał jest izotiocyjanian fluores-
ceiny. Synteza tego związku jest trudna. Dlatego le-
piei posłużyó się handiowymi preparatami, produko-
wanymi przez szereg zagranicznych wytwórni.

Połączenie białka z fluorochromem odbyrłra się ,ł
roztr,r,orze o ściśle określonym stężeniu obydwu sub-
stratórr- i przy optymalnym dla tej reakcii pH. Proces
musi przebiegaó w ternperaturze około 4oC i trwa on
zrł,ykle do 18 godzin. Preparaty barl.ł,nika adsorbowa-
nego na celicie umożlirviaja przeprou,adzenie reakcji
w znacznic krótszym ezasie.

Roztrr,ór znakorłranych białek oczyszcza się zazwy-
czaj drogą dializy, która może trrvać narł,et kill<a dni.
Czas ten można skróció stosując rvytrącanie znakowa-
nych przecirł,ciał z roztlł,oru -ń7 punkcie izoelektrycz-
nym. Bardzo szybkie oczyszczenie można osiągnąć przv
l,życiu odpowiednich kolumn chromatograficznych.
Dalsze oczyszczenie koniugat przeorowadza się zwykle
adsorbuiąc je proszkami z narządów.

Do odczynu używa się preparatów mazanych lub
odciskowych, skrawków, histoiogicznvch 1ub szkiełek
z hodo,1ł,li tkanek. Szczegó7ną przydatność dc tej me-
1o6y 11,;,kazuią skrawki sporządzone za pomocą mi-
krotomu mrożenioweqo.

'\M oqromnej wiekszości preoaraty trzeba przed od-
czynem utrwalić. Zależnie od rodzaiu_ badąneqo an-
tyeenu, używa się do teso celu alkoholu etvlowego.
acetonu, formolu. wysokiei temoeratury, rzadziej zaś
innych czvnników utrrł,alającyclr,

Preoaraty utł:rłzalone, a następnie wvsuszone nakra-
nla się surowicą lub koniugatą i umieszcza się je .ł
komorze rvileotnej odczyn zr,vykle orzebiega w fem-
peraturze nokojowei i trwa około 30 minut. Po zakoń-
czeniu reakeji, jak również po pierwszvm etaoie oC-
czynu pośredniego preparatv płucze się dokładnie
fizjologicznym roztulorem chlorku sodu, odnowiednio
zbuforouranvm. po ostatnim płukaniu na preparat kła-
dzie sie kroplę zbuforowanego glieerolu oraz szkiełko
nakrvwkowe.

Bezpośrednio po sporządzeniu można oglądać pre-
narat lv mikroskonie fluorescencyjnvm. Urządzenie do
flllorescencji zostało opisane 11, 65gbnvm artykule nlł
łamach ..}vTedycyny V/eterynaryjnej" (14).

Przv stosowaniu metody fluoryzujacych nrzeciweiT ł
l<onieczne jest sporzadzenie szeregu kontrolnych pre-
paratórłl, mającvch śrviadczyó o swoistóśei uzyskanej
fluorescencji. Autofluorescencję stwierdzamy, badając
rv mikroskopie fluorescencyjnym analogiczny preparat

nie poddawany działaniu żadnych przeciwciał. Inną
niezbędną kontrolą jest obejrzenie identycznie bar-
wionego preparatu, nie zawierającego czynnika, który
jest przedmiotem badań. Np. dla preparatu z mózgll
psa podejrzanego o wściekliznę, kontrolę stanowi
preparat z mózgu zdrowego psa.

Przy użyciu bezpośredniej metody znakowanych
przeciwciał dalszą kontrolę swoistości stanowi tz,ł,.
blokada reakcji za pcmocą nieznakowanych przeciw-
ciał. Kontrolę tę przeprowadza się w ten sposób, że
preparat nakrapla się roztworem nieznakowanych
przeciwciał, a następnie koniugatą zawierającą takie
same przeciwciała związane z fluorochromem. Ujemny
rvynlik barwlenia przernawia za swoirstością odcz;nnu.

W metodzie pośredniej barwimy kontrolnv preparat,
uźywając w pierwszym etapie normalnej surowic1,
zamiast odpornościowej. I w tei kontroli odczyn po-
winien wypadać ujemnie. Swoistość reakc ji można
kontrolować ponadto na szereg innych sposobów, nie
omawianych w tym miejscu.

Sworstość odczynów imunofluorescencyjnych przed-
stawia się podobnie, jak swoistość innych reakcji se-
rologicznych. W pewnych warunkach zastosowanie
metody fluoryzujących przeciwciał jest ograniczone
na skutek występowania krzyżowych reakcji. Metoda
ta jednak jest czuła i szybka a o jej przydatności
i wartości świadczy najlepiej jej wielkie rozpowszech-
nienie w ciągu ostatnich lat.

Piśmiennictwo obe.jmujące 47 pozycji znajduje się u au-
tora.

[pyrraóoeK M. METOA OrlYOP14314PYlOU]lłX AHTI4TEi
H Ero nPnMEHEHl,|E B BETEP]4H^?lĄA.

Aeroporu onHcoHo npHMeHeHHe OryopH3HpyloĘhx oHTH-
Te.n AL oóxopyxenln oHTHreHoB B TKoH9x H KneTKox.
Meron oeropo oKo3orc9 npHro,qHblM AIq po3peuJeHH,
po3rH9Hblx BonpocoB KoK noToreHe3 30po3Hblx óoleslefi,
noBeAeHHe BBeAeHHblx oHTHreHoB, cHHTe3 oHTHTeI, cHHTe3
ropMoHoB n r.n. B BeTepHHopHH eror cnocod nphMeHrrh
npH HccreAoBoHHH MHorHx 3opo3Hblx H HHBo3HoHHblx
óonesxeń. Mxorle AoKroAbl KocoTerbHo HMMyHoOIyope-
cqexrtloil oKpocKH A,e.ĄoloT Bo3MoxHbtM Hcnorlb30BoHHe
ynoMrHyToro MeToAo A^A AuofHocfuK4.

Grlundboeck M. - Fluorescent antlbody method and
its application in veterinąry mędicine.

The u,s,e of fl,uorescein-tralbelled antlbod,ies to detect
antigens in tissues and cells is presented. The me-
thod has provided useful contribution to the under-
st,alnding o,f such diverse problems as the pathoge-
nesis of infecitious dis€ases, the fate of injected anti-
genIs, tlhe format,ion of antl',bodies, the synthesis of
hormones dtc.

In the vete,rinary field, this method has been elm-
ployed to study the numerous diseases, cau,sed by
viruses, bacteria. rickettsiae. fungi and protozoa, Ma-
ny repońs o,n the application orf imm,unofluorescent
staining deal with potential d,iag,nostic uses of the
metlrod,

ćAVLEK B.: Warunki klirmatyczne i ich przeŃtze,ga-
nie w ko,mora,ch wętlzarniczych. (Milkroklimatski uślo-
vi i njihova kontrola u puśnicama). Tehnoł. Mesa, 4,
718, 20+_205 (7963).

Konserwu jące działante ,dymu zależy od iego fi-
zycznych i ehemicznych własnoŚci. SzybkoŚĆ prze-
biegu reakcji osmotyczno-dyfuzyjnych podczas wę-
,dzeniLa jest uzależnio,na od koneentracji <lymu, tem-
perat,ury i wilgotn,ości w ko,morze wę,dzarniczej, jak
równrież od rodzaju wyro,bu, jego struktury, składu
chemicznego mięsa oraz obiegu powietrza w korno-
rze i j,ej wentylacji. Największy wplyu/ na skład
chemiczny dymu wywiera rodzaj użylego ,drewna
i temperatura w jakiej jest spalane,
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