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Dlugoéé ciecia rownala sie szerokosci dloni. Przez
rane ciecia wlozono reke dokiadnie odkazong oraz
powleczong mascig oxyterracynows. Dilonig odszuka-
no macice i pecherz moczowy oraz odlamang pipete.
W celu uniemozliwienia przemieszezania sie zlama-
nego konca pipety w pecherzu wlozono poprzez
cewke moczowg do pecherza kleszcze Statlera, przy
ktérych pomocy zacisnieto pipete. Chodzilo o to, by
osiry koniec nie draznil i nie kaleczyl $ciany peche-
rza moczowego. Dlonig wlozong do jamy brzusznej
starano sie nacigga¢ na ustalonag pipete kleszczami
$ciane pecherza moczowego w jego goérnoprzedniej
czesci, aby przebié ja ukoénie i tym otworem wyjat
odlamany koniec. Do jamy otrzewnowej podano anty-
biotyki. Szwdw na pecherz moczowy nie zakladano.
Na rane ciecia sklepienia pochwy zalozono jeden
szew krzyzowy z catg. nr 3, $clany pochwy powle-
czono 3% mascig oxyterracynows. Dlugosé ulamanej
pipety wynosita 21,5 em.

Krowa po operacji do trzech dni oddawala mocz
z domieszkg krwi. Do pecherza moczowego w tym
czasie podawano antybiotyki. Parcie na mocz stop-
niowo ustepowato. Krowe Zywiono sianem lgkowym
w dowolnej ilodci z dodatkiem paszy treSciwej, wode
do picia zmniejszono o 1/3 racji dziennej, pasz soczy-
stych nie podawano. Po pieciodniowym Ieczeniu
krwista barwa moczu stopniowo przechodzila w bar-
we stomkowsq. Parcie ustapilo zupelnie, stan krowy
byt zadowalajacy. Zwierze wypisano.

Na podstawie powyzszych obserwacji nasuwa sie
nastepujacy wniosek. Wprowadzi¢ do inseminacji za-
miast obecnie uzywanych pipet szklanych, pipety ze
sztucznego ftworzywa oraz prowadzié doszkalanie in-
seminator6w organizujac kursy wielostopniowe,
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Metoda fluoryzujucych przeciweial opiera sie na
stwierdzeniu, ze przeciwciala mogyg laczyé sie z inny-
mi substancjami, np. barwnikami, nie tracge zdolno-
§ci swoistego reagowania z antygenem. Wiasciwosé te
wykorzystal Coons (11), opracowujie mefode chemicz-
nego laczenia barwnikow fluoryzujacych z przeciweia-
tami oraz fechnike odezynu znakowanych przeciweial
z antygenami wystepuigcymi w tkankach Iub komor-
kach.

Jeéli odpowiednio przygotowany rozmaz, albo skra-
wek histologiczny nakreplimy zgodnie ze wskazowka-
mi Coonsa tzw. koniugata, to znaczy roztworem fluo-
ryzujacych przeciwcial, wystapi wéwezas odezyn, wy-
kazujacy wszelkie cechy reakeji serologicznej z za-
chowaniem stosunkéw ilo§ciowych miedzy antygenem
a przeciwciatami. Zaleznie od swej wielko§ei i struk-
tury, czgsteczka antygenu moze wigzaé do 150 drobin
przeciweial; kazda czasteczka przeciweiala natomiast
moze sie lgczyé z jedng, majwyzej z dwoma drobina-
mi antygenu. Po sptukaniu preparatu znakowane prze-
ciwciata pozostajg tylko w miejscach wystepowania
antygenu. Preparat ogladany w mikroskopie fluore-
scencyinym wykazuje jedynie struktury, zawierajgce
antygen (Fot. 1 i 2). W odréznieniu od reakcji serolo-
gicznych zachodzacych w roztworach czy zawiesinach,
w imunohistologii i imunocytologii (takimi terminami
okregla sie metode onracowang przez Coonsa) nie do-

Fot. 2

Fot. 1

Antygen swoisty dla doSwiadczalnej limfomatozy
kur, widoczny w catej zarodzi kombrek.

Fot. 2. Fluoryzujace ogniska tego samego antygenu w za-

rodzl komorki, wykazujacej poczatek podzialu mitotycznego,
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Fot. 1.

chodzi do powstawania duzych skupisk reagujacego
materiatu, tak charakterystycznych dla odczynu pre-
cypitacii czy aglutynacji. Schemat najprostszego od-
czynu znakowanych przeciwcial, tzw. reakcji bezpo-
Sredniej, przedstawia ryc. 1.
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Ryc. 1. Wykrywanie antygenu metoda bezposredniag

Bardziej zlozong modyfikacjg tej metody jest tzw.
odczyn posredni. Przebiega on w dwu etapach. W
pierwszym, preparat poddaje sie dzialaniu nieznako-
wanych przeciwcial, czyli praktycznie biorgc nakrapla
sie go odpornosciowg surowicg. Przeciwciala 1gczg sie
z antygenem, jednak uwidocznienie powstalych kom-
pleksow staje sie mozliwe dzieki drugiemu stadium
reakeji, w ktéorym preparat nakrapla sie koniugats,
zawierajgcg znakowane fluorescencyjnie przeciweciala
przeciw globulinom surowicy, uzytej w pierwszym
etapie. Jesli np. preparat wloskowca roézycy nakroplo-
no wpierw surowicg odporncsciowa $wini, to w dru-
gim stadium nalezy uzy¢ koniugaty, sporzadzonej z su-
rowicy innego gatunku zwierzecia, nn. krélika, uod-
pornionego globulinami surowicy $§wini. Schemat
reakcji przedstawia ryc. 2.

Metoda poSrednia daje silniejszg fluorescencje niz
hezposrednia. Pochodzi to stad, ze kazda drobina prze-
ciwciata pierwszego rzedu moze wigzaé¢ wiecej niz jed-
ng drobine koniugaty (schemat na ryc. 2 tego nie
uwidacznia). Gléwng jednak zaletg tej metody jest
moznos$é stosowania jednej koniugaty do badania réz-
nych antygenow. Jedynym warunkiem jest koniecz-
noé§é uzywania swoistych przeciwcial ze zwierzat tego
samego gatunku.

Szezegblnym rodzajem posredniej melody znakowa-
nych przeciwcial jest odeczyn polegajacy na uwidocz-
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Ryc. 2. Wykrywanie antygenu metods poSrednig
nieniu dopelniacza. Przed wykonaniem odczynu nalezy
surowice odpornosciowg podgrzaé do 56°C w celu
zniszezenia wilasnego dopelniacza, a nastepnie zmie-
szat jg ze §wiezg surowicyg §winki morskiej, Przy dzia-
laniu tej mieszaniny na preparat powstaja kompleksy
antygen —— przeciwcialo — dopelniacz §winki mor-
skiej. Kompleksy te uwidacznia si¢ w drugim etapie
reakcji przy pomocy koniugaty zawierajgcej znako-
wane przeciwciala przeciw dopelniaczowi $winki mor-
skiej. Przebieg reakceji przedstawiono schematycznie
na ryc. 3. Metoda ta umozliwia stosowanie tej samej
koniugaty do badania réznych antygenow, przy czym
nie zachodzi konieczno$¢ uzywania surowic odporno-
$ciowych ze zwierzat tego samego gatunku. Metode
te mozna stosowaé jedynie w tych reakcjach, w kto-
rych wystepuje wigzanie dopeiniacza.
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Rye. 3. Wykrywanle antygenu poprzez uwidocznienie

dopelniacza

Metoda fluoryzujgcych przeciwcial znalazia rowniez
zastosowanie do wykrywania lokalizacji samych prze-
ciweial w komorkach. Bezpos$rednia reakcja z uzyciem
znakowanych antygenow okazala sie nieprzydatna.
Niektére antygeny trudno jest polgczyé chemicznie
z fluorochromami. Jefli nawet takie polaczenie jest
mozliwe, {luorescencja uzyskana tg drogg jest bardzo
staba. Preparaty nakrapla sie zatem roztworem lub
zawiesing nieznakowanego antygenu, a nastepnie an-
tygen ten, zwiazany z przeciwcialami w tkankach uwi-
dacznia sie roztworem znakowanych przeciwcial. Prze-
bieg reakcji przedstawia schemat na ryc. 4.

Przedstawiona metoda posiada wielkie znaczenie
rowniez dla medycyny weterynaryjnej. Szereg proble-
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Ryc. 4. Wykrywanie przeciwciala (metoda posrednia)
mow teoretycznych z dziedziny fizjologii, patologii,
imunologii i mikrobiologii zostalo wyjasnionych dzieki
tej metodzie. Ponadto stale wzrasta rola tej metody
w praktyce weterynaryjnej, zwlaszcza w rozpoznawa-
niu niektérych schorzen.

Wykrywanie antygenow wirusowych i
bakteryjnych dla celow diagnostycsz-
nych i naukowo-badawczych

Wscieklizna

Goldwasser i Kissling (13) zakazali doswiadczalnie
myszy wirusem wécieklizny. Po wystapieniu objawow
klinicznych schorzenia zabijali je i sporzadzali z prze-
krojow mozgu, przechodzgcych przez rogi Ammona,
preparaty odciskowe. Preparaty utrwalano acetonem
i barwiono znakowanymi fiuorescencyjnie przeciwcia-
tami. W materiale z myszy szczepionych wirusem
ulicznym stwierdzono silnie fluoryzujgce twory odpo-
wiadajace iloSciowo, a takZze rozmiarami i ksztaltem
cialkom Negriego. Przeprowadzone po6iniej barwienie
tych samych preparatow metodg Shleifsteina wyka-
zalo, ze rzeczywiscie sg to cialka Negriego. Poza tym
w rozmazach wystepowaly intensywnie fluoryzujace
mniejsze twory o ksztalcie grudek lub obragczek, dla
ktérych trudno bylo znalezé odpowiednik w prepa-
ratach barwionych inng metoda.

U myszy zakazonych wirusem ustalonym, u klérych
cialka Negriego nie wystepujy, obraz fluorescencyjny
wykazywal tylko drobne skupienia antygenu pod po-
stacig grudek, pytkéw i obraczek.

Swoistg fluorescencje wykazywaly tez rozmazy ze
§linianek =zarazonych naturalnym sposobem lisow,
ps6w, krow i innych zwierzat. Badanie moZna bylo
przeprowadzi¢ nawet po 3-letnim przechowywaniu
Slinianek w glicerolu.

U myszy zakazonych do$wiadczalnie mozna juz po
24 podzinach wykaza¢ w rozmazach mozgu swoistg
fluorescencje (41). Dzieki temu mozliwe jest szybkie
rozpoznanie schorzenia poprzez wstrzyknigeie myszom
materialu badanego w kierunku wécieklizny.

Nosdwka psow

Schorzeniu poswiecono szereg badan z zastosowa-
niem metody znakowanych przeciweial., CzeSciowy
przeglad uzyskanych wynikow podaje Coffin (7).

Doktadne badania patogenezy schorzenia przeprowa-
dzono na lasicach. Juz w dwa tygodnie po donosowym,
do$wiadezalnym zakazeniu zwierzat wirusowy antygen
mozna bylo wykazaé w szyjnych weztach chlonnych.
Nastepnie antygen pojawil sie w weztach §rdodpiersio-
wych i krezkowych, w &ledzionie, komoérkach Browicz-
Kupffera watroby oraz w biatych krwinkach. W ty-
dzien po zakazeniu stwierdzono juz antygen w komor-
kach nablonkowych zolgdka, jelita i skéry. Antygen
wystepowal poczatkowo pod postacig drobnych ziarni-
stosci, ktore pdziniej zlewaly sie, tworzac fluoryzujgce
konglomeraty w zarodzi lub jadrach komdrkowych,
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L‘l-:ippwiadajqce wielkoscig i ksztaltem typowym dla
nosowki ciatkom wiretowym. Po wystapieniu klinicz-
n_vcl’_i objawow schorzenia stwierdzono w bialych
l:trgzégkach obecnost swoiscie fluoryzujgeych ziarni-
5 - I

:?\Jaturalnie zakazons psy wykazywaly przy uzyciu
tej meiad'y bodobne zmiany jzk lasice. Wystepowaty
Jednak roinice w natezeniu zmian w zakresie po‘-
szezegdlnych narzadéw. W mézgu chorych pséw wiru-
sowy antygen uwidacznial sie pod postacig fluoryzu-
jaeych ;r.r;-armstu.*’wi. wzglednle owalnych brylek, lezg-
eych w c'l_al‘ach komorkowych i wypustkach neu;'om’;w
Jak réwniez w komérkach ependymalnych i astrocy:
tach. E’rzg—:d pojawieniem sig antygenu w samej tkance
nerwowe] stwierdzono jego obecno$é w Seianach na-
Czyn lst‘x\:itmoéllych mozgu., Wykazano réwnies swuisia
fluorescencie fuksynochlonnych eialek wiretowych

Metoda fluoryzujacych przeciweial zostala zastoso-
wana do przyzyciowego rozpoznania noséwki. Bada-
niu poddaje sie rozmasy ze spojowki oka psow, u kto-
ry{:h‘ wystapila juz geraczka. W rozpomawa-ni'u scho-
rzenla post mortem bada sie przy pomocy omawianej
metody mrozone skrawki Iub rozmazy z pecherza mo-
tzowego, sledziony, ptue lub innych 'n:-rrz;;d()w.

Zakaine zapalenie watroby u pséw

Przy pomocy znakowanych rzeciwcial g
obec-noéé_ wirusa w cialtkach wﬁ*qtowych. w‘;:gt}:\c}gzuail;?
cych w jadrach komérek watrobowych oraz pr}eéllew
d:{(?]lﬂ'IJI‘O_CCS tworzenia sie tych cialek (8). Nai;;ierw
pojawia sie swoista fluorescencia w blonie jadrowej
Po_zmm wirus przedostaje sie do wnetrza iqdi'a powoh-
dujac tworzenie sie cialek wiretowych. Wirusowy an-
tygen wykazano ponadto w komérkach é]'ﬁdblonka
drobnych naczyn, zwlaszeza w obrebie plue i mézgu.

Choroba Newcastle

‘P?'mce i Ginsberg (34) zakazali wirusem ND komér-
ki g‘uza'puchlinowego Ehrlicha, po czym komérki te
wstrzykiwali dootrzewnowo myszom. Za pomoca od-
czynu znakowanych przeciweial mozna hvio juz po
paru g)o,dzmacrh stwierdzi¢ wewnagtrz tycﬁ komérek
obecnosé swoistego antygenu, Objawialo sie to inten-
sywna fluorescencjg lieznych ognisk w zarodszi komao-
_rek. Nastepnie komérki ulegaly brocesom wstecznym
i r_ozp}y\a-'m&ri. f\nt_‘;gen syatetyzowany wewnatrz za-
i(aztmych'komorek byl niezakazny, nie aglutynowat
erytroeytéw kury i nie wiazal dopelniacza w obec-
nosci homologicznych przeciweial, )

Wheelock i Tamm (44) zakazali hodowle komorek
HeLa omawianym wirusem i wykrywali swoisty anty-
gen wewnatrz zakazonych komérek juz po 3—3,5 go-
dzinach od chwili zakazenia. Fluoryzujgce ogniska
znajdowaly sie tylko w zarodzi, a nie bylo ich w ja-
drach komorek. Ogniska poczgtkowo byly malenkie,
pozniej powigkszaly sie i wreszeie cala zarddz wypel-
niata sie konglomeratami antygenu.

Ci sami autorzy (45) stosowali metode Coonsa do
oznaczania stezenia wirusa ND w zawiesinach. Zaka-
7ali oni hodowle komoérek HeLa badanymi zawiesina-
mi wirusa. Po 10-godz. okresie inkubacji szkietka
z zakazonymi hodowlami barwiono posrednig metoda
znakowanych przeciwcial. Zakazone komoérki wykazy-
waly liczne, intensywnie fluoryzujace ogniska w za-
rodzi. Metoda ta dawala zgodne wyniki z oznaczaniem
slezenia wirusa droga zakazania zarodkéw kury oraz
liczenia lysinek w zakazonych hodowlach fibroblastow

zarodka kury.
Pomér ptakow

Breitenfeld i Schifer (4) badali namnazanie sie wi-
rusa pomoru w hodowli fibroblastéw zarodka kury.
Wykazali oni metoda fluoryzujgcych przeciwcial dwa
antygeny wirusowe: antygen g oraz antygen hemaglu-
tyninowy. Antygen g byt stwierdzany juz po trzech
godzinach od zakaZenia w obrgbie jadra, pdzniej zas
wystepowal on réwniez w zarodzi. Drugi z badanych
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antygenow mozna bylo uwidocznié w cztery godziny
po_zakazeniu. Wystepowal on w calej komoéree, wyka-
zujgc najwigksze stezenie w okolicy okolojgdrowej.
W poéiniejszym okresie antygen hemaglutyninowy
gromadzil sie w obwodowe] cze$ci komorek i zazna-
czal swg obecno$¢ w nitkowatych wypustkach zarodzi.

Mivsak Rousa

W skrawkach guzéw pobranych od kur stwierdzono
cbecnosé swoistego antygenu w zarodzi komoérek no-
wotworowych. Przy uiyciu znakowanych, indyczych
surowic odporno$ciowych uwidacznialy sie w cyto-
plazmie mnogie ogniska o silnej fluorescencji. Nato-
miast odezyn z kurzymi surowicami odporno$ciowymi
wywolywal rownomierne §wiecenie catej zarodzi.
Jadra komérkowe w obydwu wypadkach pozostawaly
ciemne, lub tylko nieznacznie fluoryzowaly (Malmgren
iin, 22).

Metodg fluoryzujacych przeciwcial badano réwniez
proces namnazania sie wirusa miesaka Rousa w ho-
dowli fibroblastéw zarodka kury (35, 42). Juz dwa dni
po zakazeniu niektore komoérki wykazuja obecnosé
antygenu na powierzchni komoérki, co objawia sieg
fluorescencjg obwodowe] warstwy zarodzi. W trzecim
wzglednie czwartym dniu po zakazeniu komoérki zatra-
cajg ksztalt typowy dla fibroblasta, przyjmujac kuli-
stqg postaé, charakterystyczng dla komoérek miesaka
Rousa. W tym stadium mozna przy pomocy mikrosko-
pu fluorescencyjnego zaobserwowaé odigczanie sie
materialu antygenowego =z powijerzchni komorki i
przemieszczanie sie go do otoczenia. Bezposrednio po
tym nastepuje proces syntezy wirusa w zarodzi ko-
moérki, co objawia sie silng fluorescencja calej cyto-
plazmy.

Biataczki drobiu

Grundboeck 1 wsp. (15) badali lokalizacje swoistego
antygenu w komoérkach do$wiadczalne] limfomatozy
u kurczat. Rozmazy sporzadzano zaréwno z guzdéw
pierwotnych, powstajacych w miejscach implantacji
bialaczkowego materiatu, jak réwniez z ognisk prze-
rzutowych w watrobie, $ledzionie i innych narzgdach
wewnetrznych. Komo6rki bialaczkowe niezaleznie od
miejsca pochodzenia wykazywaly intensywna fluore-
scencje calej zarodzi (fot. 1). W niektérych komoérkach
wystepowaly tylko mniej lub bardziej liczne, fluory-
zujace ogniska w cytoplazmie (fot. 2).

Vogt i Rubin (43) badali namnazanie sie wirusa
mieloblastozy ptakéw na fibroblastach zarodka kury.
Swoista dla antygenu wirusowego fluorescencja zosta-
la stwierdzona tylko v cytoplazmatycznej czedci ko-
moérki. Lokalizacja aniygenu oraz czas uwidaczniania
sie go byly podobne, jak w przypadkach zakaZania
hodowli komoérek wirusem miesaka Rousa.

Metode fluoryzujacych przeciwcial zastosowano
réwniez do badania lokalizacji antygenéw w erytro-
blastozie u kur (37).

Bialaczka bydia

Tolle (40) poddawal rozmazy materialu biataczko-
wego cdezynowi znakowanych przeciwcial. Stwierdzit
on przy pomocy mikroskopu {luorescencyjnego poza-
komoérkowo lezgce, intensywnie §wiecgce punkty. Wiel-
ko$¢ ich wahata sie od rozmiaréw ledwie widzialnych
do wiclkosci ziarniaka. Podobnie fluoryzujgce punkty
stwierdzono rowniez w obrebie niektorych komoérek,
zwlaszeza limfoeytéw i czerwonych krwinek. Zdaniem
Tollego te §wiecace grudki sg skupieniami wirusa bia-
laczki. Podobnych tworéw nie mozna bylo stwierdzié
w rozmazach krwi owcy, kozy, psa, krélika ani §win-
ki morskiej.

Przy pomocy tej samej metody badano u bydla po-
ziom przeciwcial skierowanych przeciw biataczce. Ba-
dania przeprowadzans przy pomocy rozmazéw krwi

bydla z wyraznymi objawami bialaczki oraz
przy pomocy rozmazdéw materialu biataczkowego
z myszy, na ktéore udalo sie przeszczepié bia-
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taczke bvdleca. Rozmazy poddawano dzialaniu ba-
dane] surowicy krwi, n nastepnie dziataniu fluoryzu-
jgcej koniugaty. Stwierdzenie fluoryzujgecych punkiow
w rozmazuach $wiadezyto o obecnoscei przeciweial w ba-
danych surowicach. Wykazano wspélzaleznos$é miedzy
zwiekszong iloscig limiocytow a obecnoscig antygenu
bialaczkowego oraz wystepowaniem swoistych prze-
ciwcial w krwi. W czeSci przypadkéw stwierdzono do-
datni odezyn fluorescencyjny w krwi, nawet wowczas,
gdy badanix obrazu krwi nie wskazywaly na wystepo-
wanie hiataczki.

Brodawczaki u bydtla

Smithies i Olson (36) wykazali obecno§é swoistego
antygenu w brodawczakach, wystepujgcych na skoérze
u bydita. Antygen objawilt si¢ fluorescencja jader ko-
moérkowych w warstwach naskorka zawierajgcych ke-
ratohialine oraz w warstwach zrogowacialych. Fluo-
rescencji natomiast nie stwierdzono w wykazujacej
silny rozplem warstwie podstawowe]j naskoérka, gdzie
wedlug domniemania wirus powinien sie znajdowac.
Przypuszczalnie wirus wystepujacy w stratum germi-
nativum jest zbudowany glownie z kwaséw nukleino-
wych, a zawiera niewiele biatka i wskutek tego nie
zaznacza tu swoich wtasnosci antygenowych.

Podobng lokalizacje swoistego antygenu wykazuje
hrodawczak kroliczy (31).

Brucela

Swoistosé odezynu pateczek Brucella z fluoryzuja-
cymi przeciwciatami zostala wielokrotnie potwierdzo-
na (18). Wszystkie badane szczepy nalezgce do trzech
typow paleczki barwily sie intensywnie swoistg koniu-
gatg, natomiast heterologiczne, gramdodatnie i gram-
ujemne drobnoustroje, uzyte jako kontrola, dawaly
reakcje ujemna.

Przy pomocy omawianego odeczynu mozna wykazaé
brucele w rozmazach bardzo rozcienczonych zawiesin,
zawierajacych 2.5 X 10* zywych lub martwych pale-
czek w 1 ml. Zanieczyszczenie zawiesiny innymi drob-
noustrojami nie wywiera wplywu na czulosé¢ i swoi-
stos¢ odczynu (27).

Metoda znakowanych przeciwcial umozliwia bezpo-
Srednie wykazywanie paleczek w tkankach zwierzal,
a nawet wewngtrz komérek. Obserwowano swoistg
fluorescencje bruceli craz skupisk swoistego antygenu
w komorkach otrzewnowego wysieku u $winki mor-
skiej (17).

Metode Coonsa zastosowano tez do badania patoge-
nezy schorzenia, wywolanego doswiadczalnie u $§winki
morskiej przy pomocy Brucella suis (30). Charaktery-
stycznym szczegélem bylo stwierdzenie paleczek w
segmentowanych granulocytach, ktére uczestniczyly w
przenoszeniu czynnika chorobotwoérczego do rézinych
narzadow.

Salmonela

Larionow i KuZmin (21) znakowali barwnikami fluo-
rescencyjnymi surowice odpornos$ciowe przeciw S.
suipestifer, S. gdrtneri, S. wroclaw oraz normalng su-
rowice konskg. Uzyskanymi koniugatami dzialano na
preparaty z osmiu gatunkéw salmonel i czterech ga-
tunk6éw drobnoustrojow innego rodzaju. Kazdy z bada-
nych drobnoustrojow wykazywal dodatnig reakcje ze
znakowang homologiczng surowicg. Jedynie surowica
przeciw S. gdrtneri obok odczynu swoistego wywoty-
wala rowniez wyrazne odczyny nieswoiste; reagowala
ona z paleczkami S. pullorum i S. gallinarum, Autorzy
podkreslajg swoisto§é odczynu oraz jego przydatno§é
do bezposredniego wykrywania salmonel w patologicz-
nym materiale oraz w hodowlach.

Mirolubowa (26) zaleca nastepujgca metode szybkie-
g0 wykrywania salmonel we krwi: 5—10 ml badanej
krwi miesza sie z 10-krotnie wieksza objeto$cig piyn-
nego podloza. Po 6—18 godz. inkubacji w 37°C wiruje
sie hodowle przez 10 min. przy 10 tys. obr./min. Z osa-
du sporzgdza sie preparaty szkielkowe, ktére poddaje
sie odczynowi fluoryzujgcych przeciwcial.

Thomson i in. (39) probowali zastosowa¢ metode
Coonsa do wykrywania salmonel w probkach katu.
Mctoda okazala si¢ szybkg i czulyg, ale niestely nie-
swoista, a wige nicprzydatna do tego celu.

Rozyca §win

Darces i Groth (12) wykazali swoisto$§¢ barwicnia
wiloskowca rozycy przy pomocy znakowanych przeciw-
cial,

Swoistosé odezynu wykazali réowniez Marshall i in.
(23). Ze 150 szczepdow drobnoustrojoéw innych niz wio-
skowiec rozycy tylko jeden, Bact. aniiratum, wykazatl
stabg reakcje z koniugatg, swoistg dla wioskowca.
Przy pomocy omawianej metody autorzy wykazywali
wloskowiec w preparatach z piynéw wysiekowych
oraz w preparatach odciskowych z narzgdoéw chorych
zwierzat. Uzyskiwano rowniez dodalni odczyn w pre-
paratach mazanych krwi swin, dotknietych posoczni-
cowg postacig schorzenia. Komoérki wioskoweca uwi-
dacznialy sie zarowno w osoczu, jak i wewnatrz ko-
morek zernych. Autorzy stwierdzili, ze w preparatach
sporzgdzonych z narzaddw gotowanych przez godzing
mozna rowniez uzyskaé wyrazny, swoisty odczyn.

Waglik

Cherry i IF'reeman (6) zastosowali znakowane prze-
ciwciala do identyfikowania laseczek waglika w ho-
dowlach oraz w preparatach odciskowych z narzadow
zwierzat i ludzi. Metoda pozwalala na postawienie
rozpoznania w godzine od chwili sporzadzenia prepa-
ratu. Odczyn nie byl calkowicie swoisty, niemniej
jednak okazal sie bardzo uzyteczny. Wartosc jego pod-
nosil fakt, ze zwyczajne histologiczne utrwalanie i za-
tapianie w parafinie tkanek nie niszczy wlasnosci
antygenowych laseczki. Preparaty zabarwione metoda
Grama mozna odbarwi¢ wkladajgc je na 10 min. do
acetonu, a nastepnie wykorzysta¢ do odczynu znako-
wanych przeciwecial,

Btagowieszczenskij 1 wsp. (2) prowadzili badania
nad podniesieniem swoistosci odczynu., Stwierdzili oni,
ze niepozgdane reakcje mozna usunal adsorbujgc su-
rowice przeciwwaglikowe zawiesing Bac. unthracoides
i Bace. pseudoanthracis.

Leptospiry

Multon i Howarth (29) wykazywali L. canicola w
nerkach zakazonych doswiadczalnie chomikow. Odczyn
znakowanych przeciwcial uwidacznial podobng lokali-
zacje drobnoustrojéw, jak réownolegle prowadzone ba-
dania histochemiczne.

Boulanger i Robertson (3) rowniez uzywali metod
imunofluorescencyjnych w odniesieniu do leptospir ze
szczegbdlnym uwzglednieniem L. pomona. Z 12 typoéw
serologicznych leptosir wyhodowanych in vitro spo-
rzadzono preparaty, ktore nastepnie poddano dziala-
niu znakowanych przeciwcial przeciw L. pomona. Sil-
ng fluorescencje wykazywaly tylko rozmazy L. pomo-
na. Slabg reakcje obserwowano w rozmazach L. cani-
cola, L. icterohaemorrhagiae, L. australis, L. hyos i
L. autumnalis. Szesé pozostalych serotypow wykazy-
wato odezyn calkowicie ujemny. Koniugata sporzadzo-
na z surowicy krodlika, uodpornionego mieszaning 10
serotypoéw rodzaju Leptospira, dawata inlensywnag,
dodatnig reakcje z komorkami wszysikich uzytych
serotypow.

Przy pomocy znakowanych przeciwcial udato sie
wykaza¢ L. pomona w moczu swin i cielgt oraz w pre-
paratach odciskowych z nerek cielgt i chomikow za-
kazonych doswiadczalnie.

Ziarniaki

Moody 1 in. (28) sporzgdzili koniugate, barwigcy
wszystkie paciorkowce grupy A, nie reagujacg nato-
miast z paciorkowcami grup B, C, D, F i G. Grupowa
swoistosé koniugaty uzyskano adsorbujgc ja komérka-
mi grupy C. Do odczynu uzywano preparatéw sporza-
dzonych z hodowli, jak réwniez z wymazdéw z gardia.

Badania przeprowadzone na mniejszym materiale
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wskazujg, ze mozna rowniez sporzadzié swoiste koniu-
gaty dla paciorkowcow z grupy B, C, D, F i G.

Takze gronkowce byly przedmiotem szeregu badan.
Carter (5) uzyskiwat roztwory znakowanych przeciw-
cial, skierowanych przeciw typowi I gronkoweca zlo-
cistego (koniugata I) oraz przeciw typowi II tego
drobnoustroju (koniugata II). Przy pomoey tych dwu
koniugat przeprowadzano odczyn z 218 koagulazodo-
datnimi szczepami S. aureus. 201 szczepéw wykazy-
walo dodatni odczyn z koniugatg I. Natomiast z ko-
niugatg II dodatnio reagowaly wszystkie badane
szczepy. W dalszych badaniach stwierdzono, ze koa-
gulazoujemne gronkowce nie dawaly dodatniego
odezynu z tymi koniugatami.

Poczyniono proby zastosowania koniugaty I i ko-
niugaty II do badania probek sera i mleka w proszku.
Metoda okazata sie bardzo czula. Przy jej uzyciu moz-
na bylo wykryé gronkowce koagulazododatnie nawet
wowecezas, gdy byly one zabite na skutek procesow
przetwoérczych.

W tym miejscu nalezy wspomnieé, ze pionierskie
prace Coonsa i jego wspblpracownikéw nad metody
fluoryzujacych przeciwcial dotyczyly wielocukrowych
antygenow zawartych w pneumokokach.

Inne drobnoustroje

Przedstawione badania antygenéw wirusowych i
bakteryjnych stanowig jedynie fragment rozleglego
pismiennictwa, dotyczacego zastosowania metody fluo-
ryzujacych przeciwcial w nauce i prakiyce weteryna-
ryjnej. Niemal codziennie ukazujs sie coraz to nowe
publikacje z tej dziedziny. Mozna juz spotkaé¢ donie-
sienia na temat wirusowej biegunki u bydla, pomoru
swin, PPLO, gruzlicy, nosacizny oraz wielu innych
drobnoustrojéw i schorzefi mniej lub bardziej groi-
nych dla hodowli. Ponadto powstala olbrzymia litera-
tura przedstawiajgca imunofluorescencyjne badania
wirusOw i bakterii chorobotwoérczych dla czlowieka.
Szereg prac poswiecono réwniez schorzeniom wywo-
lanym przez rickeltsiae, grzyby i pierwotniaki. Cze-
Sciowe zestawienie wynikéw, uzyskanych przez réz-
nych autoréw zawieraja artykuty Coonsa (10) i Beut-
nera (1).

Wykrywanie antygendéw wystepujgcych
fizjologicznie w tkankach

Metoda fluoryzujgcych przeciwcial znalazla zastoso-
wanie w badaniach nad lokalizacja hormonéw, enzy-
moéw i wielu innych substancji o charakterze antyge-
nowym.

Marshall (24) wykazywat obecno$é adrenokortyko-
trofiny (ACTH) w zasadochlonnych komoérkach przed-
niego plata przysadki moézgowej u §wini. Analogiczne
badania przeprowadzone nad siedliskiem hormonu
wzrostowego w przysadce czlowieka wykazaly jego
obecno$é w komérkach eozynochlonnych (20).

Yaeger 1 Anderson (47) badali lokalizacie hialuroni-
dazy w jadrach buhaja. Swoista fluorescencje, swiad-
czgcg o obecnosci tego enzymu stwierdzono w obrebie
kanalikéw nasiennych, w warstwie spermatocytéw
i spermatogonii. Hialurcnidaza, znajdujgca sie gldwnie
na powierzchni komdrek, przyczynia sie do rozluznie-
nia spoistodci tkanki | to pozwala na przemieszczanie
si¢ dojrzewajacych komorek do §wiatla kanalikow.

Dalszym przedmiotem badan byt antygen Forssmana.
Tanaka i Leduc (38) stwierdzili, ze antygen ten wyste-
puje pod postacig kropelek w érodblonku oraz przy-
dankowej tkance lgcznej naczyn krwionosnych we
wszystkich narzadach swinki morskiej, kota, psa, my-
szy i kury. W innych tkankach wystepowanie antyge-
nu przedstawialo sie rozmaicie u réznych gatunkow
zwierzat.

Humphrey (16) wykazal, ze fluoryzujace przeciweia-~
ta skierowane przeciw trombocytom barwia swoiécie
nie tylko tromboeyty, lecz réwniez megakariocyty.
Cytowany autor potwierdzit tym samym stusznosé po-
gladu Wrighta o pochodzeniu plytek krwi od olbrzy-
mich komorek szpiku,
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Omawiang metode zastosowano réwniez do uwidacz-
niania czynnikéw grupowych w erytrocytach czlowie-~
ka. Cohen i wspoipracownicy (9) zastosowali do tegc
celu nicco zmodyfikowany tok postepowania., Nie pod-
dawali oni odczynowi utrwalonych preparatow szkiel-
kowych, ale przeprowadzali reakcje w zawiesinie. Do-
piero po zakonczeniu reakcji i przeptukaniu komérek
kiadli oni krople zawiesiny komorkowej na szkietko
podstawkowe i przykrywali ja szkieltkiem nakrywko-
wym. Badacze wykazali tg metodg antygeny swoiste
dla czynnika A, B i Rh. Metoda pozwalata na rozroz-
nienie czynnika A; od czynnika A, Czerwone krwinki
Rh — dodatnie podane dozylnie osobie Rh — ujemnej
mozna bylo wykry¢ w jej krwiobiegu za pomocyg imu-
nofluorescencji w ciggu 20 dni. Udalo sig¢ rowniez wy-
kaza¢ w krwi Rh — ujemnych kobiet Rh — dodatnie
erytrocyty plodowe w trzech ostatnich miesigcach
cigzy.

W analogicznych badaniach przeprowadzonych przez
Mateja (25) obok czynnikéw grupowych A i B uwi-
daczniane byiy w krwinkach czynniki D, C i E. Bada-
nie podgrup A, i Ay wykazalo stabszg imunofluores-
cencje w porownaniu z krwinkami A,;. Przeprowadzono
rOwniez badania nad sztucznymi, mieszanymi popula-
cjami krwinkowymi. Stwierdzono, ze imunofluorescen-
cja moze wykaza¢ mate populacje, stanowigce nawet
1/10 000 czesé duzej populacji krwinkowej. Przy pomo-
cy omawiane]j metody wykrywano krwinki plodu w
krwi matki w ostatnich miesigcach cigzy oraz po po-
rodzie. Réwniez w krwi pepinowej noworodkow znaj-
dowano fluoryzujgce krwinki, pochodzace prawdopo-
dobnie od obcogrupowych matek. Matej poddawat
odczynowi znakowanych przeciwcial gtéwnie zawiesiny
krwinek, podobnie jak uprzednio cytowani autorzy.
Ponadto przeprowadzal on odczyn na rozmazach,
utrwalonych w wysokiej temperaturze. Technika ta
jednakze dawata pozytywne wyniki tylko w odniesie-
niu do czynnikéw grupowych A i B.

Wykrywanie przeciwciatl

Leduc i wsp. (19) badali proces wytwarzania prze-
ciwcial przeciw anatoksynie bloniczej. Antygen
wstrzykiwano krolikom podskoérnie, jednorazowo lub
dwukrotnie, Obecno$¢ swoistych przeciwcial stwier-
dzono metoda imunofluorescencyjng najpierw w re-
gionalnych wezlach chionnych. Dodatni odczyn wyka-
zywala zard6dz duzych, niedojrzatych komorek, odpo-
wiadajgcych morfologicznie hemocytoblastom. Komor-
ki te wykazywaly silny rozplem, nabierajac w nastep-
nych pokoleniach cech typowych dla proplazmocytow
i plazmocytéw. W miare roznicowania sie tych komo-
rek wzrastala roéwniez fluorescencja ich zarodzi. Po
jednorazowym podaniu antygenu pojawilo sie nie-
wiele komoérek plazmaiycznych wykazujgcych zawar-
tos¢ przeciwcial. Po dwukrotnym podaniu antygenu
komorki te wystepowaty masowo. Swoistg fluorescen-
cie o stosunkowo stabym nasileniu stwierdzono row-
niez w grudkach chlonnych. Dodatnig reakcje wyka-
zywaly glownie niedojrzale komorki w $rodkowej
cze$ci grudek. Drobne ogniska fluorescencyjne w ob-
rebie dojrzatych, matlych limfocytéw byly rzadkim
zjawiskiem. Z badan wynika, ze gléwng role w pro-
dukcji przeciwcial odgrywaja komoérki z szeregu plaz-
mocytow. Jezeli limfocyty grajg w tym procesie ja-
kakolwiek role, to jest ona bardzc nieznaczna.

White 1 in. (46) przeprowadzali analogiczne badania
na §winkach morskich, wstrzykujgc im jako antygen
albumine z jaja kurzegc wrazz adiuwantem, zawiera-
jacym wosk z pratka gruzlicy. Zawartosé wosku w
podawanym preparacie znacznie wzmagata produkcje
przeciwcial. Komoérki ukltadu siateczkowo-§rédblonko-
wego intensywnlie namnazajace sie w miejscu iniekeji
nie wykazywaly przeciwcial. Natomiast swoista dla
przeciwceial fluorescencja wystepowala w komérkach
plazmatycznych weztéw chlonnych, $ledziony i wa-
troby.

Patterson 1 Suszko (33) przeprowadzali doéwiadcze-
nia nad wytwarzaniem przeciwcial przez komoérki
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w hodowli tkanek. Uodporniali oni kurczeta albuming
z surowicy bydlecej, zabijali je, po czym komorki
7z ich $ledzion hodowali in wvitro. Po dwoéch dniach
hodowli stwierdzono w podiozu obecno$é przeciwciatl.
W tym czasie wykryto metodg imunofluorescencyjng
przeciwciala w zarodzi plazmocytéw oraz niektérych
mniejszych komorek, trudnych do zidentyfikowania.
Fluoryzowaly ponadto niektdére makrofagi, prawdopo-
dobnie na skutek wchloniecia komoérek wytwarzaja-
cych przeciwciala. Po sze§ciu dniach hodowli tylko
nieliczne komorki o nieregularnym ksztalcie wykazy-
waty obecno$¢ przeciwcial. Réwnoczesnie obnizyt sie
poziom przeciwcial w podiozu hodowli.

Gammaglobuliny imunologicznie nieczynne majg
podobne pochodzenie, jak przeciwciala. Otrega i Mel-
lors (32) stwierdzili obecnosé tej frakeji biatek w zaro-
dzi dojrzaltych i niedojrzalych plazmocytéw, z ktoérych
cze§é zawierala cialka Rusella. Ponadto gammaglobu-
liny stwierdzono w komérkach, tworzacych osrodki
namnazania grudek chlonnych. Komorki te autorzy
okreslali terminem intrinsic cells.
temat techniki wykonania
odczynu

Uwagi na

Do odczynu fluoryzujgcych przeciwcial uzywa sie
podobnych surowic odpornosciowych, jak do innych
reakeji serologicznych. Do sporzgdzenia koniugaty sto-
suje sie najczesciej roztwér czystych globulin. Uzy-
skuje sie je przez wytracenie z surowic za pomocg
siarczanu amonu lub etanolu na zimno.

Jednvm =z najlepszych barwnikédw, uzywanych do
pietnowania przeciwcial jest izotiocyjanian fluores-
ceiny. Synteza tego zwigzku jest trudna. Dlatego le-
piej postuzyé sie handlowymi preparatami, produko-
wanymi przez szereg zagranicznych wytworni.

Poljczenie biatka z fluorochromem odbywa sie w
roztworze o $§ci$le okre§lonym stezeniu obydwu sub-
stratow i przy optymalnym dla tej reakeji pH. Proces
musi przebiegaé w temperaturze okolo 4°C i trwa on
zwykle do 18 godzin. Preparaty barwnika adsorbowa-
nego na celicie umozliwiaja przeprowadrzenie reakeji
w znacznic krotszym czasie.

Roztwor znakowanvch bialek oczyszeza sie zazwy-
czaj droga dializy. ktora moze trwaé nawet kilka dni.
Czas ten mozna skrocié stosujac wytracanie znakowa-
nych przeciweial z roztworu w punkcie izoelektrycz-
nym. Bardzo szybkie orczyszczenie mozna osiggnaé przy
wiyciu odpowiednich kolumn chromatograficznych.
Dalsze oczyszezenie koniugat przeprowadza sie zwykle
adsorbuigc je proszkami z narzgdow.

Do odczynu uzywa sie preparatéw mazanych lub
odciskowych, skrawkow histologicznych lub szkielek
7. hodowli tkanek. Szczegdlng przydatnosé do tej me-
tody wykazuja skrawki sporzadzone za pomoca mi-
krotomu mrozeniowegn.

W ogromnej wiekszoéci prevaraty trzeba przed oAd-
czynem utrwalié. Zaleinie od rodzaju badaneego an-
tygenu, uZywa sie do tego celu alkoholu etvlowego.
acetonu, formolu, wysokiej temperatury, rzadziej za$
innych czynnikéw utrwalajgeych,

Prenaraty utrwalone, a nastepnie wvsuszone nakra-
nla sie surowicg lub koniugaty i umieszcza sie je w
komorze wilgotnej. Odezyn zwyvkle nrvebiega w tem-
peraturze nokojowej i lrwa okolo 30 minut. Po zakon-
czeniu reakeii, jak réwniez po pierwszym etapie od-
czvnu podredniego preparatv plucze sie dokltadnie
fizjologicznym roztworem chlorku sodu, odrnowiedunio
7zbuforowanvm. Po ostatnim ptukaniu na preparat kla-
dzie sie krople zbuforowanego glicerolu oraz szkietko
nakrywkowe.

Bezposrednio po sporzgdzeniu mozna ogladaé pre-
narat w mikroskonie fluorescencyjnym. Urzadzenie do
fluorescencii zostalo opisane w osobnyvm artykule na
tamach .Medycyny Weterynaryjnej” (14).

Przv stosowaniu metody fluoryzujacych nrzeciweial
konieczne jest sporzadzenie szeregu kontrolnych pre-
paratéw, majgceych dwiadezyé o swoistn§el uzyskanej
fluorescencji. Autofluorescencje stwierdzamy, badajac
w mikroskopie fluorescencyinym analogiczny preparat

nie poddawany dzialaniu Zadnych przeciwcial. Inng
niezbedna kontrolg jest obejrzenie identycznie bar-
wionego preparatu, nie zawierajacego czynnika, ktory
jest przedmiotem badan. Np. dla preparatu z mobzgu
psa podejrzanego o wS§cieklizne, kontrole stanowi
preparat z moézgu zdrowego psa.

Przy uzyciu Dbezposredniej metody znakowanych
przeciwcial dalszg kontrole swoistosci stanowi tzw.
blokada reakcji za pomocg nieznakowanych przeciw-
cial. Kontrole te przeprowadza sie w ten sposoéb, ze
preparat nakrapla sie roztworem nieznakowanych
przeciwcial, a nastepnie koniugatg zawierajacg takie
same przeciwciala zwigzane z fluorochromem. Ujemny
wynik barwienia przemawia za swoistoscig odczynu.

W metodzie posredniej barwimy kontrolny preparat,
uzywajac w pierwszym etapie normalnej surowicy
zamiast odpornodciowej. I w tej kontroli odczyn po-
winien wypada¢ ujemnie. Swoisto§¢ reakeji mozna
kontrolowaé ponadto na szereg innych sposobow, nie
omawianych w tym miejscu.

Swoisto$é odezynéw imunofluorescencyjnych przed-
stawia sie podobnie, jak swoisto§¢ innych reakeji se-
rologicznych. W pewnych warunkach zastosowanie
metody fluoryzujgeych przeciwcial jest ograniczone
na skutek wystepowania krzyzowvch reakeji. Metoda
ta jednak jest czula i szybka a o jej przydatnosci
i wartosci §wiadcezy najlepiej jej wielkie rozpowszech-
nienie w ciggu ostatnich lat.

Pi§miennictwo obejmujace 47 pozycji znajduje sie u au-
tora.

TpynaBosk M. METO/[ ®JIYOPU3UPYIOLLUX AHTHUTEN
W ETO NPUMEHEHHE B BETEPHHAPUMN.

AsTOpOM ONMCAHO npHmeHeHHEe GNYyOPU3UPYIOLKHX OHTH-
Tén pansa 06H0py)KeHMﬂ QHTUIreHOB B TKAHAX W KNeTKax.
Meton asTOpa OKaA3a/iCA NPUrOAMEIM AN PO3peLlEeHHs
PO3MHYHEIX BONPOCOB KOK NOTOreHe3 3apasHuix 6oneswed,
noseneHVWe BBEAEHHLIX OHTMreHOB, CMHTE3 GHTHTEN, CHHTE3
ropmoHos W T.n. B serepuHapun 37101 cnoco6 npumenanu
NPpW WCCAGAOBOHMW MHOTWX 30PA3HBIX WM HMHBA3WMOHHbLIX
6oneaneii. MHorve poknons KACOTENBHO WMMYHODNYOPE-
CLLEHTHON OKPACKM AENQIOT BO3MOXHEM HCROAB3OBAHWE
YHNOMAHYTOr0 METOAQ ANA AWATHOCTHKM.

Grundboeck M. — Fluorescent antibody method aad
its application in veterinary medicine.

The use of fluorescein-labelled antibodies to detect
antigens in tissues and cells is presented. The me-
thod has provided useful contribution to the under-
standing of such diverse problems as the pathoge-
nesis of infectious diseases, the fate of injected anti-
gens, the formation of antibodies, the synthesis of
hormones etc.

In the veterinary field, this method has been em-
ployed to study the numerous diseases, caused by
viruses, bacteria, rickettsiae. funei and protozoa. Ma-
ny reports on the application of immunofluorescent
staining deal with potential diagnostic uses of the
method.

CAVLEK B.: Warunki klimatyczne i ich przestrzega-
nie w komorach wedzarniczych. (Mikroklimatski uslo-
vi i njihova kontrola u pus$nicama). Tehnol. Mesa, 4,
7/8, 204—205 (1963).

Konserwujace dzialanie dymu zalezy od iego fi-
zycznych i chemicznych wlasno$ci. Szybko$¢ prze-
biegu reakcji osmotyczno-dyfuzyjnych podczas we-
dzenia jest uzalezniona od koncentracji dymu, tem-
peratury i wilgotnosci w komorze wedzarniczej, jak
rowniez od rodzaju wyrobu, jego struktury, skladu
chemicznego miesa oraz obiegu powietrza w komo-
rze i jej wentylacji. Najwiekszy wplyw na sklad
chemiczny dymu wywiera rodzaj uzytego drewna
i temperatura w jakiej jest spalane.

E. Zajgczkowski
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