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ZDZISLAW LARSKI
Olsztyn

Diagnostyka wirusologiczna w praktyce weterynaryjne;

Uderzajaca jest wyrazna dysprcporcja mie-
dzy olbrzymimi $wiatowymi osiggnieciami w
teoretycznych badaniach wirusologicznych a
tym, co zyskuje z tego doraznie w sensie diag-
nostycznym praktyka weterynaryjna. Celem
niniejszego artykulu jest miedzy innymi wy-
tlumaczenie jakie sg tego powody.

Trzeba przede wszystkim zdac¢ sobie sprawe
z tego, ze wspomniane wspaniate wyniki osigg-
nieto gltéwnie w szczegélnego rodzaju pracach
badawczych. Wirusy byly w nich rozpatrywa-
ne nie tyle jako czynniki chorobotwércze ile
jako doskonate modele biologiczne, pozwalajg-
ce rozwigzywac¢ fundamentalne problemy bio-
logii — zjawiska istoty zycia, mechanizmy
zjawisk genetycznych, role wiruséw w nowo-
tworowej transformacji komoérek itd. Te pre-
cyzyjne prace prowadzone w najnowocze$niej-
szych laboratoriach s$wiata przy olbrzymich
nakladach finansowych, wymagaly uzycia do-
kladnie oznaczonych laboratoryjnych szezepow
wirusowych, a stosowane i wprowadzane nowe
metody, nieraz bardzo czule, posiadaly war-
tosé tylko w pewnych scisle okreslonyeh i usta-
bilizowanych warunkach., Metody te oczywis-
cie czesto mogg nie mieé zadnej wartosci w
diagnostycznych badaniach narzadow, plynow
ustrojowyeh, wydalin i wydzielin ha obecnosé
wirusow. Tu przeciez nie operuje sie czystym
laboratoryjnym szezepem wirusa, a zawiesing
tkanki, w ktorej zarazek stanowi znikoma
czest; co wigcej, pozawirusowe skladniki za-
wiera¢ moga szereg substancji ,,maskujacych”
jego obecnosé, a ponadto na skutek inaktywa-
¢ji (poine pobranie probek, dluzszy transport)

ilo§¢ wirusa moze zmniejszyé sie bardzo

znacznie.

Oczywiscie metody rutynowych badan diag-
nostycznych sa takze opracowywane w ostat-
nich latach w wielu zagranicznych, a réwniez
w malym stopniu w naszych krajowych labo-
ratoriach wirusologicznych. Wdrazanie ich jed-
dak postepuje powoli i jak juz wspomniano,
lekarz wet. pracujacy w terenie nie otrzymu-
je zadowalajacej odpowiedzi z ZHW, jezeli
w przestanych prébkach nie udaje sie wyka-
zaé chorobotwoérczych bakterii i moze sie on
tylko domysla¢, ze dane schorzenie noszgce
cechy zakaznosci jest prawdopodobnie wywo-
tane przez wirusy.

Dlaczego tak sie dzieje? Otoz najwazniej-
szym powodem jest to, ze diagnostyczne me-
tcdy wirusologiczne nie zostaly dotad tak do-
brze opracowane jak na przyklad w bakterio-
logii. Wirusologia jest nauka mlodszg i nie
zebrano tutaj jeszcze wielu doswiadczen. Poza
tym, o ile bakterie wykrywa sie metodami
bezposrednimi dzieki ich duZzym rozmiarom
i latwosci namnazania na sztucznych podlozach,
to obecno$¢ wirusow w badanym materiale
stwierdza sie zwykle metodami posSrednimi,
a wiec wykazujac reakcje wrazliwych obiektéw
biologicznych (zwierzgt do$wiadczalnych, za-
rodkoéw, hodowli komérek) na zakazenie bada-
nym materialem. Wydaje sie celowe zapozna-
nie lekarzy wet. terenowych z typowym przy-
kladem postepowania diagnostycznego. Mimo,
ze zasady sg proste (schemat 1) wykonanie
badania jest czesto trudne, drogie i wymaga
dluzszego czasu.
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Juz pierwsze stadium (izolacja) nastreczaé
moze trudnosci w przypadku badania na obec-
nos¢ tych wiruséw, ktore wykazuja zakaznesé
jedynie dla duzych i drogich zwierzgt (np. ko-
nie, bydlo, swinie, lisy itp.). Bardzo przydatne
i stosunkowo tanie sg metody przy uzyciu za-
rodkéw kurzych, ale te ostatnie wykazujg
wrazliwosé na niewiele wirusow.

Najtansze podloze do namnazania wirusa
stanowiag hodowle tkanek i komorek in vitro
i z ta3 metoda lgczy sie najwieksze nadzieje,
takze przy usprawnianiu diagnostyki wirusolo-
gicznej. Tu jednak sg momenty, ktére hamuja
ten optymizm. Przede wszystkim sporzgdzanie
hodowli komérek in vitro, mimo, ze réwniez
w zasadzie proste, wymaga zachowania szcze-
golnej czystosci bakteriologicznej i czystosci
chemicznej dla zapewnienia warunkéw wzro-
stu poza organizmem. Umiejetnos¢ ciagtego
prowadzenia hodowli jest dowodem sprawnosci
organizacyjnej oraz dobrego wyszkolenia cale-
go personelu. Obecnie zaledwie tylko 4—5
placowek weterynaryjnych w Polsce prowadzi
stale hodowle tkankowe i to tylko niektodre,
potrzebne do biezacych prac naukowych. Dla
celow diagnostycznych pracownie rozpoznaw-
cze musiatyby mie¢ pelny asortyment hodowli
do izolowania wszystkich wiruséw wystepuja-
cych w kraju. Tu znowu na marginesie bardzo
wazna sprawa — nie wiemy dobrze jakie wi-
rusy i w jak znacznym stopniu sg u nas roz-
przestrzenione; brak danych, gdyz brak badan
diagnostycznych — bledne koto.

Komorki hodowane in vitro wrazliwe sg na
wiekszos¢ wiruséw, ale w pewnych przypad-
kach (np. po zakazeniu wirusem pomoru $win)
namnazaniu sie wirusa nie towarzyszy widocz-
ne uszkodzenie komorek i wtedy metoda ta
nie ma zadnej wartosci diagnostycznej, gdyz
wykazanie obecnos$ci wirusa wymaga zakaza-
nia zwierzat doswiadczalnych (w podanym
przyktadzie $win). Znaczny klopot sprawia tez
zbytnia wrazliwos$é hodowli komérek na wiru-
sy. Brzmi to pozornie paradoksalnie, gdyz prze-
ciez dgzy sie do tego, aby metoda byla jak naj-
czulsza. A jednak niekiedy jest to wada, gdyz
komoérki hodowli reagowa¢ moga na caly sze-
reg wiruséw niechorobotwérczych dla zwie-
rzat. Obecny okres w wirusologii charaktery-
zuje dobrze zdanie Burneta, ze ,w tej chwili
trudnosci polegaja nie tyle na izolowaniu
czynnikow odpowiedzialnych za znane choroby
wirusowe, ile na znalezieniu chorob, ktore moz-
na by przypisa¢ juz wyizolowanym wirusom”.
Wirusy o nieznanej roli chorobotworczej no-
szg nazwe wirusow ,sierocych”. Te ,,saprofi-
tyczne”’, do$é rozpowszechnione czynniki mogg
wywolaé roézne uszkodzenia hodowli czesto
zawodzi ich identyfikacja serologiczna i znowu
trzeba stosowaé¢ dodatkowe préby biologiczne
na zwierzetach.

Mimo wymienionych trudnosci wprowadze-
nia metody hodowli tkanek do rutynowej diag-
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nostyki i wlasciwej interpretacji wynikow,
metoda ta staje sie najbardziej cenng metoda
rozpoznawczg.

Dalsze stadium postepowania diagnostyczne-
go to identyfikacja wirusa (p. schemat 1).
Reakcja bowiem obiektow Dbiologicznych na
zakazenie (objawy chorobowe, $mieré¢, uszko-
dzenie komorek hodowli) $wiadczy jedynie o
tym, ze w nadestanym do badania materiale
byl wirus zjadliwy. Nie zawsze bowiem cha-
rakter reakcji pozwala okresli¢ izolowany wi-
rus.

I. Izolacja wirusa (po wykluczeniu czynnikow

bakteryjnych)
Zakazanie wraz- | zawiesing izolowano
liwych obiektéw | badanego | reakcja + = |
biologicznych materialu wirus x
II. Identyfikacja izolowanego wirusa
- 1
Reakcja
wirusem x z surowicg
anty-A -+
Zakazanie wraz- | wirusem x z surowicag
liwych obielktow anty-B —+
biologicznych wirusem x z surowicg
anty-C ==
wirusem X % surowica
anty-D =+

W podanym przykladzie izolowany wirus
zidentyfikowano jako wirus choroby ,,C”, gdyz
surowica przeciw tej chorobie zobojetnila jego
chorobotworczosc.

Zasada prosta, ale wykonanie czesto trud-
ne, gdyz wymaga posiadania przez labora-
torium rozpoznawcze bardzo duzej ilosci su-
rowic diagnostycznych (takze przeciw niekio-
rym wirusom ,sierocym’” — ktore liczy sie
juz na setki); konieczny jest jak najszybszy
zakup tych komponentoéw (takze antygendw
kontrolnych) za granicg.

Dodatkows trudnos¢ diagnostyczng stwarza
masowe uodparnianie szczepionkami zawiera-
jacymi zywy wirus; ten ostatni namnaza sie
i utrzymuje w organizmie przez pewien czas,
a w przypadku s$mierci z catkiem innego po-
wodu moze by¢ wykazany w badanym ma-
teriale, co wskazuje ,falszywy $lad”.

Oprocz podanego wyzej postepowania diag-
nostycznego coraz powszechniej wprowadza
sie szczegolnie dwie cenne metody rozpoznaw-
cze.

Pierwsza to precypitacja w warstwie agaru.
W otworze centralnie polozonym umieszcza
sie badany material (np. wycinki nadeslanych
prob lub ich zawiesine), a w kilku otworach
polozonych promieniscie urnieszcza sie suro-
wice przeciw poszczegolnym cliorobom wiru-
sowym. Wszystkie uzyte komponenty dyfun-
duja w agarze. Jezeli naprzeciw otworu z kto-
ras surowica wytworzy sie widoczna linia pre-
cypitacji oznacza to ze badany material zawie-
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ral wirus tej choroby przeciw ktorej ta suro-
wica jest skierowana.

Druga metoda — immunofluorescencji pole-
ga na wykazaniu wirusa w badanym mateiiale
(najczedeciej w rozmazach) przez podzialanie
na niego odpowiediio przygotowanymi surowi-
cami odpornos$ciowymi. Zawarte w nich prze-
ciwciala sa polgczone z barwikami iluoryzujg-
cymi i dzieki temu mozna mikroskopowo wy-
kaza¢ ,$wiecenie” tych miejsc, gdzie ulegly
one zwigzaniu z wirusem. Dla przykladu roz-
maz tkanki mdzgu zwierzecia chorego na
wscieklizne, poddany dziataniu ,,fluoryzujgcej”
surowicy przeciwwsciekliznowej wykaze obec-
nos¢ $wiecagcych ognisk, ktore powstaty na
skutek reakcji wirusa wscieklizny z przeciw-
ciatami. Jezeli badany material nie zawiera
wirusa, przeciwciata fluoryzujace nie ulegaja
zwigzaniu i ,,Swiecenia” preparatu nie stwierdzi
sie.

Obie przedstawione metody majg te duzg
zalete, ze pozwalajg otrzymaé¢ szybkie rozpoz-
nanie (nawet w ciggu kilku godzin), gdyz row-
nocze$nie uzyskuje sie identyfikacje wirusa.
Jednakze i tu, chociaz zasada ich jest bardzo
prosta, interpretacja nastrecza czasem sporo
klopotéw, gdyz, jak w kazdej reakcji opartej
na zasadach serologicznych, duzo trudno$ci
stwarza wykluczenie reakcji nieswoistych.

Wspomnie¢ jeszcze nalezy o metodzie bada-
nia pary (nazwa pochodzi od 2 préb = para)
surowic w przypadkach schorzen bardziej
przewleklych. Jednorazowe badanie serologicz-
ne pozwala wykaza¢ obecnos¢ przeciwcial, lecz
nie méwi nam, czy sg one nastepstwem toczg-
cego sie aktualnie procesu zakaZnego, czy tez
powstaly w nastepstwie przebycia tej choroby
w przesztosei (réwniez w formie bezobjawowej)
czy nawet w nastepstwie uodparniania. Do-
piero badanie drugie tego samego osobnika
po okolo 2 tygodniach wykazujace wyrazny
wzrest ilosei przeciwcial $wiadezy, ze stano-
wig one reakcje na aktualne zakazenie. Ta
metoda badania pary surowic odda¢ moze cen-
ne ustlugi, jednak pod warunkiem, ze pierw-
sze pobranie krwi nastgpi bardzo wczesnie, na
samym poczatku schorzenia. Jezeli lekarz wet.
przeoczy ten moment i pobierze krew 1—2
dni pozniej, woéwcezas poziom przeciwcial moze
sie juz podnies¢ i wtedy w pordéwnaniu do
niego drugie badanie krwi pobranej po okoto
2 tygodniach nie wykaze diagnostycznie waz-
nego wzrostu.

Przedstawione dane wskazujg jak skompli-
kowane sg czesto metody diagnostyki wiru-
sologicznej. To oczywiscie nie usprawiedliwia
opdznienia ich wprowadzenia do rutynowych
badan. Wrecz przeciwnie — trzeba jak naj-
szybciej stworzy¢ w ZHW pracownie, w kto-
rych personel laboratoryjny mogtby podej-
mowacé coraz trudniejsze zadania w miare na-
bywania do$wiadczenia. Do tego jednak po-
trzebni sg ludzie zaznajomieni z podstawo-
wymi metodami wirusoclogicznymi.

Najwazniejsza jest wiec sprawa kadr, a te
niestety, sg bardzo nieliczne w pordéwnaniu z
najbardziej pokrewng dyscypling jaka jest
bakteriologia. W tej ostatniej olbrzymia rezer-
we ludzi znajacych metodyke prac bakteriolo-
gicznych stanowia pracownicy naukowi ka-
tedr mikrobiologii i higieny produktow zwie-
rzecych 4 wydzialow weterynaryjnych, pra-
cownicy 17 ZHW i ponad 60 laboratoriow We-
terynaryjnej Inspekcji Sanitarnej (w kazdym
2 balteriologow) oraz pewng ilosé¢ lekarzy wet.
pracujgcych w Akademiach Medycznych, San-
Epidach i innych placowkach stuzby zdrowia.
Z tych duzych rezerw mozna bez trudu two-
rzy¢ i uzupelnia¢ placowki bakteriologiczne.
Ciagglos¢ wzrostu ilosci i jakosci kadry zapew-
niona jest w bakteriologii przez stale organi-
zowane kursy zaréwno w Instytucie Wet. jak
i na Uczelniach i w placowkach naukowych
innych zawodow.

Natomiast wirusologig weterynaryjna zajmu-
je sie w Polsce tylko kiikanascie 0so6b i nic nie
wskazuje na to, ze liczba ta moze sie radykal-
nie powiekszy¢ w najblizszym czasie gdyz: a)
ilo$¢ osob pracujacych w wirusologii weteryna-
ryjnej wzrosta bardzo nieznacznie w ciggu
ostatnich 10 lat, b) nie prowadzi sie stalego
szkolenia wirusologicznego pracownikéw z pla-
cowek terenowych (Instytut Weterynarii be-
dacy najwiekszg w kraju placowkg szkolenia
podyplomowego urzadzit tylko jeden kurs), c)
katedry mikrobiologii uczelni weterynaryjnych
obcigzone sg dydaktyks i tylko czest czasu po-
poswieci¢ mogg tematyce wirusologicznej, d)
prawie wszyscy nasi wirusolodzy weteryna-
ryjni zdobyli pewng ilo$¢ umiejetnosci dzie-
ki samouctwu, a na zagraniczne staze szkole-
niowe wyjezdzali uczy¢ sie metodyki w wieku,
w ktorym powinni byli wyjezdzaé¢ dla zapoz-
nania si¢ z problematyks wirusologiczng, e)
kadra wirusologiczna jest w wiekszosci stara
wiekiem i czes¢ jej wycofa sie z aktywnej pra-
cy naukowej wczes$niej niz uda sie wyszkoli¢
nowych pracownikow, tak, aby mozna ich byto
nazwa¢ wirusologami — a trwaé to musi okolo
5—6 lat (wlaczajgc szkolenie w osrodku zagra-
nicznym).

Warto podaé, ze w zagranicznych wetery-
naryjnych placowkach wirusologicznych pra-
cuje po kilkunastu pracownikéw naukowych.
W ZSRR powolano Katedre Wirusologii w
Moskiewskiej Akademii Weterynaryjnej, a po-
czynajac od roku akademickiego 1967/1968 wi-
rusologia wykladana jest na wszystkich wy-
dziatach weterynaryjnych jako oddzielny
przedmiot w wymiarze 72 godzin zaje¢ (24 go-
dziny wykladéw i 48 godzin éwiczen); szkole-
nie podyplomowe lekarzy wet. dla podwyzsze-
nia kwalifikacji w zakresie wirusologii obej-
muje corocznie 50 os6b. W NRF utworzono
oddzielne Katedry Wirusologii Wet.

Wirusologia jest dyscypling wymagajgca
do$é znacznych nakladéow finansowych, nawet
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jezeli dana placoéwka ograniczy sie do badan
diagnostycznych. Wazna jest sprawa posiada-
nia kilku oddzielnych pomieszczen do badan,
wiadomo bowiem, ze cperujgc kilkoma wiru-
sami, a nawet kilkoma szczepami tego samego
wirusa, bardzo latwo o ich wzajemne zanic-
czyszczenie, przy czym nie zawsze mozna to
w pore stwierdzi¢, co czesto prowadzi do po-
mylek diagnostycznych. Konieczne jest tez
posiadanie dobrze izolowanych pomieszezen na
zwierzeta doswiadezalne. Wazna jest rowniez
jakos¢ tych ostatnich. Zwierzeta zakupywane
dorywczo stanowig material niewyrownany,
o ktorego przesziosei srodowiskowej i immuno-
logicznej nic sie nie wie. Powoduje to koniecz-
nos¢ uzywania wiekszej ilosci i w efekcie kosz-
tuje wiecej, dajac wyniki o problematycznej
nieraz wartosci. O tym jak wazne jest uzycie
wlasciwych zwierzat, odpowiednio zywionych
szezegolnie w wirusologii, $wiadezy pozornie
paradoksalny fakt, ze zwierzeta nicdozywione
wykazujg wigksza opornosé na zakazenie pew-
nymi wirusami. Do pewnych badan wiruso-
logicznych konieczne jest pcsiadanie czystych
linii matych zwierzat laboratoryjnych.

Jak juz wspomniano wiekszos¢ badan wy-
konuje sie przy uzyciu hodowli komoérek.
Klopot polega na tym, ze kazda pracownia wi-
rusologiczna musi sama sobie sporzgdzaé te
zywe podtoza, w odroznieniu od pracowni bak-
teriologicznych, ktore dostajg gotowe pozyw-
ki, mogg je gromadzi¢ na zapas i uzywag w
dowolnym czasie. Przygotowanie podlozy (zy-
jacych komorek) dla wirusow na okreslony
dzien jest nieporéwnanie trudniejsze; nie mo.-
na ich przy tym gromadzié¢, gdyz toczg sie w
nich procesy zyciowe, podloza zmieniaja sie
i stajg sie nieprzydatne. Stworzenie w przy-
szlo$ci pracowni hodowli tkankowych w do-
brze zorganizowanych zakladach usprawni
prace w tym samym stopniu w jakim osigg-
nieto to w bakteriologii po wydzieleniu pra-
cowni pozywek.

Ostatnio sprawg rozwoju wirusologii w Pols-

ce zajela sie Komisja Wirusologiczna PAN,
ktora dokonala analizy stanu tej dyscypliny
w kraju. Stwierdzono niedostateczne wyposa-
zenie w aparature, brak odczynnikéw, surowic
I antygenow diagnostycznych, brak dostatecz-
nej ilosci Sredniego personelu oraz niedosta-
teczne finansowanie badan w dziedzinie wiru-
sologii. W badaniach podstawowych jestesmy
w Polsce znacznie opc¢znieni w poréwnaniu z
krajami s3siadujacymi z nami. Komitet Mikro-
kiologiczny i Komisja Wirusologiczna PAN
przestaty do cdpcwiednich resortow wnioski.
A oto niektore dotyczace wirusologii wetery-
naryjnej (skierowane do Ministerstwa O$wia-
ty 1 Szkolnictwa Wyzszego oraz do Minister-
stwa Rolnictwa):

1. Szkolenie studentéw w zakresie wiruso-
logii w Katedrach Mikrobiologii Weterynaryij-
nej — co najmniej 24 godziny wykladéw i 30
godzin éwiczen.

2. Utworzenie Zakladéw Wirusologii przy
niektérych Katedrach Mikrobiologii Wydzia-
16w Weterynaryjnych WSR i SGGW (Warsza-
wa, Lublin, Olsztyn) oraz uruchomienie przy
Zakladach Higieny Weterynaryjnej Pracowni
Wirusologicznych.

3. Wyposazenie placowek w aparature, etaty
i przyznanie odpowiednich nakladéw finanso-
wych na rozwoj badan podstawowych.

4. Foszerzenie zakresu szkolenia wirusolo-
géw w kraju, studia pcdyplomowe i zwieksze-
nie liczby stypendiow dla szkolenia wirusolio-
gow w osrodkach zagranicznych.

5. Cpracowanie programu popularyzacji za-
gadnien wirusologicznych.

Pcstuluje sie realizacje wnioskow w okresie
najblizszych 2-—4 lat i jezeli uda sie to zrobic,
checiazby tylko w zakresie szkolenia kadr, to
perspextywy wprowadzenia rutynowego wiru-
sologicznego badania préb nadsyianvch przez
welerynaryjng sluzbe terenows stang sie cal-
kiem realne i bliskie.

Adres autlora: doc. dr Zdzislaw Larski, Olszlyn-Kortowo.

TADEUSZ JASTRZEBSKI, ZYGMUNT CYGAN, JULIAN NOWAK
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W ostatnich latach zainteresowanie badaczy
drobnoustrojami z grupy Cl. oedematiens stale
wzrasta. Wigze sie to z wystepowaniem w
obrebie tego gatunku szeregu typow chorobo-
tworczych. Zaproponowany przez Oakleya i
wsp. (22, 24) nowy system taksonomii przyj-
muje obecnosé czterech odrebnych typéow (A,
B, C i D) roznigcych sie wytwarzaniem od-
miennych antygenow toksycznych. W zwiazku
z czestym wystepowaniem Cl. oedematiens A
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w ziemi (2, 21, 40) uwazany jest on za gléwny,
poza Cl. perfringens, czynnik etiologiczny
zgorzeli gazowej (10, 14, 15, 16, 28, 32, 34).
Duze zainteresowanie bidaczy Cl. oedematiens
B wigze sie z coraz czesciej wykrywanymi
przypadkami zakaznego martwiczego zapalenia
watroby u owiec (hepatitis infectiosa necro-
tica, black disease cf sheep, bradsot niemiec-
ki— 1,79, 25, 33, 36, 37, 41), u $Swin (black
disease of pigs — 3, 39) oraz u bydla (black



