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Olsztyn

Diagnostyka wirusologiczna
Uderzająca jest wyralźna d_vsprcporcja mię-

dzy olbtzymimi światowymi osiągnięciami w
teoretycznych badaniach wirusologicznych a
tym, co zyskuje z tego doraźnie w sensie diag-
nostycznym praktyka weterynaryjna. Celem
niniejszego artykułu jest między innymi wy-
tłumaczenie jakie są tego powody.

Trzeba przede wszystkim zdać sobie sprawę
z tego, ze wspomniane wspaniałe wyniki osiąg-
nięto głównie w- szczególnego rodzaju pracach
badawczych. Wirusy były w nich rozpatrywa-
ne nie tyle jako czynniki chorobotwórcze ile
jal<o doskonałe modele biologiczne, pozwalają-
ce rozwiązywać fund.amentalne problemy bio-
Iogii - zjawiska istoty życia, mechanizmy
zjawisk genetycznych, r,olę wirusów w nowo-
tworowej transformacji komórek itd. Te pre-
cyzyjne prace prowadzone w najnowocześniej-
szych laboratoriach świata przy olbrzymich
nakład_ach finansowych, wymagały użvcia do-
kładnie oznaczonych laboratoryjnych szczepów
wirusowvch, a stosowane i wprowadzane nowe
metody, nieraz bard_zo czułe, posiadały war-

wieraĆ cji ,,maskujących"jego o skutek inaktywa-
cji (pó dłuższy transport)
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w praklyce weferynaryjnej
ilość wirusa może zmniejszyć się bardzo
znacznie.

Oczywiście metody rutynowych badań d_iag-
nostycznych są także opracowywane w ostat-
nich ]atach w wielu zagranicznych, a również
w małym stopniu w naszych krajowvch labo-
ratoriach wirusologicznych, Wdrażanie ich jed-
dak postępuje powoli i iak już wspomniano,
lekarz \^zet. pracujący w terenie nie otrzymu-
je zadowalającej odpolviedzi z ZHW, ieżeii
w przesłanvch próbkach nie udaie się wvka-
zać chorobotwórczych bakterii i może się on
tylko d-omyślać, że dane schorzenie noszące
cechy zakaźności jest prawdopodobnie wy\,vo-
łane przez wirusy.

Dlaczego tak się dzieje? Otóż naiważniej-
szym powodem jest to, że diagnostyczne me-
tcd.y wirusologiczne nie zostały dotąd_ tak do-
brze opracowane jak na przykład w bakterio-
Iogii. Wirusologia jest nauką młodszą i nie
zebrano tlńaj jeszcze wielu doświadczeń. Poza
tyrm, o ile bakterie wykrywa się metodami
bezpośrednimi dzięki ich dużlT n rozmiarorn
i łatwości namnażani a na szŁucznych podłożach,
to obecność wirusów w badanym material,e
stwierdza się zwykle metodami pośrednimi,
a więc wykazując reakcję wrażliwych obiektów
biologicznych (zwierząt doświadczalnych, za-
rodków, hodowli komórek) na zakażenie bada-
nym materiałem. Wydaje się celowe zapozna-
nie lekarzy wet, terenowycll z typowym przy-
kładem postępowania diagnosŁycznego. Mimo,
że zasady są proste (schemat 1) wykonanie
badania jest często trudne, drogie i wymaga
dłuższego czasu.
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Już pierwsze stadium (izoIacia) nastręczać
moze trudności w przypad.ku badanra na obec-
ność tych wirusów, i<tóre lvylrazują zakaźncść
jedynie dla duzych i drclgiclr zwierząt (np. ko-
nie, bydło, św-inie, Iisv itp.). Bardzo przvdatne
i stosun]<owo tanie są metod,y przv użvciu za-
rodków kurzych, ale te ostatnie wykazuią
wrazliwość na niewiele wirusów.

Najtańsze podłoze do namnażania wirusa
stanowią hodowle tkanek i komórek in uitro
i z tą metodą łączy się największe nadzieje,
także przv usprawnianiu d_iagnostyki wiruso]o-
gicznej. Tu jednak są momenty, które hamuią
ten optymizm. Ptzede wszystkim sporządzanie
hodowli komórek żn uitro, mimo, że również
w zasadzie proste, wymaga Zachowania szcze-
gólnej czystości bakteriologicznej i czystości
chemicztrej dla zapewnienia warunków wzro-
stu poza organizmem. Umiejętność ciągłego
prowaCzenia hodowli jest dowodem sprawności
organizacyjnej oraz dobrego wyszkolenia całe-
go personelu. Obecnie zaledwie tvlko 4-5
placówek weterynaryjnych w Polsce prowadzi
stale hodowle tkankowe i to tylko niektóre,
potrzebne do bieżących prac naukowych. Dla
celów diagnostycznych pracownie rozpozr'aw-
cze musiałyby mieć pełny asortyment hodowli
do izolowania wszystkich wirusów występują-
cych w kraju. Tu znowu rra marginesie bardzo
ważna sprawa - nie wiemy dobrze -iakie wi-
rusy i w jak znacznyT\ stopniu są u nas roz-
przestrzenione; brak clairych, gdyż brak badań
diagnostycznych - błędne koło.

Komórki hodowane żn uźtro wrażliwe są na
większośó wirusów, ale w pewnych przypad_-
kach (np. po zakażeniu wirusem pomoru świń)
namnażaniu się wirusa nie towarzyszy widocz-
ne uszkodzenie komórek i r,vtedy metoda ta
nie nra żadnej wartości ciiagnostycznej, gdyż
wykazanie obecności wirusa wynaga zakaża-
nia zwierząt doświad,czalnych (w podanym
przykładzie świń). Znaczny kłopot sprawia też
zbytnia wrażIiwość hodowli komórek na wiru-
sy. Brzmi to pozornie paradoksalnie, gdyż prze-
cież dąży się do tego, aby metoda była jak nai-
czulsza. A jed_nak niekiedy jest to wadą, gdyż
komórki hodowli reagorvać mogą na całv sze-
reg wirusów niechorobotwórczych dla zwie-
rząt. Obecny okres w wirusologii charakterv-
zuje dobrze zdanie Burneta, że ,,w tei chwili
trudności polegają nie tyle na izolowaniu
czynników odpowiedzialnych za znane choroby
wirusowe, ile na znalezieniu chorób, które moż-
na by przypisać już wyizolowanym wirusom".
Wirusy o nieznanej roli chorobotwórczej no-
szą nazwę wirusów ,,sierocych". Te ,,saprofi-
tyczne", dość rozpowszechnione czyrrniki mogą
wywołać rożne uszkodzenia hodow]i często
zawodzi ich identvfikacja serologiczna i znowu
trzeba stosować dodatkowe próbv biologiczne
na zwielzętach.

Mimo wymienionych trudności wprowadze-
nia metody hodowli tkanek do rutynowei diag-
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nostyki i właściwej interpretacii wynikow,
metoda ta staje się naibardziej cenną metodą
tozpoznawczą.

Dalsze stadium postępowania diagnostyczne-
go to identyfikacja wirusa (p. schemat 1).
Reakcja bowiem obiektórv biologicznvch na
zakażenie (objawy chorobowe, śmierć, uszko-
dzenie komorek hodowli) świadczv iedynie o
tlrm, że w nadesłanym do badania materiale
był wirus zjadliwv. Nie zawsze bowiem cha-
rakter reakcji pozwala okreśIić izolowany wi-
rus.

I. Izolacja wiru czynników

izolorvano
wrrus x

II. Identyfikacja izolowanego wirusa
l

Reakcja

+

+

l
I

zakażanie wraż-
Iiwych obiel<tów
biologicznych

sa (po wykluczeniu
bakteryjnych)

l

I reakcja

I

zakażanie wraż-
Iiwych obiektów
biologicznych

W podanym przykładzie izolowany wirus
zidentyfikowano jako w-irus choroby ,,C", gdyż
surowica przeciw tej chorobie zobojętniła jego
chorobotwórczość.

Zasada prosta, ale wykonanie często trud-
ne, gdyż wymaga posiadania przez labora-
torium rozpoznawcze batdzo dużej ilości su-
rowic diagnostycznych (także przeciw niekto-
rym wirusom ,,sierocym" - które liczy sie;
już na setki); konieczrry jest jak najszybszy
zakup tych komponentów (także antygenów
kontrolnych) za granicą.

Dodatkową trudność diagnostyczną stwarza
masowe uodparnianie szczepionkami zawiera-
jącymi żywy wirus; ten ostatni namnaża się
i utrzymuje w organizmie przez pewien czas,
a w przypadku śmierci z całkiem innego po-
wodu może być wykazany w badanym ma-
teriale, co wskazuje ,,fałszywy ślad".

Oprócz podanego wyżej postępowania diag-
nostycznego coraz powszechniej wprowadza
się szczegóInie dwie cenne metody Tozpoznaw-
cze.

Pierwsza to precypitacja w waTstwie agaru.
W otworze centralnie położonym umieszcza
się badany materiał (np. wvcinki nadesłanych
prób Iub ich zawiesinę), a w kilku otworach
położonych promieniście urnieszcza się suro-
wice przeciw poszczególnym cltorobom wiru-
sowyrn. Wszystkie użyte komponenty dyftłn-
dują w agarze, Jeżeil rraprzeciw otworu z kto-
rąś surowicą wytworzy się wiCoczna linia pre-
cypitacji oznacza to że badany materiał zawie-

wrrusem x
anty-A

wlrusem x
anty-B

wirusem x
anty-C

Wlrusem x
anty-D

surowrcą

surowlcą

surowicą

surowicą
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rał wirus tej choroby przeciw którei ta suro-
wica ,iest skierowana,

Druga metoda 
- imml_tnofluorescencji pole-

ga na uzykazaniu w-il,usa ,,v badanym mater iale
(najczęścic:j w rozmazac,,h) rir:zez podziałanie
na niego odpowiedilio przygotowanymi surowi-
cami odpornościowymi. Zawarte w nich prze-
ciwciała są połączone z bat,vrikar_,ni iluoryzuią-
cyrni i dzięki temu można mikroskopowo wy-
kazać ,,świecenie" tvch miejsc, gdzie uległy
one zw-iązaniu z wirusem, Dla przvkładlr roz-
ll;.az tkanki mózgu zwierzęcia chorego na
wściekliznę, podd_any działaniu,,fluoryzuiącei"
surowicy przeciwwściekliznowej wykaze obec-
ność świecących ognisk, ktore powstały na
skutek reakcii wirusa rł,ścieklizny z przeciw-
ciałami. Jezeli bad.any materiał nie zawiera
wirusa, przeciuzciała f]uoryzujące nie ulegaią
związaniu i ,,świecenia" preparatu nie stwierdzi
Slę,

Obie pt,zed_stawione metody maią tę dużą
zaletę, że pozwalają otrzymać szybkie rozpoz-
nanie (nawet w ciągu kilku godzin), gdyż rów-
nocze śnie uzysku jc się identvfikac-ię wirusa.
Jednai<że i tu, chociaż zasada ich -iest bardzo
prosta, interpretacja nastręcza czasem sporo
kłopotów, gdvz, jak w każdej reakcji opartei
na zasadach serologicznych, dużo trudności
stwarza wykluczenie reakcii nieswoistych.

Wspomnieć jeszcze należy o metodzie bac]_a-
nia pary (nazwa pochodzi od_ 2 prob : para)
surowic w przypadkach schorzeń bardziej
przewlekłych. Jednorazowe bad.anie serologicz-
ne pozwala wykazać obecność przeciwciał, lecz
nie mówi narrr, czy są one następstwem toczą-
cego się aktualnie procesu zal<aźnego, czy też
powstały w następstwie przebvcia tei chorobv
w przeszłości (równiez w formie bezobiawowei)
czy nawet w następstwie uod.parniania. Do-
piero badanie drugie tego samego osobnika
po około 2 tygodniach wykazujące wwaźny
wzrcst ilości przeciwciał świadczy, że stano-
wią one reakcję na a]<tualne zakażenie. Ta
metoda badania parv surowic oddać moze cen-
ne usługi, ied.nak pod warunkiem, ze pierw-
sze pobranie krwi nastąpi balclzo wcześnie, na
samym początku schorzenia. Jeżeli lekarz wet.
przeocz\i ten moment i pobierze krew 1-2
dni poźniej, wówczas poziom przeciwciał może
się juz pod.nieść i wtedv w porownaniu do
niego drugie bad_anie krwi pobranei po około
2 tygodniach nie wvkaże diagnostvcznie waż-
nego wzrostu.

Przedstawione d_ane wskazują iak skompli-
kowane są często metod1, diagnostvki wiru-
sologicznei. To oczywiście nie usprawiedliwia
opóźnienia ich wprowadzenia do rutynowych
badań. Wręcz przeciwnie 

- trzeba iak nai-
szybciej stworzyć w ZILW pracownie, w któ-
rych personel laboratoryjny mógłby podei-
mować coraz trudniejsze zadania w miarę na-
by,wania doświadczenia. Do tego jednak po-
trzebni są ludzie zaznaiomieni z podstawo-
wymi metodami wirrtsologicznymi.

Najważniejsza iest w-ięc sprawa kadr, a te
niestety, są bardzo nieliczne w porównaniu z
najbardziej pokrewną dyscvpliną jaką iest
bakteliologia. W tei ostatniei olbrzymią rezer-
wę lr-rdzi znającvch metodykę prac bakteriolo-
gicznych stanowią pracownicy naukowi ka-
tedr mikrobiologii i higieny produktów zwie-
rzęcych 4 wvdziałó\,v weterynaryjnych, pra-
cownicy 77 ZHW i ponad 60 laboratoriów We-
terynaryjnej Inspekcii Sanitarnej (r,v każdvm
2 baliteriologów) oraz pewną ilość lekarzy wet.
pracującvch w Akaciemiach lVledycznych, San-
Epidach i innych placówkach słuzby zdrowia.
Z tych dużych rezerw rnożna bez trudu two-
l,zyć i uzupełniać piacówki bakteriologiczne.
Ciągłość wzrostu ilości i iakości kadrv zapew-
niona jest w bakteriologii przez stale organi-
zowane kursy zarówno w Instytucie wet. jak
i na Uczelniach i w placówkach naukowych
innych ząwodów.

Natomiast wirusologią weter5maryjną zajmu-
je się w Polsce tylko kiikanaście osób i nic nie
wskazuje na to, że liczba ta rnoże się radykal-
nie powiększyć w najbliższym czasie gdyż: a)
ilość osób pracujących w- wirusologii wetervna-
ryjnej rvzrosła bardzo nieznacznie w ciągu
ostatnich 10 lat, b) nie prowadzi się stałego
szkolenia wirusologicznego pracowników z pla-
cówek terenowych (Instytut Weterynarii bę-
dący największą w kraju placówką szkolenia
podyplomowego urządził tvlko jeden kurs), c)
katedry mikrobiologii uczelni weterynaryjnych
obciążone są dydaktvką i tylko część czasu po-
poświęcić mogą tematyce wirusologicznej, d)
prawie wszyscy nasi wirusoiodzy weteryna-
ryjni zdobyli pewną i]ość umiejętności dzię-
ki samouctwu, a na zagraniczne staże szkole-
niowe wyjeżdzali uczyć się metodyki w wieku,
w którym powinni byli wvjezdżać dla zapoz-
nania się z problematyką wirusologiczną, e)
kadra wirusologiczna jest w większości stara
wiekiem i część jej wycofa się z aktywnej pra-
cy naukowej wcześniej niż uda się wyszkolić
no,*,ych pracowników, tak, aby można ich bvło
nazwać wirusologami - a trw,ać to musi około
5-6 lat (włączając szkolenie w ośroc].ku zagra-
nicznym),

Warto podać, że w zagranicznych wetely-
naryjnych placówkach wirusologicznych pra-
cuje po kilkunastu pracowników naukowych.
W ZSRR powołano Katedrę Wirusologii w
Moskiewskiej Akademii Weterynaryjnej, a po-
czynając od roku akademickiego 1967/1968 wi-
rusoJ.ogia wykładana jest na wszystkich wv-
działach weterynaryjnych jako oddzielny
przedmiot w wymiarze 72 godzin zajęć (24 go-
dziny wykładów i 48 god.zin ćwiczeń); szkole-
nie podyplomowe iekarzv wet. dla podwvższe-
nia kwalifikacji w zakresie ,uvirusologii obei-
muje corocznie 50 osób. W NRF utworzono
oddzielne Katedry Wirusologii Wet.

Wirusologia jest dyscvpliną wymagającą
dość znacznvch nakładów finansowych, nawet
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jeżeli dana placówka ograniczy się d_o badań
d_iagnostycznych. Ważna jest sprawa posiada-
nia kilku cddzielnych pomieszczeń d_o badań,
wiadomo bowiem, ze operuiąc kilkoma rviru-
sami, a rrawet kilkoma szczepami tego samego
wirusa, bardzo łatwo o ich wzaiemne zanic-
czyszczenie, przy czym nie zawsze mozna to
w porę stwierdzić, co często prowadzi do po-
myłek diagnostvcznvch. Konieczne -iest też
posiadanie dobrze izolowanvch pomieszczęń na

nosc używania większej ilości i w efekcie kosz-

Jak juz wspomniano większość badań wy-
konuje się pTzy uzyciu hodowli komórek.
Kłopot polega na tyrn, ze każda pracownia wi-
rusologiczna musi sania sobie sporządzać te
zywe podłoża, w odrożnieniu od pracowni bak-
teriologicznych, które dostaią gotowe pozvw-
ki, mogą je gromad.zić na zapas i używ,aó w
dowolnym czasie. Przygotowanie podłoży (ży-
jących komórek) dla wirusó,,v na okreś]ony
dzień jest nieporownanie trud,rriejsze; nie mo--
na ich przy lyrn gromad.zić, gdyż tcczą się w
nich procesy życiowe, podłoza zmieniaią się
i staią się nieprzydatne. Stworzeriie vI przy-
szłości pracowni hod_owli tkankowyclr rv do-
brze zctganizowanych zakładach usprawni
pracę w tvm samym stopniu w iakim osiąg-
nięto to w ba]<teriologii po lvvdzieleniu pra-
cowni pożywek.

Ostatnio sprawą rozwoju r,virusologii w Po!s-

W ostatnich latach zainteresowanie badaczy
drobnoustrojami z grupy Cl,, oed,ematżerł.s staló

z częstym występowaniem Cl. oedematżens A
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ce zajęła się Komis,ia Wirusologicztra PAN,
która dokonała analizy stanu tei d_vscypliny
w kraju. Strvierd,zono niedostateczne wyposa-
zenie w aparaturę, brak odczvnnikórv, surorvic
i antygenów diagnostycznyę|1, brak dostatecz-
nej ilości śred_niego personelu oraz niedosta-
teczne fjnansowanie baclań w dziedzinie wiru-
soiogii. W bad_aniach pod.stawowych jesteśmy
w Po]sce znacznie općźnierri w porownaniu z
krajanri sąsiadującvmi z nami, Komitet Mikro-
biologiczny i Komisja Wirusoiogiczna PAN
przesłały do cd.pcwiednich resortów wnioski.
A oto niektóre dotvczące wirusologii wetery-
naryjnej (skierowane do Ministerstwa oświa-
ty i Szkolnictwa W.yższego oraz do Minister-
stwa Rolnictwa):

1. Szkolenie studentów w zakresie wiruso-
logii w Katedrach Mikrobiologii Weterynaryj-
nej - co na.lrnniei 24 godziny wvkladów i 30
god.zin cwiczeń.

2. Utworzenie Zakładów Wirusologii przy
niektórych Katedrach Mikrobiologii Wydzia-
łow Weterynaryjnych WSR i SGGW (Warsza-
wa, Lublin, Olsztyn) oraz uruchomienie przy
Zakładach Higieny Weterynaryjnej Pracowni
WirusologicznycI,1.

3. Wvposazenie placówek w aparaturę, etaiy
i przyznanie odpowied_nich nakładów finanso-
wych na tozwój bad_ań pod_stawor,vych.

4, Poszerzenie zakresu szkolenia wirusolo-
gów w kraju, studia pcdypiomowe i zwiększe-
nie ]iczby stypendiów d,ia szirolenia wirusoio-
gów w ośrodkach zagranicznyc|t.

5. Cpracorvanie programu popularyzacii za-
gaclnień wiruso1o gic zny cŁl.

Pcstuluje się rełrlizację wniosków w okresie
najb]izszycI,I 2-4 iat i jezeli uda się to zrobic,
chcciazby tylko w zakresie szkolenia kadr, to
perspekt-ywy wprorvad,zenia rutynowego wiru-
soicgicznego bad.ania prob nadsy].lnvcll przez
r,rreierynaryjną sluzbę terenową staną się cal-
kiem realrre i b]iskie.

Adres atltora: doc. dr zdzis|aw Larski, olszl-yn-Kortowo.

w zie,mi (2, 21,40) uwazany jest on za główny,
poza Cl. perJrżngens, czynnik etiologiczny
zgorzeli gazowej (10, 14, 15, 16, 28, 32, 341.
Duże zainteresowanie b;daczy CI. oedematiens
B wiąże się z col,az częściej wykrywanymi
przypadkam i zakaźnego martwiczego zapalenia
wątroby u cwiec (h,epatitżs żnJectżosa necTo-
tżca, black disease cf sheep, bradsot niemiec-
ki - ],7,9,25, 33, 36, 37, 41), u świń (black
disease of pigs 

- 3, 39) oIaz u bydła (black
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Badania nad wyosabnianiem i identy{ikacją Cl, oedemotiens
z probek ziemi
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