Nr 10

MEDYCYNA WETERYNARYJNA

Rok XXXI

PRAKTYKA LABORATORYJNA

MICHAE BARTOSZCZE, JACEK ROSZKOWSKI
Putawy

Zastosowanie techniki immunoenzymatyczne;j

do wykrywania wiruséw

Technika  immunofluorescencyjna  nalezy
obecnie do podstawowych i najczesciej stoso-
wanych metod wykrywania antygenow wew-
natrzkomérkowych. Jakkolwiek metoda ta jest
stosunkowo czula i pozwala wykrywaé nawet
male ilo$ci antygenu, to jednak uzycie jej ogra-
niczone jest przez 3 zasadnicze czynniki: prze-
nikanie znakowanych przeciwcial do komorki,
techniczna trudnos¢ w uwidacznianiu substan-
cji znakujacej oraz zmiany wlasciwosei prze-
ciweciala lub substancji znakujacej wywolane
reakcja sprzegania tych zwigzkow.

Wprowadzenie w latach sze$c¢dziesigtych no-
wej techniki znakowania przeciwcial, w ktére]
jako markeréw uzyto enzymow, pozwolito
znacznie zmniejszyé, a nawet catkowicie wyeli-
minowac¢ ograniczenia wystepujace w dotych-
czas stosowanych metodach.

Sposrod szeregu enzyméw uzywanych w oma-
wianej technice, najwieksze zastosowanie zna-
lazla peroksydaza chrzanowa. Enzym ten po-
siada stosunkowo niski ciezar czasteczkowy i
w zwigzku z tym znakowany kompleks anty-
genu z przeciwcialem latwo przenika do ko-
morki. Poza tym peroksydaza chrzanowa dob-
rze znosi obrobke histologiczng, nie tracgc nic
ze swej aktywnoscel (8).

Jedna z technik najcze$ciej uzywanych do znako-
wania przeciwcial peroksydazg jest metoda z alde-
hydem glutarowym podana przez Avrameasa (2). Me-
toda ta jest stosunkowo prosta, a wykonanie jej nie
przedstawia wiekszych trudnosci ze wzgledu na do-
stepno$¢ uzywanych w niej zwigzkéw chemicznych.
Przygotowany tg metodg preparat, przechowywany w
temp. 4°C, zachowuje swojg aktywnos¢ katalityczng
i immunologiczng przez szereg miesiecy, a w stanie
zamrozenia nawet przez pare lat.
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Technika peroksydazowo-antyperoksydazowa
— schematyczny przebieg reakcji

Ryc. 1.

7 innych metod stosowanych do znakowania prze-
ciwcial warto wspomnieé¢ o meiodzie Nakane i Pier-
ce’a (10) z uzyciem sulfonu dwufluorodwunitrodwufe-
nylu (FNPS) i metodzie opracowanej przez Avramea-
sa i Uriela (evt. wg 2) z uzyciem karbodwuimidu
(MCDI).

Aktywnoéé peroksydazy mozna uwidaczniaé histo-
chemicznie za pomocg szeregu odczynnikéw, takich
jak benzydena, alfa-naftol, czy mieszanina alfa-
naftolu z p-fenylenodwuaming (odczynnik Nadi) (8).
Obecnie najczeéciej stosowana jest metoda podana
przez Grahama i Karnovsky'ego (7) z uzyciem cztero-
chlorowodorku 3,3’ -dwuaminobenzydyny. W  obee-
noéci peroksydazy i nadtilenku wodoru benzydyna
zostaje utleniona, w wyniku czego powstaje poeczat-
kowo niebieski, a pozniej ciemnobrunatny produkt
reakeji. Zlogi utlenionej benzydyny mozna obserwo-
waé w zwyklym mikroskopie §wietlnym, a takze ze
wzgledu na ich duza gesto§¢ moga byé wykorzystane
w badaniach w mikroskopie elekironowym.

Podobnie jak przy immunofluorescencji, technika
immunoenzymatyezna moze byé stosowana zaroéwno
jako metloda bezpo$rednia, jak i poSrednia. W pierw-
szvm wypadku anfygen laczymy =z przeciwcialami
znakowanymi peroksvdazg, a powstaly kompleks wy-
barwiamy histochemicznie. Przy metodzie poérednic]
antygen wigze sie ze swoistgy surowica, a ta z kolei
‘paguje z antyimmunoglobulinami znakowanymi pe-
roksydaza. Szezegblna odmiang metody podredniej
jest technika peroksydazowo-antyperoksydazowa
(PAP). W technice tej przebieg odezynu jest tréjfa-
zowy. W pierwszym etapie antygen wigzany jest z
immunoglobulinami tworzac kompleks antygen —
immunoglobulina. Nastepnie kompleks ten reaguje z
dodanymi w nadmiarze przeciwcialami antyimmuno-
glohulinowymi i w ten sposob powstaje nowy kom-
pleks antygen-immunoglobulina-antyimmunoglobuli-
na. Nadmiar antrimmunoglobulin powoduje, ze cze$¢
ich chwytnikéw nie zostaje wysycona 1 przez to moz-
liwe jest poltaczenie tego kompleksu z kompleksem
zlozonym z peroksydazy i surowicy antyperoksvdazo-
wej. otrzymanej od tego samego gatunku zwierzecia
co immunoglobuliny. Dopiero taki uklad wybarwia-
my histochemicznie na peroksydaze. Zasady opisanej
techniki zostaly opracowane przez Sternberga i wsp.
(13), a w 2 lata pdZniej Doughery i wsp. (6) zastoso-
wali ja do badan wirusologicznych.

Metody immunoenzymatyczne mozna stosowaé¢ do
wykrywania antygené6w w hodowlach komoérkowych,
rozmazach i skrawkach histologicznych. Preparaty
sporzadzone tag technikg sa stosunkowo 1irwate, co
niewatpliwie stanowi duza ich zalete.

Oceniajgec warto§¢é metod immunoenzymatycznych
nalezy stwierdzi¢, ze chociaz wyniki uzyskiwane ty-
mi metodami sg podobne do rezultatéw otrzymywa-
nych przy pomocy immunofluorescencji, to jednak
trwato§é preparatdéw, mozliwosé ogladania ich w zwy-
klym mikroskopie §wietlnym, stosunkowo silna rea-
kcja barwna oraz duza czulo§é i swoisto§é metody,
szczegdlnie techniki PAP, stawia metody immunoen-
zymatyczne przed technikg immunofluorescencyjng.

Te zalety sprawily, ze technika immunoenzymaty-
czna znajduje coraz szersze zastosowanie, zwlaszeza
przy wykrywaniu i lokalizacji antygenéw i czastek
wirusowych.
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Siverd i Sharon (12) adaptowali metode przeciwciatl
znakowanych peroksydazg do wykrywania wirusa
krowianki (szczep WR 204) w hodowlach komorek
linii cigglej L. Po uplywie 6 godzin od chwili zaka-
zenia w cytoplazmie komorek obserwowano pojawie-
nie sie ciemnobrazowych, odgraniczonych ciatek
wtretowych. Obraz ten nie ulegal zmianie po 18 go-
dzindch, natomiast po 48 godzinach od chwili infekecji
zacierata sie granica miedzy cialkami a cytoplazmg.
W hodowlach kontrolnych nie obserwowano reakceji
nieswoistych. Roéwnolegle, dla poréwnania, zakazone
hodowle barwiono metodg Giemzy lub oranzem akry-
dyny. Najwyrazniejszy obraz zmian w zakazonych
komoérkach obserwowano jednak przy zastosowaniu
metody immunoenzymatycznej.

Kurstak i wsp. (9) badali lokalizacje wirusa cyto-
megalii w hodowli komérkowej przy uzyciu przeciw-
cial znakowanych peroksydaza. Autorzy ci obserwo-
wali obecnosé¢ antygenu wirusowego poczatkowo w
jadrze, a nastepnie w cytoplazmie.

Badania nad poréwnaniem bezposredniej i posre-
dniej metody immunoperoksydazowej przy wykry-
waniu wirusa Herpes equi prowadzili Teufel i wsp.
(15). Metoda bezposrednia dawata dokladniejszy obraz
lokalizacji antygenu wirusowego w jadrze i cytopla-
zmie zakazonych komoérek niz metoda posrednia.

Lokalizacje wirusa IBR w hodowlach nerki ciele-
cia przy uzyciu techniki peroksydazowej badali Parks
i wsp. (11). Przy obserwacji preparatéw w mikrosko-
pach s$wietlnym i elektronowym stwierdzono kore-
lacje w lokalizacji antygenu wirusowego 1 czgstek
wirusa. Antygen wykrywano w postaci ciemnobra-
zowych ztogdéw po 6 godzinach od zakazenia tj. w
okresie, kiedy czgstki wirusowe zaczely sie pojawiac
w cytoplazmie.

Ryc. 2. Hodowle zakazone wirusem SVy w 48 godz.

po infekcji (wg 17). Reakcje dodatniag (immunoenzy-

matyczng) oznaczono strzatkg, reakcje ujemng ozna-
cza grot strzatki

Wicker i Awrameas (17) zastosowali technike zna-
kowanych enzymami przeciwcial do wykrywania an-
tygenéw adenowirusa 12, SV 1 wirusa K w hodo-
wlach komérkowych. Autorzy ci uzyli do badan pe-
roksydaze, alkaliczng fosfataze oraz oksydaze gliko-
zy. Przy uzyciu trzech wymienionych enzymoéw uzy-
skano zblizone do siebie wyniki pod wzgledem loka-
lizacji antygenu i swoisto$ci odeczynu. Uzyskane wy-
niki pokrywatly sie w peini z obserwacjami otrzyma-
nymi przy uzyciu metody immunofluorescencyjnej.
Ci sami autorzy wykorzystujac roéznice w reakcjach
barwnych, wykazali mozliwo$é jednoczesnego stoso-
wania przeciwcial znakowanych dwoma roéznymi en-
zymami do wykrywania dwoch antygenéw w jednym
preparacie. Obserwowane reakcje nieswoiste byly
latwe do odroéznienia od swoistych skupisk barw-
nych. Zdaniem autoréw reakcje nieswoiste mozna
wyeliminowa¢ stosujgc zamiast odpornos$ciowych su-
rowic globuliny o wysokim mianie.
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Benjamin i Ray (3) poréwnywali w celach diagno-
stycznych metode peroksydazowa z innymi metodami
stosowanymi standardowo przy diagnostyce wiruséw
grypy, parainfluenzy i wirusa RS. Uzyskano 100%
zgodnoSci wynikéw metodg peroksydazowg i odczy-
nem seroneutralizacji. W hodowlach zakazonych wi-
rusem RS, metodg immunoenzymatyczng wykrywano
obecno$é¢é wirusa po 12 godzinach od chwili infekeji,
podczas gdy efekt cytopatyczny pojawial sie miedzy
48—172 godzing. Przy mianowaniu wymienionych wi-
ruso6w w hodowlach komérkowych, najwyzsze miana
uzyskiwano metodg enzymatyczng.

Boyle i Atherton (5) zaadaptowali odczyn przeciw-
cial znakowanych peroksydaza do wykrywania wiru-
sa odry. Hodowle komérek wybarwiane 40—50 godzin
po infekecji zawieraly wielojgdrzaste komorki olbrzy-
mie z brazowymi zlogami w cytoplazmie. Uzyskane
wyniki pokrywaly sie z danymi otrzymanymi metoda
immunofluorescencji, z tym, ze przy uzyciu techniki
immunoenzymatycznej obserwowano znacznie stabsze
reakcje nieswoiste.

Atanasiu i wsp. (1) badali przydatno$é metody im-
munoenzymatycznej do wykrywania antygenu wiru-
sa wscieklizny w hodowlach oraz narzadach zwierzat

zakazonych. W preparatach odciskowych =z mézgu
zwierzat zakazonych wirusem ustalonym, antygen
wirusowy wykrywano w postaci malych 1 duzych

skupisk barwnych. Natomiast w preparatach odcisko-
wych moézgu zwierzat zakazonych wirusem ulicznym
stwierdzano tylko duze skupiska. Analogiczne wyni-
ki uzyskano przy uzyciu techniki immunofluorescen-
cyjnej. Wymienieni autorzy wskazuja na duzg przy-
datno$é metody immunoenzymatycznej do diagnostyki
wscieklizny oraz do badan nad strukturg antygenowsa
wirusa.

Becker i wsp. (4) wykrywali przy pomocy metody
immunoenzymatycznej antygen wirusa TGE w hodo-
wlach komérek tarczycy. Cytoplazma zakazonych ko-
moérek przybierala rézne odcienie brgzu w zaleznodci
od iloSci zlokalizowanego tam antygenu. Technikag
immunoenzymatyczng wykrywano barwne ztogi lezg-
ce w cytoplazmie o rozmiarach okolo 0,5—2 um.
Prawdopodobnie byly to zawierajgce wirus wakuole,
jakie obserwuje sie w zakazonych komorkach w mi-
kroskopie elektronowym.

Przy zastosowaniu techniki immunoenzymatycznej,
Ubertini i wsp. (16) wykrywali antygen reowirusa w
hodowlach watroby szympansa. Wewnatrz cytopla-
zmy zakazonych komérek obserwowano ciemnobra-
zowe zlogi, ktére pod wzgledem lokalizacji odpowia-

daly obrazowi otrzymanemu technikg immunofluo-
rescencji.
Sutmoller i Cowan (14) prowadzili badania nad

przydatno$cig tirzech metod immunoenzymatycznych
do wykrywania wirusa pryszczycy. Kazda z metod
okazala sie przydatna, jednak najsilniejsze reakcje
uzyskiwano przy zastosowaniu metody peroksydazo-
wo-antyperoksydazowej (PAP). Wymienieni autorzy
wskazuja na przydatnosé metody immunoenzymaty-
cznej dla wykrywania wirusa pryszczycy.

Jak wynika z tego krotkiego przegladu prac nad
zastosowaniem metody znakowania przeciwcial enzy-
mami w badaniach wirusologicznych, technika ta ze
wzgledu na swoje zalety zasluguje na blizsze zainte-
resowanie, gdyz jako jedna z szybkich metod wy-
krywania wirusow moze oddac¢ cenne ustugi w dia-
gnostyce i zwalczaniu =zakazen wirusowych ludzi
i zwierzat.
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XX-ta rocznica
sttumienia nosacizny w Polsce

W 1976 r. minie dwadziedcia lat od stlumienia no-
sacizny w Polsce. Liczne sg nazwy tej choroby. Jed-
ne nawigzuja do umiejscowienia procesu w jamach
nosowych jak nosato$é, nosacizna, smarkato$¢, smar-
kacizna, ciekgczka, pryskanie, nos; drugie — do
zmian powlok ciala — jak robak, tyleczak; inne —
do sposobu powstawania choroby: wozgrzywo$¢ czyli
#z0t¢ spalona.

Tvlko dwa terminy nosacizna i {ylezak przeszly do
jezyka wspblezesnego lecz w zmienionej tresci. Tyl-
czak nie jest odrebna jednostkg chorobowsg lecz skor-
na formg nosacizny. Pochodzi od slowa ,ty¢”, ktore
kiedy$ oznaczalo obrzek.

Lacinska nazwa malleus wywodzi sie z jezyka grec-
kiego: malis znaczy zly. Juz w starozytno$ci wiedzia-
no, ze nosacizna jest nieuleczalna i przenosi si¢ na
ludzi. Poswiadczyl to Arystoteles. W dalekiej prze-
szlosci czesto wystepowaly przypadki zachorowan lu-
dzi na nosacizng. Spozywano konine, zwlaszeza pod-
czas uroczysto$ci religijnych. Wskazujg na to malo-
widla w grotach po obu stronach Pirenei i znaleziska
kostne w dolinach gorskich.

Podobnie obrzedy religijne Prastowian byly pola-
czone z konsumpeja mitej bogom koniny. Zakaz je-
dzenia tego artykulu z chwilg przyjecia chrzecijan-
stwa spowodowal wstret, ktéory utrzymywal sig
prawie do naszych czaséw. Przez lata ludno§é gro-
madzila sie potajemnie w niedostepnych miejscach
i tam spozywala konine, oddajg cze$¢ poganskim boz-
kom. Swiadczy o tym nie tylko nawro6t poganstwa
za Mastawa, ale i lustracja legatéw papieskich w
XIIT wieku (1).

W miare postepu chrystianizacji ludnosé okoliczna
pietnowata hipofagéw jak dzi§ kanibalizm, czego sla-
dem s3a nazwy miejscowosci: Konojady, Konecko
(skrot Konojectwo), Koneck, Konopad, Konotop, Ko-
niakéw, Konskie, Konin itp. Udomowienie konia za-
cie$nilo wiez 2z czlowiekiem. Zageszczenie zwierzat
spotykane przede wszystkim w wojsku — sprzyja
szerzeniu sie nosacizny. Pisarze rzymscy jak Vege-
tius i przyboczny lekarz koni cesarza Konstantyna
Wielkiego — Apsyrtus przestrzegali przed zarazliwo-
$cig nosacizny. Dopiero w $redniowieczu zaczeto uwa-
zaé nosacizne jako skutek niewlaSciwego skladu ply-
néw organizmu. Wtedy najwyzszym autorytetem w
naukach lekarskich byl Galen, ktérego humoralna te-
oria chorob przetrwata do XVIII wieku.

Reminiscencjg tej teorii byl poglad Lafossa, zatozy-
ciela Szkoly Weterynaryjnej w Alforcie. Utrzymywat
on jeszeze w XIX wieku, ze przewlekla nosacizna
nie jest zarazliwa. Natychmiast zaprzeczyl temu
Bourgelet, zatozyciel Szkoly Weterynaryjnej w Lyo-
nie. Byly to czasy, kiedy Francuz Rayner przenio6st
nosacizne z czlowieka na konia. A weczeSniej, bo w

koncu XVIIT wieku Dunczyk Virborg wykazatl do-
S§wiadczalnie zarazliwos§é nosacizny. Bledne poglady
zachowuja sie dlugo. W Europie Wschodniej prze-
trwaly one az do konca XIX wieku. ,Jeszcze przed
50-laty — napisat Gordzialkowski w 1929 r. — nie-
ktorzy klinicys$ci twierdzili, ze nosacizna koni moze
powstawaé samorzutnie, pomimo (tu w sensie bez)
zarazenia w zalezno$ci od rozmaitych szkodliwych
czynnikoéw jak wycienczenia, przemeczenia, zaziebie-
nia, ze zwykle niezyty blon sluzowych nosa moga
przeistaczaé sie w nosacizne, Ze zolzy mogg przecho-
dzi¢ w nosacizne itp.”

Traktowanie nosacizny jako choroby przemiany
materii miato zgubne nastepstwa. Nie przestrzeganie
odosobnienia i odkazania umozliwilo swobodne sze-
rzenie sie choroby. Straty w poglowiu konskim byly
olbrzymie jak stwierdzajg to statystyki europejskie.

W latach 1835—1845 w wojsku francuskim wybija-
no rocznie 5,1% koni, a w calym kraju 1,13%; w la-
tach nieco poézniejszych — 1857—1873 — w sgsiedniej
Belgii — 12,8%. W poczgtkach XIX stulecia na konie
londynskich Kompanii Omnibusowych przypadio 75%
przypadkoéw wykrywanej nosacizny.

W Polsce przedrozbiorowej nosacizna wystepowata
nagminnie ws$réd koni. Taki wniosek mozna wysnué
z piSmiennictwa hipologicznego 1 weterynaryjnego.
PiSmiennictwo od Biernata z Lublina, domniemane-
go autora pierwszych drukéw weterynaryjnych w
jezyku polskim, az do ks. Krzysztofa Kluka, zawiera
opisy i sposoby leczenia tej choroby oraz przestrogi
przed jej zaraZzliwos$cig.

W domach go$cinnych — pisze Dorohostajski w
Hippice — siela (duzo) sie ludzi i rozmaitych koni
przemija, obawiaé¢ sie trzeba, zeby jaka szkapa no-
sata.. na tym miejscu, gdzie twéj staé ma, przed tem
nie stata”. I poleca karmié konie w drodze z prze-
noénych obrocznikéw. Jest to znamienne, poniewaz
Dorohostajski zgodnie z panujaca teorig humoralng
Galena — tlumaczy powstanie nosacizny nieprawi-
dlowym skladem plynéw organizmu i nosacizne na-
zywa z6lcig spalong czyli wozgrzywosScis.

Przystowie ,,Niech bedzie srokaty, byle nie nosaty”
swiadczy jak wielka wadg w potocznym mniemaniu
byla nosacizna i 0 jej rozpowszechnieniu.

W czasie zaboréw sytuacja epizootyczna ksztalto-
watla sie roznie.

W Rosji carskiej bylo najgorzej. Na poczatku XX
wieku rokrocznie ujawniano przecietnie 23 tys, a w
1912 r. nawet ponad 31900 przypadkéw nosacizny
koni. Zdarzaty sie liczne zakazenia ludzi.

W 1844 r. w Krolestwie Kongresowym wydano
Ustawe policji weterynaryjnej, zajmujgcg sie zwal-
czaniem choréb zarazliwych zwierzat. Na wtascicielu
spoczywal obowigzek zglaszania przypadkéw chorob
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