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Zosiosowonie techniki immunoenzymotycznej

do wykrywonio wirusów

Technika immunofluorescencyjna należy
obecnie do podstawowych i najczęściej stoso-
rvanych metod wykryrvania antygenów wew-
nątrzkomórkowych. Jakkolwiek metoda ta jest
stosunkowo czuła i pozwala wykrywać nawet
lnałe ilości antygb,nu, to jednak użycie iej ogra-
niczone jest przez 3 zasadnicze czynniki: prze-
nil<anie znakowanych przeciwciał do komórki,
techniczna trudność rv uwidacznianiu substan-
cji znakuiącej oraz zmiany właściwości prze-
cil,.zciała lub substancji znakującej wyrvołane
reakcją sprzęgania t),clr zrviązków.

Wprowadzenie w latach sześćdziesiątych no-
wej techniki znakowania przeciwciał, w której
jako markerów użyto enzymów, po,zwoliło
znacznie zmniejszyć, a nawet całkowicie wyeli-
minować ograniczenia występujące w dotych-
czas stosowanych metodach.

Spośród szeregu enzymów używanych w oma-
wianej technice, największe zastosowanie zna-
lazła peroksydaza chrzanowa. Enzynr ten po-
siada stosunkowo niski cięzar cząsteczkowy i
w związku z tym znakowany kompleks anty-
genu z przeciwciałem łatwo przenika do ko-
mórki. Poza tym peroksydaza chrzanowa dob-
rze znosi obróbkę histologiczną, nie tracąc nic
ze swej aktywności (B).

Jedną z technil< najczęściej używanl,ch do znako-
wania przeciwciał peroksydazą jest metoda z alde-
h;rclen glutalor.",ym podana przez Avrameasa (2). Me-
toda ta jest stosunkor.r,o prosta, a wykonanie jej lrie
przedstau,ia większych trudności ze rvzględu na do-
stępność uży,wanych -ł nie j związkóvł chemicznych.
Przygotowany tą metodą preparat, przechorvywany lv
temp. 4oC, zacholvu jc sw-o ją aktywność katalityczną
i immunologtczną prz,^z szereg miesięc;,, a w stanie
zamrożenia nawet przez pa.rę lat.
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Akt:rwność peroksydazy można uwidaczniać histo-
chemióznie za- pomocą szeregu odczynników, takich

reakc ji. obserwo-
rvać w także ze
względu orzystane

zowy. 'W pierwszym etapie antygen wiązany jest z
immunoglobulinami tworząc kompleks antygen
immtlnoglobulina. Następnie kompleks ten reaguje z
dodanymi rv nadmiarze przeciwciałami antyimmuno-
globulin powstaje nowy kom-
ńtek. na-antyimmunoglobuli-
lta, Nad lin polvoduje, że część
ich chwytnikórv nie zostaje wysycona i przez to moż-
liwe jest połączenie tego kompleksu
złożonym z peroksydazy i surowicy an
wej. otrzymanej od tego samego gatu
co immunoglobuliny. Dopiero taki układ wybarwia-
my histochemicznie na peroksydazę. Zasady opisanej
techniki zostały opracowane przez Sternberga i wsp,
(13), a w 2 lata później Doughery i rvsp. (6) zastoso-
wali ją do badań wirusologicznych.

Metody immunoenzymatyczne można stosować do
vlykrywania antygenów w hodowlach komórkowych,
rozmazach i skrawkach histologicznych. Preparaty
sporządzone tą techniką są stosunkowo 1rwałe, co
niewątpliwie stanowi dużą ich zaletę.

Oceniając rx,artość metod immunoenzymatycznych
należy stwierdzić, że chociaż wyniki uzyskiwane ty-
mi metodami są podobne do rezultatów otrzymywa-
nych przy pomocy immunofluorescencji, to jednak
trwałość preparatów, możliwość oglądania ich w zwy-
kłym mikroskopie świetlnym, stosunkowo silna rea-
kc ja barwna oraz duża czułość i srxzoistośó metody,
szczególnie techniki PAP, stawia metody immunoen-
zymatyczne przed techniką immunofltlorescencyjną.

Te zalety sprawiły, że technika immunoenzymaty-
czna znajduje colaz szersze zastosowanie, zwłaszcza
przy wykrywaniu i lokalizacji antygenów i cząstek
wirusowych.
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Ryc. 1. Technika peroksydazowo-antyperoksydazol,ł,a

- schematyczny przebieg reakcji
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Siverd i Sharon (12) adaptowali metodę przeciwciał
znakor.vanych peroksydazą do wykrywania wirusa
krowianki (szczep 'WR 204) w hodowlach komórek
Iinii ciągłej L. Po upły."vie 6 godzin od chwili zaka-
żenia w cytoplazmie komórek obserwowano pojawie-
nie się ciemnobrązolvych, odgraniczonych ciałek
rvtrętowych. Obraz ten nie ulegał zmianie po 18 go-
dzinach, natomiast po 48 godzinach od chwili infekcji
zacierała się granica między ciałkami a cytoplazmą.
W hodowlach kontrolnych nie obserwowano reakcji
nieswoistl,ch. Równolegle, dla porównania, zakażone
hodorvle barwiono metodą Giemzy lub oranżem akry-
dyny. Najwyraźniejszy obraz zmian w zakażonych
komórkach obserwowano jednak przy zastosowaniu
metody immunoenzymatycznej,

Kurstak i wsp, (9) badali lokalizację wirusa cyto-
megalii w hodowli komórkowej przy użyciu przeciw-
ciał znakowanych peroksydazą, Autorzy ci obserwo-
wali obecność antygenu rvirusowego początkowo w
jądrze, a następnie w cytoplaźmie.

Badania nad poTównaniem bezpośredniej i pośre-
dniej metody immunoperoksydazowej przy lvykry-
rł,aniu wirusa Herpes equź prowadzili Teufel i wsp.
(15). Metoda bezpośrednia dawała dokładniejszy obraz
lokalizacji antygenu lvirusowego w jądrze i cytopla-
zmie zakażonych komórek niż metoda pośrednia.

Lokalizacię lł,irusa IBR w hodow]ach nerki cielę-
cia przy uży,ciu techniki peroksydazowej badali Parks
i wsp, (11), Przy obserwacji preparatów rv mikrosko-
pach świetlnym i elektronowym stwierdzono kore-
lację lv lokaiizacji antygenu wirusolvego i cząstek
wirusa. Antygen wykrylrlano r,v postaci ciemnobrą-
zowych złogów po 6 godzinach od zakażenia tj. lv
okresie, kiedJ, gra.llri rł,irusowe zaczęły się pojawiać
w cytoplazmie.

Ryc. 2. }Iodowle zakażone wirusem SVag w 48 godz.
po irrfekcji (wg 17). Reakcję dodatnią (immunoenzy-
matyczną) oznaczono strzałką, reakcję ujemną ozna-

cza grot strzałki

Wicker i Awrameas (17) zastosowali technikę zna-
kowanych enzymami przeciwciał do wykrywania an-
tygenów adenowirusa 12, SVł i wirusa K w hodo-
wlach komórkowych. Autorzy ci użyli do badań pe-
roksydazę, alkaliczną fosfatazę oraz oksydazę gliko-
zy. Przy użyciu trzech r.vymienionych enzymów uzy-
skano zbliżone do siebie wyniki pod względem loka-
lizacji antygenu i swoistości odczynu, Uzyskane wy-
niki pokrywały się w pełni z obserwacjami otrzyma-
t-rymi przy użyciu metody immunofluorescencyjne j.
Ci sami autorzy wykorzystując różnice w reakcjach
barwnych, wykazali możliwość jednoczesnego stoso-
rł,ania przeciwciał znako\^/anych dwoma różnymi en-
zymami do wykrywania dwóch antygenórv w jednym
preparacie. Obserwowane reakc je nieswoiste były
łatwe do odróżnienia od swoistych skupisk barw-
nych. Zdaniem autorów Teakc je nieswoiste można
wyeliminować stosując zamiast odpornościowych su-
rowic globuliny o wysokim mianie.
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Benjamin i Ray, (3) porównyrvali w celach diagno-
stycznych metodę peroksydazową z innymi metodami
stoso.ł,anymi standardowo przy diagnostyce wirusów
grypy, parainfluenzy i wirusa RS. Uzyskano 1000ń
zgodności n,yników metodą peroksydazową i odczy-
nem seroneutralizacji. W hodowlaclr zakażonych wi-
rusem RS, metodą immunoenzymatyczną wykrywano
obecność wirusa po 12 godzinach od chwili infekcji,
podczas gdy efekt cytopatyczny poja,,viał się między
48-72 Eodziną. Przy mianowaniu wymienionych wi-
rusów w hodowlach komórkowych, najwyższe miana
uzyskiwano metodą enzymatyczną.

Boyle i Atherton (5) zaadaptowaii odczyn przeciw-
ciał znakorł,anych peroksydazą do wykrywania wiru-
sa odry. Hodowle komórek \ł,ybalwiane 40-50 godzin
po inlekcji zawierały wielojądrzaste komórki olbrzy-
mie z brązowymi zlogami w cytoplazmie. Uzyskane
wyniki pokrywały się z danymi otrzymanymi metodą
immunofluorescencji, z tym, że przy użyciu techniki
immunoenzymatycznej obserwowano znacznie słabsze
reakcje niesrvoiste.

Atanasiu i wsp. (1) badali przydatność metody im-
munoenzymatycznej do wykrywania antygenu wiru-
sa wścieklizny w hodowlach oraz narządach zwierząt
zakażonych. W preparatach odciskowych z móz9u
zwierząt zakażonych wirusem ustalonym, antygen
wirusowy wykrywano rv postaci małych i dużych
skupisk barwnych, Natomiast ,w preparatach odcisko-
rv.wch mózgu zwietząt zakażonych wirusem ulicznym
strvierdzano tylko duże skupiska, Analogiczne wyni-
ki uzyskano przy użyciu techniki imtnunofluorescen-
cyjnej. Wymienieni autorzy rł,skazują na dużą przy-
datność metody immunoenzymatycznej do diagnostyki
wścieklizny oraz do badań nad strukturą antygenową
\,vrrusa.

Becker i wsp. (4) wykrywali przy pomocy metody
itnmunoenzymatycznej antygen wirusa TGE w hodo-
rr,lach komórek tarczycy. Cytoplazma zakażonych ko-
mórek przybierała różne odcienie brązu v/ zależności
od iIości zlokalizowanego tam antygenu. Techniką
immunoenzymatyczną wykrywano barwne złogi leżą-
ce w cytoplazmie o rozmiarach około 0,5-2 !łm.
Prawdopodobnie były to zawierające u/irus rł,akuole,
jakie obserwuje się w zakażonych komórkach w mi-
kroskopie elektronowym.

Przy zastosowaniu techniki immunoenzymdtycznej,
Ubertini i rvsp. (16) v/ykrywali antygen reowirusa w
hodowlach q,ątroby szJrmpansa.'Wewnątrz cytopla-
zmy ńkażonych komórek obserwowano ciemnobrą-
zowe złogi, które pod względem lokalizacji odpowia-
dały obrazorvi otrzymanemu techniką immunofluo-
rescencJr.

Sutmoller i Cowan (14) prowadzili badania nad
przydatnością trzech metod immunoenzymatycznych
do l\Iykrywania wirusa pryszczycy. Każda z metod
okazała się przydatna, jednak najsilniejsze reakcje
uzyskirłrano przy zastosowaniu metody peroksydazo-
wo-antyperoksydazowej (PAP). Wymienieni autorzy
wskazują na przydatność metody immunoenzymaty-
cznej dla rvykrywatria wirusa pryszczycy.

Jak wynika z tego krótkiego przeglądu prac nad
zastosowaniem metody znakowania przeciwciał enzy-
mami w badaniach wirusologicznych, technika ta ze
względu na swoje zalety zasługuje na bliższe zainte-
resorvanie, gdyż jako jedna z szybkich metod wy-
kryr.vania wirusów może oddać cenne u_cługi w dia-
Bnostyce i zwalczaniv zakażeń wirusowych ludzi
i zwietząt.
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xx-to rocznico
stłumienio nosocizny w Polsce

końcu XVIII wieku Duńczyk Virborg wykazał do-
świadczalnie zaraźliwość nosacizny. Błędne poglądy
zachowują się długo. -W Europie Wschodniej prze-
trwały one aż do końca XIX wieku, ,,Jeszcze przed
S0-Iaty - napisał Gordziałkowski rv 1929 r, - nie-
którzy klinicyści twierdzili, źe nosacizna koni może
powstawać samorzutnie, pomimo (tu w sensie bez)
zarażenia rv zależności od rozmaitych szkodliwych
czynników jak wycieńczenia, przemęczenia, zaziębie-
nia, że zwykłe nieżyty błon śluzowych nosa mogą
przeistaczaó się w nosaciznę, że zołzy mogą przecho-
dzić w nosaciznę itp."

Traktowanie nosacizny jako choroby przemiany
materii miało zgubne następstwa. Nie przestrzeganie
odosobnienia i odkażania umożIiwiło swobodne sze-
rzenie się choroby. Straty w pogłowiu końskim były
olbrzymie jak stwierdza ją to statystyki europe jskie.

W latach 1835-1845 w l,vojsku francuskim wybija-
no rocznie 5,10ó koni, a w całym kraju 1,130/o; w la-
tach nieco późniejszych - 1857-18173 - w sąsiedniej
Belgii - 12,80ń. W początkach XIX stulecia na konie
iondyńskich Kompanii Omnibusowych przypadło ?50/o
przypadków wykrywanej nosacizny.

W Polsce przedrozbiorolvej nosacizna występowała
nagminnie wśród koni. Taki wniosek można wysnuć
z piśrniennictwa hipologicznego i weterynaryjnego.
Piśmiennictwo od Biernata z Lublina, domniemane-
go autora pierwszych druków weterynaryjnych w
języku polskim, aż do ks. Krzysztofa Kluka, zawiera
opisy i sposoby leczenia tej choroby oraz przestrogi
przed jej zaraźIiwością.

,,W dotmach gościnnych _ pisze Dorohostajski w
Hippice - sieła (dużo) się 1udzi i rozmaitych koni
przemija, obar,viać się trzeba, żeby jaka szkapa no-
sata,.. na tym miejscu, edzie twój stać ma, przed tem
nie stała". I poleca karmić konie w drodze z ptze-
nośnych obroczników. Jest to znamienne, ponieważ
Dorohosta jski zgodnie z panującą teorią humoralną
Galena - tłumaczy powstanie nosacizny nieprawi-
dłowym składem płynów organizmu i nosaciznę na-
zywa żółcią spaloną czyli wozgtzyr,r,ością.

Przysłou,ie ,,Niech będzie srokaty, byle nie nosaty"
świadczy jak wielką wadą w potocznym mniemaniu
była nosacizna i o jej rozpowszechnieniu.

W czasie zaborów sytuacja epizootyczna kształto-
wała się różnie.

W Rosji carskiej było najgorzej. Na początku XX
wieku rokrocznie ujawniano przeciętnie 23 tys., a w
1912 r. nawet ponad 31 900 przypadków nosacizny
koni. Zdarzały się liczne zakażenia ludzi.

W 1844 r. w Królestwie Kongresowym wydano
Ustarvę polic ji weterynary jne j, zajmu jącą się zwal-
czaniem chorób zaraźliwych zwietząt. Na rvłaścicielu
spoczywał obowiązek zgłaszania przypadków chorób
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Zgorzelea

W 1976 r. minie dwadzieścia lat od stłumienia no-
sacizny w Polsce. Liczne są nazwy tej choroby. Jed-
ne nawiązują do umiejscowienia procesu w jamach
nosowych jak nosatośó, nosacizna, smarkatość, smar-
kacizna, ciekączka, pryskanie, nos; drugie do
zmian powłok ciała - 

jak robak, tylczak; inne -do sposobu powstawania choroby: wozgrzywość czyli

nosacizna przeszły do
Ieczwz treści.Tyl-

i::ilffi:T, :,i:9ł i.Tfi;
kiedyś oznaczało obrzęk.

Łacińska nazwa malle?r§ wywodzi się z języka grec-
kiego: maiis zrLaczy zły. Już w starożytności wiedzia-
lo, że nosacizna jest nieuleczalna i przenosi się na
ludzi. Poświadczył to Arystoteles. W dalekiej prze-
szłości często rvystępowały przypadki zachorowań lu-
dzi na nosaciznę. Spożywano koninę, zwłaszcza pod-
czas uroczystości religijnych. 'Wskazują na to malo-
widła w grotach po obu stronach Pirenei i znaleziska
kostne w dolinach górskich.

Podobnie obrzędy religijne Prasłowian były połą-
czone z ą miłej bogom je-
dzenia łu z chwilą pr jań-
stwa s wstręt, który się
prawie do naszych czasów. Przez 7ata ludność gro-
madziła się potajemnie w niedostępnych miejscach
i tam spożywała koninę, oddają cześó pogańskim boż-
kom. Świadczy o tym nie tylko nawrót pogaństłr,a
za Masłarva, ale i lustrac ja legatów papieskich w
XIII wieku (1).

W miarę postępu chrystianizacji ludrrość okoliczna
piętnowa ziś kanibalizm, czego śla-
dem są ci: Konojady, Konecko
(skrót K , Konopad, Konotop, Ko,
niaków, Końskie, Konin itp. Udomowienie konia za-
cieśniło więż z człowiekiem. Zagęszezenie zwierząt
spotyka,ne przede wszystkim w wo jsku - sprzy ja
szerzeniu się nosacizny. Pisarze rzymscy jak Vege-
tius i przyboczny lekarz koni cesarza Konstantyna
Wielkiego - Apsyrtus przestrzegali przed zaraźliwo-
ścią nosacizny. Dopiero w średniowieczu zaczęto uwa-
żać nosaciznę jako skutek niewłaściwego składu pły-
nów organizmu. Wtedy najwyższym autorytetem w
naukach lekarskich był Galen, którego humoralna te-
oria chorób przetrwała do XVIII wieku.

Reminiscencją tej teorii był pogląd Lafossa, założy-
ciela Szkoły WÓterynaryjnej w Alforcie. Utrzymywał
on jeszcze w XIX wieku, że przewlekła nosacizna
nie jest zaraź|iwa. Natychmiast zaprzeczył temu
Bourgelet, założyciel Szkoły Weterynaryjnej w Lyo-
nie. Były to czasy, kiedy Francuz Rayner przeniósł
nosaciznę z człowieka na konia, A wcześniej, bo w
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