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Badania nad wykrywaniem zakazeA wirusem nosowki

metodq przeciwciat fluoryzujacych u tchérzofretek

7 Zakladu Higieny Weterynaryjnej w warszawie

Wisréd wielu problemoéw zwigzanych ze zwal-
czaniem nosdwki u zwierzat futerkowych
i psow, prawidlowe rozpoznanie choroby wyda-
Je sig¢ mie¢ podstawowe znaczenie. Rozpoznanie
kliniczne noséwki nie zawsze jest mozliwe,
zwlaszcza we wczesnym okresie  choroby
wzglednie w nietypowym jej przebiegu. Prze-
bieg mnietypowy wywolany jest najczescie]
wcezesng terapia, w wyniku ktorej moga nie wy-
stgpowad charakterystyczne dla noséwki obja-
WYy, przypisywane wtérnym procesom bakteryj-
nym. W tych m. in. przypadkach badania labo-
ratoryjne sa niezbedne.

W diagnostyce laboratoryjnej noséwki rozwi-
nigto szereg metod, ktére mozna sklasyfikowaé
w dwoch grupach jako: bezpoérednie i posred-
nie. Do metod bezposrednich zaliczy¢ nalezy:
izolacje wirusa, prébe biologiczng (fretki, psy)
lub wykazanie cialek wtretowych w komorkach.
Izolacja wirusa i préba biologiczna jest tech-
nicznie trudna do przeprowadzenia, wzglednie
kosztowna i czasochtonna i dlatego rzadko stoso-
wana w diagnostyce rutynowej. Wykrycie typo-
wych cialek wiretowych jest mozliwe w calym
szeregu tkanek, w tym takze w leukocytach.
Cialka wiretowe moga by¢ wykazane przy po-
mocy prostych, szybkich i tanich metod histo-
chemicznych i mozna je wykryé w ponad 50%
wezesnych przypadkdéw klinieznych noséwki (7).
Nalezy mie¢ jednak na wzgledzie, ze reowirusy
moga réwniez produkowac cialka wtretowe, kto-
re znajdujg sie w tych samych komorkach tka-
nek i nie mozna ich odroznié¢ od tych, jakie wy-
woluje wirus noséwki.

Do poérednich metod diagnostycznych nosow-
ki zalicza sie rézne metody serologiczne. Do naj-
szerzej stosowanych nalezy odczyn seroneutrali-
zacji (1, 9, 10) oraz odczyn wigzania dopelniacza
(4, 138, 14). O infekcji mozna wnioskowaé¢ na
podstawie dwoch kolejnych badan, gdzie obser-
wuje sie wzrost poziomu przeciwcial, §wiadcza-
cy posrednio o uprzednim zakazeniu. Powyzsze
dotyczy réwniez préby immunodyfuzji w zelu
agarowym (12, 15).

Stosowana szeroko w ostatnich latach w diag-
nostyce laboratoryjnej mikroskopia immuno-
fluorescencyjna, znajduje rowniez zastosowanie
w wykrywaniu zakazen wirusem noséwki (4, 5,
6, 8, 11). :
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W Polsce, jesli nam dobrze wiadomo, temat
ten nie zostal dotychczas podjety. Przedstawione
badania wlasne majg na celu okreélenie lokaliza-
cji wirusa w roznych narzadach i ustalenie moz-
liwosci jego wykrywania w kolejnych fazach
choroby.

Material i metody

Do do$wiadczen uzyto 12 tchoérzofretek w wieku od
3—6 m-cy. Szes¢ zwierzat (nr nr DO1—~—DQG6) zakazono
dootrzewnowo 1 ml szczepu LL-68 wirusa nosowki
o mianie zakaznym 103 DLM;,, 5 dalszych (nr nr PK7—
PK11) przez kontakt z chorymi, jedno (nr K12) sta-
nowilo kontrole. Dwa zakazone dootrzewnowo zwie-
rzeta (DO2, DO3) uépiono 4 dnia, nastepne dwa (DO3,
DO4) 6 dnia po mzakazeniu. Pozostale zwierzeta padly
w 10—16 dni od zakazenia.

Od zwierzgt zakazonych przez kontakt pobierano
krew (spod pazura) w dniu ekspozycji i co 24 godzi-
ny, po uprzednim odnotowaniu temperatury ciala.
Rozmazy sporzgdzano z duzych kropli krwi na 3 szkiel-
kach podstawowych. Zwierzeta padle poddawano sek-
cji. Do badan immunofluorescencyjnych i histoche-
micznych pobierano centralny uktad nerwowy (CUN),
rézne wezly chlonne, $linianki, migdalki, tchawice, plu-
co, Sledzione, watrobe, troustke, wycinki jelit, nerke
i pecherz moczowy. Identyczny material pobierano od
sztuki kontrolnej.

Surowice i immunoglobuliny znakowane:

1. Surowica odpornosciowa psa otrzymana z ,Biowet”
Pulawy.

2. Gammaglobulina psa ,,Caniglobin FHL” (ser. 10775),
produkeji ,,Biowet” Pulawy.

3. Gammaglobulina psa ,Stagloban” (K. nr 368), pro-
dukeji Behringwerke AG.

4. Konjugat z surowicy odpornosciowej psa, 1gG —
FITC #).

5. Konjugat ,Gamakon CDV”
Czechoslowacja.

Przygotowanie preparatéw.

Skrawki mrnozone 4 do 6 u gruboSci nanoszono na
szkietka podstawowe ze szkla nie dajacego fluorescen-
cji wlasnej, utrwalano w acetonie schlodzonym do
—20°C przez 10 min. Z CUN sporzadzano preparaty
odciskowe. Preparaty wysuszono na powietrzu, nano-
szono konjugat, inkubowano w komorze wilgotnej w
temp. 37°C przez 30 min., plukano 2 X po 10 min.
w 0,156 M buforze fosforanowym o pH 7,6, a nastepnie
zanurzano w wodzie destylowanej, suszono na powie-
trzu i zatapiano pod szkielkiem nakrywkowym w gli-
cerynie buforowanej o pH 7,6. W analogiczny sposob
przygotowano preparaty z materialu kontrolnego.

Preparaty z krwi sporzgdzano przez rozprowadzenie
duzych kropli krwi na szkietku podstawowym (§rednica
rozmazu 1 cm). Dalsze postepowanie jak przy skraw-
kach mrozonych. .

produkeji ,,Bioweta”

*) Konjugat zostal sporzadzony w pracowni biochemicznej
tulejszepo Zakladu pod kierunkiem prol. dr Stanistawa Grysd.



Nr 2

Preparaty odeiskowe z CUN oraz skrawki mrozone
z pozostatych tkanek barwiono wg metody Sellersa
dla wykazania cialek wtretowych. Wynik immunofluo-
rescencji uznano za swoisty w przypadku gdy:

— preparat z tkanek zwierzecia niezakazonego wiru-
sem noséwki, przygotowany jak od zwierzecia za-
kazonego, dal wynik ujemny,

— wynik ujemny uzyskano po naniesieniu na 30 min.
homologicznej nieznakowanej surowicy odpornoscio-
wej, przed nalozeniem konjugatu (inhibicja fluore-
scencji),

— uzyskano wynik ujemny przy zostosowaniu hetero-
logicznyeh (np. wéciekliznowych) przeciwcial zna-
kowanych.

Wyniki

U zwierzat zakazonych dootrzewnowo wiru-
sem noso6wki rozwinely sie typowe objawy cho-
roby prowadzacej do zejscia $miertelnego w 10—
12 dni od daty zakaZzenia. Wycinki narzadéw do
badan pobierano w czasie 24 godzin od padnigcia
za wyjatkiem 2 sztuk (DO1 i DO2) padlych 10
i 11 dnia po zakazeniu dootrzewnowym, a ktore
od chwili badan przetrzymano w temp. —20°C
przez okres 28 dni. Przetrzymanie zwtok tcho-
rzofretek w zamrozeniu nie wplyneto w uchwyt~
ny sposob na otrzymane wyniki badan.

W probie immunofluorescencji bezposredniej
w tkankach zwierzat u$pionych 4 dnia po zaka-
zeniu obserwowano antygen w postaci drobnych
fluoryzujacych ziarnistosci w cytoplazmie ko-
morek. W materiale od zwierzat zgtadzonych 6
dnia po zakazeniu, obserwowano ponadto duze
owalne obiekty o zielono-zéltej fluorescencji za-
rowno w cytoplazmie, jak i w jadrach komérek,
odpowiadajace wielkoscia i ksztaltem eozynofil-
nym ciatkom witretowym. Z uplywem czasu
liczba i wielko$¢ duzych obiektow fluoryzuja-

Tab. 1. Rozmieszczenie antygenu moséwki u tchérzo-

fretek zakazonych dootrzewnowo (DO) i przez kontakt

(PK) — w réznych tkankach i czasie — wykrywanego
proba immunofluorescencji (IF)
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cych wurastala, co mozna bylo stwierdzi¢ w ma-~
teriale ze zwierzat padlych. Wystepowanie i roz-
mieszezenie antygenu w roéznym czasie i w posz-
czegblnych tkankach przedstawiono w tab. 1.

Najwcezesniej antygen stwierdzono w znacz-
nej liczbie retikulocytow badanych wezléw
chlonnych. W skrawkach weziéw chlonnych po-
chodzacych od zwierzat uspionych 6 dnia po
zakazeniu, wszystkie komorki zawieraly anty-
gen. Nagromadzone w ich cytoplazmie masy
wirusa ukladaly sie najczeSciej w formie piers-
cienia lub poélksiezyca, nadajac catemu skraw-
kowi charakterystyczny wyglad (ryc. 1). Zaob-
serwowano, ze w tym samym czasie antygen
wystepuje rowniez w limfocytach migzszu bia-
tego, retikulocytach migzszu czerwonego $le-
dziony, w limfocytach i nablonku migdalka oraz
prawie we wszystkich badanych narzadach.

Ryc. 1. Wezel chlonny podzuchwowy tchérzofretki

(DO5) 6 dnia po zakazeniu dootrzewnowym. Masy

antygenu gléwnie w ksztalcie pierScienia i pétksiezyca

widoezne w cytoplazmie wszystkich komoérek skrawka
(pow. ok. 1200 X)

U zwierzat padlych zaréwno po zakazeniu do-
otrzewnowym, jak tez zakazonych przez kontakt
z chorymi, antygen wystepowal w duzych ilos-
ciach we wszystkich badanych narzadach. Sto-
sunkowo najmniej wirusa stwierdzono u tcho-
rzofretek w centralnym ukladzie nerwowym

Ryc. 2. Skrawki z mézgu tchérzofretki (PK10) padlej

12 dnia po ekspozycji. Swoista fluorescencja antygenu

nosé6wki widoczna na przekroju poprzecznym naczy-
nia krwiono$nego (pow. ok. 1200 X)
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i trzustce. W CUN we wszystkich jego ezesciach
antygen stwierdzono jedynie W komorkach

Scian naczyn krwionosnych (ryc. 2), w trzustce.

natomiast w postaci drobnych czastek fluoryzu-
jacych w komorkach trzustkowych 1 nablonku
kanalikow wyprnwadzaja;cy{:h.

W watrobie antygen wystepuje najczescie]
w postaci drobnych, réwnomiernie rozsianych
czasteczek w cytoplazmie komoérek Kupfera,
oraz drobnych ziarnistosei w nablonku przewo-
dow zolciowych.

W drogach odechowych antygen obserwowa-
no w postaci drobnych kuleczek do duzych
owalnych aglomeratow W komérkach tchawicy
i oskrzeli a takze w komorkach przegrody pé-
cherzykowej i tkanki okolooskrzelowej.

W przewodzie pokarmowym antygen nosowki
wykrywano najpierw w limfocytach warstwy
wlasciwej blony sluzowe] zoladka, dwunastinicy
i jelicie grubym. U wszystkich sztuk padiych
po zakazeniu obserwowano swoista fluorescen-
cje rowniez W cytoplazmie komorek gruczolow
zoladkowych i blony sluzowej jelita grubego.

W drogach moczowych antygen wykrywano
w komorkach nablonka (zwykle w cytoplazmie)
w postaci drobnych 1 duzych owalnych obiek-
tow fluoryzujacych. W nerce swoista fluorescen-
cja wystepuje w nablonku miedniczki nerko-
wej (rye. 3), natomiast ktebuszki i kanaliki ner-
kowe nie zawierajg antygent. W pecherzu mo-
czowym antygen wirusa zlokalizowany jest
w znacznych
przejsciowego.

loseiach w komorkach nablonka

Ryc. 3. Skrawek miedniczki nerkowej tehérzofretki

(PKg) 10 dnia po ekspozyeji. Widoezne duze najczes-

ciej owalne zlogi antygenu W komoérkach nablonka
(pow. ok. 1200 X)

Krew. Od pieciu tchorzofretek (PKT7 do PK11)
zakazonych na drodze kontaktu ze zwierzetami
chorymi pobierano krew w odstepach 24 godz.
do badan immunofluorescencyjnych z jedno-
czesnym mierzeniem temperatury ciala (tab. 2).

Zwierzeta, ktore w dniu kontaktu z chorymi
mialy temperature w granicach 37 do 38,9°C,
w 2 do b dni wykazywaly stopniowy jej wzrost
do okolo 40,5°C. Wysoka temperatura utrzymy-
wala sie przez kilka dni, a po tym czasie naste-
powal szybki jej spadek i $mieré zwierzeeia,
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Tab. 2. Wystepowanie antygenu W rozmazach krwi
obwodowe] u tehorzofretek zakazonych przez kontalkt

—
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W preparatach z krwi tych zwierzat wykry-
wano antygen wirusa n sowki z chwilg wzrostu
temperatury ciala, a tylko u jednego (PK11) na
dwa dni przed zwyzka temperatury. Wyniki do-
datnie z krwi otrzymywano praez calty okres
choroby zwierzat. Antygen znajdowano naj-
czeseiej w cytoplazmie komorek limfatycznych
krwi obwodowej, w formie ziarenek wzglednie
aglomeratu zaj mujacego duzg czesc eytoplazmy

(ryc. 4).

Ryc. 4
6 dnia po ekspozycii. Speeyliczia fluorescencja widocz-
na najlepie] w cyloplazmie W komoérkach jednojgdrza-

Rozmaz krwi ohwodowej tchérzofretki (PKT

styeh (pow. ok. 1200 X)

Ciatka wiretowe. W tkankach, w ktorych
uprzednio metoda przeciwcial znakowanych
stwierdzono liczne, duze owalne obiekty fluory-
zujace — mozna bylo z reguty metodami histo-
chemicznymi stwierdzi¢ ciatka wtretowe. Za-
gadnienie to zostanie bardziej szezegolowo
przedstawione W drugiej czescl doniesienia.
7 uzytych do badan surowic odpornosciowych
i gammaglobulin W celu potwierdzenia Swo=
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istodei fluorescencji na drodze jej inhibicji —
zadewalajace wyniki uzyskano jedynie z ,,Cani-
globin FHW",

Omowienie wynikow

Zakazone przez kontakt z chorymi tchorzo-
fretki, reaguja w krotkim czasie na zakazenie
podwyzszona temperatura ciala. Rozmazy kiwi
obwodowej badane w tym okresie metoda prze-
ciweial znakowanych, porzwalaja z reguly na
wvkazanie w nich antygenu nosowki. Dowodzi
to. ze u tchorzofretek, a jak wynika z niepubli-
kowanvch badan na norkach — réwniez u tych
zwierzat, zakazenie wirusem nosoéwki moze by¢
rozpoznane na kilka dni przed wystapieniem
innych objawow choroby.

W badaniach wlasnych nie starano sie wyka-
za¢ antygenu u tchorzofretek w wymazach
z blony Sluzowej spojowki oka, pochwy.
wzglednie napletka. Zabieg pobierania takiego
materiatu jest o wiele bardziej utrudnionv ani-
zeli krwi. Wydaje sie rowniez, ze wyniki badan
krwi sg bardziej wiarogodne anizeli z bloa $lu-
zowych. Fairchild i wsp. (6) przeprowadzajac
badania na 7 eksperymentalnie zakazonych
psach, otrzymali wynik dodatni ze spojéwki u 1
psa na 5 dzien, a u dwdéch dalszych ze spojowki
i pochwy na 8 dzien po zakazeniu.

W materiale sekeyjnym najwczedniej antygen
znajdowano w weztach chlonnych, co jest zgod-
ne z wynikami Liu i Coffina (11).

W roznyeh innych narzadach wirus wykrywa-
nv jest w miare rozwoju choroby i w coraz
wiekszych ilodciach (tab. 1). Wykrycie antyge-
nu nosoéwki metoda przeciwcial znakowanych
w roznyveh tkankach zwierzat jest mozliwe w
kazdej fazie choroby o przebiegu ostrym,
a otrzymywane wyniki sa swoiste.

7 dotychezasowvch doniesien wvnika. Ze nie-
specyficzno$é proby bvlabv mozliwa w przy-
padku zakazen wirusem pomoru bydia wzgled-
nie wirusem odry, gdyz jak iwierdzi Breese
i Boer (3) wirus nosowki psow. wirus pomoru
bydla i wirus odry — sa antygenowo i morfolo-
gicznie podobne.
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Camyas C., T'ypcruit E. — Wecnenoranua no o0Hapy-
JKMBAHNI0 MH@MEKUUIT BMPYCOM uYyMbl cofax MeTomoM
(hJII0OpECIEHTHRIX INMPOTHBOTE)I Yy IMOPHUIOB JI€eCHOIO M
oeqoro aPpUKAHCKOr0 X0pDLKOB.

McTOAOM HemocpeACTBeHHON MMMYHOMII00PeCHelImu
MCCHeNOBaNM pPa3nUYHBle TKAHM M MAa3KyU M3 KPOBU
rubpunoB JdecHoro U 6esoro athpUKAHCKOIO XOPBKOEB,
3apazkeHHbBIX 9KCHePUMEHTAILHO BUPYCOM uYyMbl cODak.

TIpnKU3HEeHHBbIMM MCCJICNIOBAHMAMKU Ma3KO0B M3 Iepy-
hbepuyueckoi KpoBKM aHTUreH yyMbI cobax obHApPYKM-
BajlM HECKOJBKO JHEM mocie UHMEeKUMM, KaK IIPaBUIIO,
B MOMEHT POCTa TeMIIEPaTypPh! Tesa.

B TRaHax yOUThIX MMBOTHBIX, yOUTHIX Ha 4 U 6 Jeun
M 11aBUIMX B Pe3yJaLTATC MHMEKIMM, aHTUTEH OTMEUaJIn
cuepsa B IuM@MATHUUCCKUX ¥3JaX, a 32TEM B OCTANLHBIX
JICCaeIYEMBIX OpTaHax.

Samdl S., Goérski J. — Studies on the detection of di-
stemper virus infecltion in polecat-ferrets by the met-
hod of fluorcscent antibodies.

There were studied by the method of direct fluores-
cent antibodies, tissues and blood smears of polecat-
-ferrets experimentally infected with the wvirus of
distemper. Viral antigen was detected in blood smears
after a few days since the infection, generallv when
a rise of body temperature appeared.

In tissues of the animals slaughtered after 4—6 davs
and these of dead animals, viral antigen was detected
first in lymph nodes, then in other organs studied.

ROSSI C. R., KIESEL G. K., HUBBERT W, T.: Poziom
immunoglobulin i stezenie inhibitoréw enterowiruséw
bydla w wodach plodowych. (Immunoglobulin con-
centrations and bovine enterovirus inhibitors in fetal
bovine fluids). Cornell Vet. 66, 381—386, 1976 (3).

Poziom immunoglobulin i inhibitordw enterowiru-
sow (P13, IBR, andenowirus typ 1. RSV-long, BVD)
okreslono w surowicy krwi oraz plynie owodniowym
i omoc7inwym 53 ploddw w owieku 24—90 dni. oraz
w surowicy ciezarnych krow. Immunoglobuliny klasy
Igc 1 IgM nie wystepowaly w plynie owodniowym,
Tylko w 2 przypadkach stwierdzono ich obecnosé
w plynie omoczniowym. Hamowanie wiruséw przez
surowice i wody plodowe zachodzi pod wplywem nie-
swoistych inhibitoréw.

G.

SCHULTZ R. D., MENDEL H., SCOTT F, W.: Wpiyw
zakazenia wirusem panleukopenii kotéw na rozwsj
odpornos$ci humeoralnej i komdrkowej. (Effect of felinc
panleukopenia virus infection on development of hu-
moral and cellular immunity). Cornell Vet. 66, 324—
332, 1976 (3). b

Panleukopenia (zapalenie jelit kotéw) jest jedng
7 najpowazniejszych choréb wirusowych kotéw. Pro-
cant $miertelnodei przy zakazeniach naturalnych
hardzo wysoki, Jest on nastepstwem zakazenn wtérnych
poniewaz wirus panleukopenii powoduje uszkodzenie
uktadu limfatycznego, szpiku kostnego, §ledziony. ob-
wodowe]j tkanki limfatycznej, wezléw chlonnych
i tkamki limfatveznei przewodu pokarmowedgn. W re-
lu prze$ledzenia wplywu wirusa na odporno$é swoisty
ciezarne kotki, kocieta w wiekn 2 tygodnie—?2 mie-
siace i doroste koty po zakazeniu wirusem uodpornia-
no krwinkami czerwonymi krélika oraz okreslano czas
odrzucania allograféw i autograféw skéry. U kotéw
zakazonyeh ,.in utero” 35 i 45 dnia Zycia wystenowalo
opdznienie w odrzucaniu allograféw skéry. Zakazenie
wirusem panleukopenii nie wplvweto na pierwotna
i wtérna odpowiedz immunologiczng w stosunku do

jeset

czerwonych krwinek krélika, Wydaje sie, ze wirus
wywiera pierwotne dzialanie immunosupresyjne na
komérki T.

G.
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