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CHOROBY ZAKAZNE I |NWAZYJNE
STEFAN SAMOL, JERZY GÓBSKI

Badonio nCId wykrywoniem zakażeń wirusem nosówki

mefodq przeciwcioł fluoryzujqcych u tchórzofretek
z Zt\|{ł,adu Higieny Weterynaryjnej !v warszawie

Wśród wielu problemów związanych ze zwal-
czaniem nosówki u zwierząt futerkowych
i psów, prawidłowe rozpoznanie choroby wyda-
je się mieć podstawowe zrtaczenie. Rozpoznanie
kliniczne nosówki nie zawsze jesb możliwe,
zwŁaszcza we wczesnym okresie choroby
względnie w nietypowym jej przebiegu. Prze-
bieg nietypowy wywołany jest najczęściej
wczesną terapią, w wyniku której mogą nie wy-
stępować charakterystyczne dla nosówki obja-
wy, przypisywane wtórnym procesom bakteryj-
nym. W tych m. in. przypadkach badania labo-
ratoryjrre są niezbqdne.

W diagnostyce laboratoryjnej nosówki rozwi-
nięto szereg metod, które można sklasyfikować
w dwóch grupach jako: bezpośrednie i pośred-
nie. Do metod bezpośrednich zaliczyć należy:
izolację wirusa, próbę biologiczną (fretki, psy)
1ub wykazanie ciałek wtrętowych w komórkach.
Izolacja wirusa i próba biologiczna jest tech-
nicznie trudna do przeprowadzenia, wzgiędnie
kosztowna i czasochłonna i dlatego rzadko stoso-
wana w diagnostyce rutynowej. Wykrycie typo-
wyclr ciałek wtrętowych jest możliwe w całym
szeregu tkanek, w tym także w leukocytach.
Ciałka wtrętowe mogą być wykazane przy po-
mocy prostych, szybkich i tanich metod histo-
chemicznych i mozna je wykryć w ponad 507o
wczesnych przypadków klinicznych nosówki (7).
Należy mieć jodnak na względzie, że reowirusy
mogą również produkować ciażka wtrętowe, któ-
re znajdują się w tych samych komórkach tka-
nek i nie można ich odróżnić od tych, jakie wy-
woluje wirus nosówki.

Do pośrednich metod,diagnostycznych nosów-
ki zaltcza się różne metody serologiczne. Do naj-
szerzej stosowanych należy odczyn seroneutrali-
zacji (l, 9, 10) oraz odcz;rn wiązania dopełniacza
(4, 13, 14). O infekcji można wnioskować na
podstawie dwóch kolejnych badań, gdzie obser-
wuje się wzrost poziomu przeciwciał, świadczą-
cy pośrednio o uprzednim zakażeniu. Powyższe
dotyczy równiez próby immunodyfuzji w zelu
agalowym (12, 15).

Stosowana szeroko ,w ostatnich latach w diag-
nostyce laboratoryjnej mikroskopia immuno-
fluorescencyjna, znajduje również zastosowanie
w wykrywaniu zakażeń wirusem nosówki (4, 5,
6, B, 11).
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W Polsce, jeśli narrr dobrze wiadomo, temat
ten rrie został dotychczas podjęt5,. Przedstawione
badania własne mają na celu określenie 1okaliza-
cji wirusa w różnych narządach i ustalenie moż-
liwości jego r,vykrylvania w kolejnych fazach
choroby.

1\{ź!tcr_iał i me tody
Do doś,"viad,czeń, użyto 12 tchónzofretek w wieku od

3*6 m-cy. Sześć zwterząt (nr ,nr DO1-DO6) zakażono
dootrzewnowo 1 ml szczep,u LL-68 wirusa nosówki
o mianie zan<aźnym 103 DLM50, 5 dalszych (nr nr PK7-
P}śl,I) przez korrrtakt z chorymi, jed,no (nr K12) sta-
nowiio kontrolę. Dwa zakażclne d,ootrze-wnowo zwie-
rzęta (DO2, DOS) uśpionio 4 dnia, następne dwa (DO3,
DO4) 6 dlnia po zakażeniw, Poz,ostałe awierzęta padły
w 10-16 dni o,d zakażenia,

Od zwierząl zakażolny,ch przez konta)kt po,bierano
krew (spod pazura) łv d,niu elrspozycji i co 24 godzi-
ny, po up,rzednim odno,towaniu ternpenatury ciała.
Rozmazy sporządzano z ,dllżych kropli krwi na 3 szkieł-
kach podstawowych. Zwier,zęta padłe poddawano sek-
cji. Do badań irnrnunofluo,resce,rlcyjnych i hisitoche-
mieznych polbierano centralny ulkład nerwowy (CUN),
różme węły chłonne, ślinianki, migdałki, ;toharłricę, płu-
co, śleldzionę, wątrobę, tr,zustkę, wycirrki jelit, nerkę
i pęcherz moczorwy. Identyczny materiał pobierano od
sztuki kontrolnej.

Surolvice i l,mmunoglobuliny znakow,ane :

l. Su-rowica odporrnościowa psa otrzy,rnana z ,,Biowet"
Puławy.

2. Gamrnagloibulina 1xa ,,Oałniglobin FHL" (ser. 10775),
pro,dnrkcji,,Biowet" PuŁawy.

3, Gamrnaglobulina psa ,,Stagloban" (K. nn 368), pro-
dukcji Behringwerl<e AG.

4. Kolnjugat z surowicy o,dp,onnościpłvej psa, IgG -FITC *).

5. Kotnjugat ,,Garnai<on CDV" produkcji ,,Bioweta"
Czeoho,słowacj a.

Przygoiow,anie,preparątów.
Sknawki mnoŻone 4 do 6 ;-l gruboŚci rnąnoszono na

szkiełka podstąwowe ze szMa nie d.ającego fluorescen-
cji, własnej, utrwa],ano w acetornie schłodzo,ńyrn do

-20oC pnzez l0 ;rnin. Z CUN spolządzarro preparaty
odcirskowe. Preparaty wysu]szono na powietrzu, nano-
szono konjuge,t, inloubowono w kolmorze wilgotnej ,"v

temp. 37oC przez 30 min., płukano 2 X po 10 min.
lv 0;1t5 M btrforze fosf,o,ra,nowl,rn o pH 7,6, a następlnie
zanurjzano w wodz,ie destylowanej, susźolno ,na powie-
trzu i zatapiano po,d szkiełkiern nakrywkowl.rn w gli-
cerynrie ,bufor,owa:nej o pH 7,6. W a,na1,og.iczny sposób
przygotowano preparraty z m,ateriału ko,ntrolnego,

Preparaty z krwi sporządzano ,ptzez lozprowadze,nie
dużych kropli krwi na szkiełku podstawowym (średnica
rat"manJ 1 cm). Dalsze postępowalnie jak przy slirar,v-
kach mr,oŻ]onych.

-) KonjLrgat Został sporządzony w placowni biochemicznej
tLllejsZeAO Zak]źrdr] pod ltierLlnliieDl pi,()L. df stanislawa crysr.
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Pi,epalaty odoisltowe z CUN or,az skr.awki mr.ożone
z plo,zo,stałych tkanek barwiono wg metody Sellersa
clla wykazani.a ciałek wtrętowych. Wynik irnmu.nofluo-
lesconcji uznano za swoi§ty w przypadku gdy:

- preparat ęcia niezakażonego wir"u-
som nosó ny jak od. awierzęcia za-
każo,nego, dał wynik uje,mny,

- wynik ujemny uzy§kano po naniesieniłr na 30 min.
h omologiczne j rrrieznakowanej surowicy odporności o-
wej, plzed nałożeniem ko,njugatu (inhibicja fluore-
scencji),

- uzysI<ano wynik ujemlny przy zostosor,va,niu hetero-
logicznych (np. wściekliznowych) przeci."vciał zna-
kowanych.

Wyniki

U z:wierząt zakażonych dootrzewnowo wiru-
sem nosówki rozwinęły się typowe objawy cho-
roby proviadzącej do zejścia śmiertelnego w 10-
12 dni od daty zakażenia. Wycinki narządów do
badań pobierano w czasie 24 godzin od padnięcia
za wyjątkiem 2 sztuk (DO1 i DO2) padłych 10
i 11 dnia w zakażeniu dootrzewnowym. a które
od chwiii badań przetrzymano w temp. -20oCprzez okres 28 dni. Przetrzymanie zwłok tchó-
l,zofretek w zamrożeniu nie wpłynęło w uchwyt-
ny sposób na otrzymane wyniki badari,

W próbie immunofluorescencji bezpośredniej
rł. tkankach zwierząt uśpionych 4 dnia po zaka-
zeniu obserwowano antygen w postaci drobnych
fluoryzujących ziarnistości w cytoplazmie ko-
mćirek. W materiale od zwierząt zgładzonych 6
dnia po zakażeniu, obserwowano ponadto duże
owalne obiekty o zielono-żółtej fluorescencji za-
fówno w cytoplazmie, jak i w jądrach komórek,
odpowiadające wielkością i kształtem eozynofil-
nym ciałkom wtrętowym. Z upływem czasl
Iiczba i wielkość dużych obiektów fiuoryzują-

Tab. 1. Rolzmieszczerrie antygenu lnosówki u tchórzo-
fletek zakaźonych do,otrzewnowo (DO) i przez ko,ntakt
(PK) - w różnych tkan[raoh i czasńe - wykrywanego

tI'caó7 zżierżąć
(ołfuczekb. Dr )

rkdn*ć

cych wz]:,astała, cc_l mozna było stwierdzić w ma-
teriale ze zwierząt padłych. Występowanie i roz-
mieszczenie antygenu w róznym czasie i w posz-
czegóInych tkankach przedstawiono w tab. 1.

Na.jwcześniej antygen stwierdzono w znacz-
nej liczbie retikulocytów badanych węzłów
chłonnych. W skrawkach węzłów chłonnych po-
chodząpych od zwietząt uśpionych 6 dnia po
zakażeniu, wszystkie komórki zawierały anty-
gen. Nagromadzone w ich cytopłazmie masy
wirusa układały się najczęściej w formie pierś-
cienia lub półksiężyca, nadając całemu skraw-
kowi charakterystyczny wygląd (ryc. 1). Zaob-
serwo-wano, Że w tym samym czasie antygen
występuje równiez w limfocytach miąższu bia-
łego, retikulocytach miąższu czerwonego śle-
dziony, w limfocytach i nabłonku migdałka oraz
prawie we wszystkich badanych narządach.

Ryc, 1, Węzeł chłonny podżuchwowy tchórzofretki
(DO5) 6 dnia p0 zainażeni]u dootrzewnowym. Masy
antygenu głównie w kształcie pierścienia i półksiężyca
widoczne w cytoplazmie wszystlaich kornórek skrawka

(porv. ok. 1200 X)

U zwietząt padłych zarówno po zakażeniu do-
otrzewnowym, j ak też zakażony ch przez kontakt
z chorymi, antygen występował w dużych iloś-
ciach we wszystkich badanych narządach. Sto-
sunkowo najmniej wirusa stwierdzono u tchó-
rzofretek -w centralnym układzie nerwowym

Ryc. 2. SkrawkLi z mózgll tchórzofretki (PK10) padłej
12 dnia po ekstrrozycji. Swoista fluo,rescencja antygenu
nosówki widoczna na przekroju porprzecunym rlaczy-

nia kr.wionośnego (pow. ok, 1200 X)

Daednlczła DP.koĘa
Pedrerż Doczorg
dno żorądką

Jetićo kr€će
Jeućo 9rube

ot l^śni"r.iu, -) : Lljemny; +: lr]ało; ++ - średnio; ],+{- :
cluŻo - antygenLl' "") : nateriał przetrzyrnany 28 dnl w--20-c.
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Tab. 2. W tęp,ow,anie antygenlr w l,ozrflaz^cll krrvi

obwocltlwej tct]órzotreieii""ońzo"y,t1 plzez liontal<t

ozadczen.e
Dnt
po

ełspozyc1l

prZejŚciowego.

ny_9,. 3._^sł.9_*9\ ,ffł"';!ffllt(PKl]) 10 dnla_ po ach nabio,ni<a
ciej owalne złogi 
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istości fluoI,e,,scelrc.ji na. drriclze jej inlribicji -zaclr,..łtr'l ai ą1,1. 11,yniki u zyskal-ir; j edy rri e z ^,Cani-
glrlbin l I]W".

o rurirł,ienie lvynikti w

Zakażonę: przez kontakt z chorynri tc}rcirzcl-
li,etki, reagują w krótkim czasie na zaliaż.enie
poclwyzszoną tenperaturą ci;tla. Rozmaz1, krwi
rlbwodowi:j badane u, tvm tlki,esie metodą prze-
ciwciał znakrlulanr;ch. nłlz,rvalają z reguły na
wvkazanie r.v nich antl-gentł nosówki. Dowcldzi
trl. że u tchrirzofretek, a iak lvvnika z niepubli-
kowanvcir badań na norkach - lórvnjez u tych
zrł,ierząt. zakażenie wirńsem nosówki może bvć
t,ozpozrrane na kilka Cni pl,zed łv;lstąpietricm
innych objawów choroby.

W badaniach vrłasnych nie staranrl się lvvka-
zać antygenu u tchórzofretek w r,ł,vmazach
z błony śluzowei spojówki oka, pochwy.
wzg*lędnie napletka. Zabteg pobierania takieg,l
lrrateriału iest o wiele bardziej utrudnion\,, ani-
zeli krr,vi. Wydaie się równiez, że wyniki badań
krrvi są bardziej wiarogodne anizeli z błoń ślu-.
zowych. Fair-child i wsp. (6) przeprowadzając
badania na 7 ekspervmentalnie zakażonych
psach. otrzvnrali wynik do,datni ze spoiciwki u 1

psa na 5 dzień, a tt dwóch dalszlrch ze spojćlwki
i pochu,y na B dzień po zakażeniu.

W nrateriale sekcvjnym naiwcześniei antygen
znaric]owant) \^/ węzłach 

"1rl6nnr,lch, 
ctl jest zgod-

nc, z wvnikami Liu i Coffina (11).
W rtiznych inr-rych nafzt}dach wirus w5lklywa-

nv iest w nriarę rozwo,iu chorobv i w c()l-az
rł,itżkszych ilrlściach (tab. 1). Wykrycil_. antyge-
nu nosćlwki n-retrlclą przeciwciał znakowanych
rł, t,rizn:lch tkankach zwierząt iest nożliwe w
każcle,i fazie choroby o przebieg,rr ostrym,
a otrzyrnyu,ąnę 1alyniki są swoiste,

Z dotycllczaso,łlvch cloniesień r.yrrnift;1. żc nie-
specyficzność prriby b,vłabv rnozlitłril w pl,zy-
padku zakażcń wil,u-cem ponoru byCła względ-
nie rvirusern od.rv, gd)rz jak twił-,rdzi Breese
i Boer (3) wirr,rs nrlsówki pstiw. wirus pomoru
bvdła i wirus odry - są antygcnowcl i molfo1o-
.gicznie podobne.

Piś
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Cauyls C., lypcrrń E. _- llcc.lreloB&Hll, no o6napy-
)I{I,rBaHI{Io lrrr$exqlrft BltpycoM .ryłrnr co6arł MeToEoM
ó.lrroopecrlenTHblx IIpoTI{BoTeJI y ur6plrgor Jrecnoro I{

6enoro a@prłxancxolo xopBxoB.

Mc,rogonł lleuocpe.qcTBearłoń lrvlłyrroQl.1troop*ccqellqlrr
LrccJIenoBaJI]4 pa3fir{qHb]e TKallr{ 14 Ma3K14 ],f3 KpoB1.{
rrr6plł;los JlecHoro rł 6enoro a$prxarrcroro xopTJKoI],
3apa>Ke;IlHblx 9KcnepI{MeI]Ta.rIL, rTo B]4pycolł .lyusr co6ax.

flp lrx< lrsHe rrrrbINII{ rlcc Jle Io B aLII4 rłInfi Ma 3I(oB ]43 nepr{-
cPr:plrvecxolł KpoBr aI.ITI,rreH qyMbl co6ar o6rrapy:xlr-
IiaJIJ,, HecKoJllxo 4Heż nocre lłrłQer\ufi, Ka:,;:- IIpaBIłJ]o,
I] MoMeHT pocTa TeMnepaTypr,I Tefia

B rxarrn:< J,6rłrlrx x{rfBoTI]I>Ix. y6rłrr,rx ga 1 u 6 ,qerrr,
x IlaB[II4x B pe3]lJILTaTo na@exqzu, aHT]4feH oTMetIaJIm
cllopRa n .rrłuSatltvccKrlx "y3.nax, a 3aTeI\,I B ocTarIb}ILTx
],lcc.r]eA)'eM}rx orp]'aHax.

Sarnól S., Górski ,I. _ Studies on the tletection of ili-
stemper virus infection in polecat-fe,rrets by the met-
lrod of fluorcscent antibodles.

'l']ret,e rł,et,e studied by the method of direct fluoles-
ccnt a,ntibodias, tissues and blood smoars of polecat-
-fei,rets experimentally infected with the virus of
dirstelmper, Viral antigen ,r,va,s detected in blo,od smears
aftel a few dą1,5 sinee the infection, generally \\,hen
a rise ot bo,dy temperature appeared.

In tissues of the animals slaughter,ed after 4-6 days
and these of dead animals, viral antigen was detected
first in lymph no,des, then in other organs studied.

ROSSI C. R., KIESEL G. K., HUBBERT W, T.: Poziom
immunoglobulin i stężenie inhibitorów enterowirusów
bytlla w wotlach płotlowych. (Immunoglobulln con-
eentrations antl bovine enterovirus inhibitors in fetal
bovine fluiłIs). Cornell Vet. 66, 381_386, 19?6 (3).

Prlzio,n immttnoglobtrlin i jnhibitorólv entcrowiru-
sćlrv (PI3. IBR. andenrlrvirus typ 1. RS\/-long, BVD)
dkreślono rv surowicy krwi o,raz pł5rnie orvodniowymj 6ynąr-ni6lrym 53 nłrl:]ó.r, lv tł"ieku 2-}-90 d,ni. oraz
tv sttt,otvicy cieżarnych krów, Imm,unogloibulinv l<Iasv
IgG i T.qM nie rłlvstęporvały rv płvnile orvoclni()wym
T1,1]<rl rł, 2 przvpadkach stwierdzono ich obecność
rv tlłl,nie omoczniow.,/m, Harnowani,e wirusórv pyzez
sulowice i wody płodorłle zachadzi poC wpływem nie-
srłloi st}rch 1nhibitorów.

G.

SCHULTZ It. D., MENDEL H., SCOTT F. W.: lVplyw
zakażenia wirusem panleukopcnit kotów na rozrvój
odporności humcra|nej i komórkowej. (Effect 6f f6lipc
panleukopenia virus infection on tlevelopment of hu-
moral ancl ccllrrlar immunity). Cornell Vet. 66, 324-
332, 1976 (3).

Panletrkopenia (zapalenie jelit kotów) jest jedni1
z najpoważniejszych chorób rł,irusowych kotów. Plo-
clnt śmierte'I.ości przy zakaże.iąch nattl,r.alnych i",,'
llardzo ul)rsoki Jest on następstwem zakażeń lłltórnyclr
ponierł,aż wiru,s panleukopenli powocluje uszlr,o<i;łenie
ukladu limfatycznego, szpiku l<ostnego, śledziony. ob-
rłlodowej tkanki limfatycznej, rvęzłów chłonn;reh
i tl<anl<i 1imfaf,reznei przev,or]tt pol<armou,_^qo. W "e-lu pl,ześleCzenia rł,płylł,u lł,irusa na odpolność srvoistą
cr]eżarne krirki. kocięta rv wiek,t 2 tygodnie-2 mie-
siące i dorosłe koty po zakażeniu ,"rrirusem uodpornia-
no kr-winkami czertvon,trmi królika oraz określano ezas
odrzucania allografów i autografów skór),. U kotów
zakażonvch ,,in utero" 35 i 45 dnia życia rvystel;owało
opóźnienie rv odrzucaniu allografórv skóry Zakażenie
rvirusem panleukopenii nie wpłvrr,:.ł,o na pierwotną
i wtórną orlporviedź immuno'loqic7ł:'ą w stosunku clo
ezerq,onych krrłrinek królika, wydaje się, że wlrus
w)rwiera pierwotne działanie immttnolsupresyjne na
komórki T. 
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