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Rutynowe postêpowanie przy diagnostyce w�ciek-
lizny polega na wykonaniu preparatu odciskowego
z rogów Ammona, kory mózgowej, mó¿d¿ku i rdze-
nia przed³u¿onego podejrzanego zwierzêcia i zabar-
wieniu metod¹ FAT (fluorescent antibody test). W przy-
padku uzyskania w¹tpliwego wyniku FAT zaka¿ane
s¹ domózgowo myszy i obserwowane przez 21 dni.
Z tkanki mózgowej myszy pad³ej w wyniku zaka¿e-
nia wykonywany jest preparat FAT w celu potwierdze-
nia zaka¿enia. Prze¿ycie przez inokulowane myszy
okresu inkubacji dowodzi ujemnego wyniku badania
(2, 12). Zatem diagnostyka zaka¿eñ wirusem w�cie-
klizny testem inokulacji myszy (MIT � mouse inocu-
lation test) poci¹ga za sob¹ d³ugi czas oczekiwania na
wynik badania. Zalecanym przez WHO i OIE alterna-
tywnym testem dla próby biologicznej jest izolacja
wirusa w�cieklizny na komórkach mysiej neuroblasto-
my (RTCIT � rabies tissue culture infection test), na
których RV (rabies virus) ulega ekspresji w ci¹gu 1-4
dni (2, 24). Jednak z danych pi�miennictwa wynika,
¿e w niektórych przypadkach testem tym nie wykryto
obecno�ci wirusa u chorych zwierz¹t (5, 14, 18, 23).

Celem badañ by³a analiza dynamiki namna¿ania siê
szczepu dzikiego (terenowego) RV na komórkach

mysiej neuroblastomy oraz porównanie czu³o�ci testu
RTCIT z FAT i MIT w zakresie wykrywania obec-
no�ci RV w tkance mózgowej podejrzanych zwierz¹t.

Materia³ i metody
Badania wykonano na 43 próbkach tkanki mózgowej

zwierz¹t domowych i dzikich dostarczonych z terenu do
Zak³adu Higieny Weterynaryjnej, u których wcze�niej, tech-
nik¹ rutynow¹ (FAT, MIT), rozpoznano w�ciekliznê. Prób-
ki tkanki mózgowej pochodzi³y od 25 lisów, 8 jenotów,
3 kun, 2 kotów, 1 tchórza i 4 krów. Badania wykonano na
materiale mro¿onym, przechowywanym w temperaturze
�20°C lub �70°C przez 1-3 miesiêcy.

Liniê komórek mysiej neuroblastomy C 1300 NA, która
jest podklonem linii Neuro2A (ATCC CCL 131), otrzy-
mano z Pañstwowego Zak³adu Higieny w Warszawie. Ho-
dowle komórek pasa¿owano przy u¿yciu trypsyno-werse-
nu (Instytut Immunologii i Terapii Do�wiadczalnej PAN,
Wroc³aw) u¿ywaj¹c jako p³ynu wzrostowego Minimum
Essential Medium Eagle (Sigma) z dodatkiem 1% L-gluta-
miny (Gibco), 10% surowicy p³odu bydlêcego (Costar),
5% fosforanu tryptozy (Gibco), 1% aminokwasów (Gibco),
4% witamin (Gibco) i 0,4% antybiotyków (0,2 ml penicy-
liny rozpuszczonej w 6 ml PBS i 0,2 ml streptomycyny
rozpuszczonej w 5 ml PBS, Polfa).
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Summary

In the study, the usefulness of rabies virus isolation in neuroblastoma cell culture (RTCIT) as a new method
for the diagnosis of rabies was examined. RTCIT results were compared with those obtained by conventional
diagnostic methods (FAT and MIT) in terms of their sensitivity in detecting street strains of rabies virus in the
brain tissue of suspected animals. The presence of rabies antigen in the brain tissue of animals was confirmed
in 93% samples, using FAT and RTCIT, and in 91.6% samples, using MIT. Two results were MIT positive and
RTCIT negative and two other results were MIT negative and RTCIT positive. The samples positive only in
RTCIT reacted doubtfully in the FAT direct method. Moreover, none of the seven RFFIT-positive highly
diluted (10�4-10�6) samples of animal brain gave positive reaction in MIT. A thirty-day cycle of observation
appeared to be too short for the expression of rabies virus in the infected mice. On the other hand, cytotoxic
effect prevented the detection of rabies virus by the RTCIT method in two contaminated samples of brain
tissue. The samples were MIT positive. The results of this study indicate that RTCIT was able to detect rabies
virus in the brain tissue of rabid animals even when its quantity in the inoculum was very low. Owing to its
high sensitivity, RTCIT can replace the mouse inoculation test in routine rabies diagnosis.
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Obecno�æ wirusa u badanych zwierz¹t wykrywano testem
bezpo�redniej fluorescencji (FAT), prób¹ biologiczn¹ na
4-tygodniowych myszach (MIT) i poprzez izolacjê wirusa
na linii komórek mysiej neuroblastomy (RTCIT). Badanie
technik¹ FAT i MIT wykonano wg obowi¹zuj¹cych ins-
trukcji (2, 12), a test RTCIT zgodnie z procedur¹ Bourhy
i Sureau (8) w modyfikacji Seroka i wsp. (19).

Próbê biologiczn¹ wykonano na bia³ych myszach pocho-
dz¹cych z hodowli w³asnej ZHW we Wroc³awiu. RTCIT
wykonano w probówkach Leightona z lamelkami (Corning-
-Costar). Preparaty odciskowe z tkanki mózgowej zwierz¹t
i uzyskane po zaka¿eniu hodowli komórkowej barwiono
koniugatem antynukleokapsydowym (Bioveta oraz Diag-
nostics Pasteur). Wyniki FAT, MIT i RTCIT odczytywano
w mikroskopie fluorescencyjnym (Optiphot X2, NIKON).

Z poszczególnych próbek tkanki mózgowej wykonywa-
no preparaty odciskowe na szkie³kach podstawowych i bar-
wiono metod¹ FAT. Nastêpnie próbkê rozcierano w mo�-
dzierzu i sporz¹dzano 10% zawiesinê w p³ynie MEM Eagle
z 10% dodatkiem surowicy p³odu bydlêcego i antybioty-
ków. Przygotowan¹ zawiesinê pozostawiano na 1 godzinê
w lodówce do odstania lub wirowano przy 2 tys. obr./min.
przez 10 minut. Nastêpnie supernatant rozcieñczano dzie-
siêciokrotnie w p³ynie MEM uzyskuj¹c kolejne rozcieñ-
czenia od 10�1 do 10�5. Dawkami 0,02 ml kolejnych roz-
cieñczeñ zaka¿ano domózgowo po 2 myszy, a porcjami
0,1 ml po 3 probówki z hodowl¹ komórek neuroblastomy.
Zaka¿one myszy obserwowano codziennie przez 30-33 dni.
Z tkanki mózgowej myszy pad³ych w trakcie do�wiadcze-
nia wykonywano preparat FAT w celu potwierdzenia obec-
no�ci wirusa.

Test RTCIT wykonano w nastêpuj¹cy sposób: trzydnio-
w¹ hodowlê komórek neuroblastomy trypsynowano i ich
0,1 ml porcje w stê¿eniu 5 × 105 kom./ml dodawano do
probówek zawieraj¹cych 0,1 ml ka¿dego z kolejnych roz-
cieñczeñ supernatantu. Otrzymane mieszaniny inkubowa-
no 1 godzinê w 37°C w atmosferze 5% CO

2
 wstrz¹saj¹c

probówki co 15 minut. Po inkubacji zawarto�æ ka¿dej z ww.
probówek przenoszono do probówek Leightona z lamelka-
mi, uzupe³niano do 2 ml p³ynem wzrostowym i inkubowa-
no przez 24, 48 i 72 godziny. Nastêpnie lamelki z hodowl¹
wyjmowano, p³ukano w PBS, utrwalano 100% zimnym ace-
tonem i po wysuszeniu barwiono koniugatem IF przez 30
minut w 37°C w komorze wilgotnej. Po barwieniu prepa-
raty p³ukano 2 razy w k¹pieli PBS, 1 raz w wodzie destylo-
wanej i suszono. Nastêpnie lamelki z hodowl¹ zatapiano
na szkie³ku podstawowym, w kropli zbuforowanej glicery-
ny i ogl¹dano w mikroskopie fluorescencyjnym. Poszcze-
gólne preparaty wykonane z ka¿dego rozcieñczenia oce-
niano po 24, 48 i 72 godzinach. Za wynik dodatni uznawa-
no obecno�æ w komórkach neuroblastomy cia³ek wtrêto-
wych, typowych dla wirusa w�cieklizny. Ujemn¹ kontrolê
stanowi³a nie zaka¿ona hodowla komórkowa inkubowana
i barwiona równolegle z próbami zaka¿onymi. Dodatni¹
kontrolê, potwierdzaj¹c¹ wra¿liwo�æ komórek neuroblasto-
my, stanowi³a próbka nr 16/71 (tab. 1).

Obja�nienia do tab. 1.: * � wynik bezpo�rednich badañ mózgu
zwierz¹t w te�cie FAT; ** � myszy zaka¿ono izolatem w stê¿eniu
od 10�4 do 10�6; + wynik dodatni; +/� wynik w¹tpliwy; � wynik
ujemny; x graniczne rozcieñczenie izolatu, które spowodowa³o
�mieræ tylko 1 myszy na 2 zaka¿one

Tab. 1. Wykrywanie obecno�ci wirusa w�cieklizny metod¹
FAT, RTCIT i MIT w mózgu zwierz¹t pad³ych na w�ciekliznê

rn/pL
kenutaG
aicêzreiwz

*TAF
.dab
.pzeb

TICTRwenaksyzuasuriwonaimenzcinarG

onaim
TIMutsetkinyw

)hcaindopæreim�(

*TAF
hcy³dapu

yzsym

29/1 sil + 01 6� eiktsyzswy³y¿ezrp
**yzsymeno¿akaz �

39/2 sil + 01 5� .wj �

49/3 sil + 01 6� .wj �

59/4 sil + 01 6� .wj �

69/5 sil + 01 6� .wj �

111/6 tonej + 01 6� .wj �

621/7 sil + 01 6� .wj �

62/8 sil + 01 2� 01 2� )12-91( +

28/9 sil +
tkefe

.skototyc 01 2� )12( +

76/01 tok + 01 2� 01 2� )52-42( +

86/11 anuk + 01 3� 01 3� )62-71( +

67/21 anuk + 01 4� 01 3� )92-62( +

65/31 tonej + 01 5� 01 3� )22-12( +

08/41 anuk + 01 2� 01 2� )32-12( +

07/51 tok + 01 3� 01 2� )12( +

17/61 sil + 01 4� 01 x3� )02-11( +

48/71 sil +
tkefe

.skototyc 01 x3� )61-21( +

06/81 sil + 01 2� 01 2� )31( +

27/91 zróhct + 01 1� 01 2� )02-11( +

99/02 awork + 01 2� 01 3� )52-02( +

88/12 sil �/+ 01 1� eiktsyzswy³y¿ezrp
yzsymeno¿akaz �

78/22 tonej + 01 2� 01 3� )91-41( +

49/32 awork + 01 3� 01 2� )91-41( +

79/42 tonej + 01 3� 01 x4� )91-51( +

12/52 awork + 01 3� 01 2� )22-11( +

26/62 tonej + 01 3� 01 3� )52-21( +

66/72 sil + 01 2� 01 2� )42-41( +

27/82 sil + 01 2� 01 2� )72-02( +

431/92 tonej + 01 3� 01 1� )12-71( +

151/03 awork + 01 3� 01 x3� )72-31( +

351/13 sil + 01 2� 01 x3� )71-31( +

651/23 sil �/+ 01 2� eiktsyzswy³y¿ezrp
yzsymeno¿akaz �

307/33 sil + 01 4� 01 2� )71-01( +

407/43 sil �/+ �
eiktsyzswy³y¿ezrp

yzsymeno¿akaz �

807/53 sil + 01 3� 01 x3� )22-01( +

557/63 tonej + 01 2� 01 1� )02-71( +

867/73 sil + 01 3� 01 3� )91-21( +

297/83 sil + 01 4� 01 x3� )32-71( +

337/93 sil + 01 3� 01 4� )12-7( +

737/04 tonej + 01 3� 01 x4� )32-41( +

908/14 sil + 01 5� 01 4� )33-41( +

018/24 sil + 01 1� 01 x3� )52-51( +

741/34 sil + 01 5� 01 4� )72-41( +



Medycyna Wet. 2009, 65 (11) 777

Wyniki i omówienie
Wyniki badañ porównawczych nad wykrywaniem

RV metod¹ FAT, RTCIT i MIT u badanych zwierz¹t
przedstawiono w tabelach 1 i 2 oraz na ryc. 1 i 2.

Obecno�æ antygenu RV w tkance mózgowej bada-
nych zwierz¹t wykryto w 40 przypadkach (93%) tes-
tem FAT i RTCIT, a badaniem MIT w 33 próbkach
(91,6%) (tab. 1, 2).

Wyniki zbie¿ne w testach RTCIT i MIT stwierdzo-
no w 12 próbkach (27,9%). Reakcjê dodatni¹ w RTCIT
w wy¿szym rozcieñczeniu supernatantu od u¿ytego
w MIT uzyskano w 21 próbkach (48,8%). Reakcjê do-
datni¹ w MIT w wy¿szym rozcieñczeniu inokulum ni¿
w RTCIT uzyskano w 10 próbkach (23,2%) (tab. 1,
ryc. 2). Na uwagê zas³uguj¹ próbki nr 9 i 17, w któ-
rych cytotoksyczno�æ w stosunku do komórek neuro-
blastomy uniemo¿liwi³a odczyt. W przypadku próbki
nr 9 efekt cytotoksyczny w RTCIT obserwowano we
wszystkich rozcieñczeniach inokulum, natomiast
w MIT z objawami pora¿ennymi pad³y tylko myszy
zaka¿one rozcieñczeniem inokulum 10�2. Stê¿enie in-
okulum 10�1 tej próbki okaza³o siê dla nich równie¿
toksyczne, powoduj¹c �mieræ po 24 godzinach po za-
ka¿eniu, co uznano za odczyn nieswoisty. W przypad-
ku próbki nr 17 efekt cytotoksyczny w RTCIT spowo-
dowa³o tylko inokulum w rozcieñczeniu 10�1 i 10�2,

a hodowle zaka¿one jego wy¿szymi rozcieñczeniami
(od 10�3 do 10�5) nie wykaza³y obecno�ci wtrêtów cyto-
plazmatycznych. Natomiast myszy zachorowa³y i pad-
³y po otrzymaniu inokulum tej próbki w rozcieñcze-
niach 10�1, 10�2 i 10�3, przy czym rozcieñczenie 10�3

spowodowa³o �mieræ tylko 1 myszy z 2 zaka¿onych.
Obydwie próbki (nr 9 i 17) stanowi³a tkanka mózgo-
wa lisów wykazuj¹ca cechy rozk³adu gnilnego (tab. 1).
Poza tym w badaniach bezpo�rednich (FAT) mózgów
trzech lisów uzyskano wyniki, których nie mo¿na
by³o uznaæ bez zastrze¿eñ za pozytywne, st¹d zosta³y
okre�lone mianem w¹tpliwych. Próby izolacji wirusa
z mózgu jednego z lisów (nr 34) da³y wynik negatyw-

kinyW
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.pzeb asuriwijcaloziabórP

TAF TICTR TIM

hcynadabbórp.L/hcintadodbórp.L 34/04 34/04 *63/33

% 0,39 0,39 6,19

Tab. 2. Zestawienie wyników pozytywnych uzyskanych w bez-
po�rednim badaniu FAT i próbach izolacji wirusa w testach
RTCIT i MIT

Obja�nienia: * � nie uwzglêdniono wyników badañ próbek nr 1-7
(tab. 1), poniewa¿ nie wykonano testu z koncentracjami tkanki
ni¿szymi od 10�4

Ryc. 1. Graniczne miano wirusa w�cieklizny w poszczegól-
nych próbach wykryte testem RTCIT i MIT Ryc. 2. Porównanie mian granicznych w testach RTCIT i MIT
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ny w testach RTCIT i MIT, nato-
miast w przypadku dwu pozos-
ta³ych (nr 21 i 32) wirus wyosob-
niono jedynie w hodowli komórek
neuroblastomy, przy ujemnych
wynikach próby biologicznej
(tab. 1).

Graniczne miano wirusa (ryc. 1),
tzn. najwy¿sze rozcieñczenie su-
pernatantu, w którym wykrywano
obecno�æ wirusa w poszczegól-
nych próbkach, w RTCIT wynosi-
³o: dla 3 próbek (6,9%) 10�1, dla
11 próbek (25,5%) 10�2, w 12 prób-
kach (27,9%) 10�3, w 4 próbkach
(9,3%) 10�4 i 10�5 oraz w 6 prób-
kach (13,9%) 10�6. Natomiast
w MIT graniczne inokulum 10�1

stwierdzono w 2 próbkach (4,6%),
10�2 w 12 próbkach (27,9%), 10�3

w 14 próbkach (32,5%) i 10�4 w 5
próbkach (11,6%) (tab. 2, ryc. 1).
W 9 przypadkach graniczne roz-
cieñczenie inokulum wywo³a³o
objawy w�cieklizny tylko u jednej
z dwóch zaka¿onych myszy pod-
czas 4 tygodni obserwacji. By³y to: 7 rozcieñczeñ
10�3 oraz 2 supernatanty podane w rozcieñczeniu 10�4

(tab. 1).
W RTCIT po 24-godzinnej inkubacji od 5% do 20%

komórek rozrzuconych na ca³ej powierzchni prepara-
tu wykazywa³o swoiste wtrêty cytoplazmatyczne. Ich
odsetek wzrasta³ po 48-godzinnej inkubacji do ok.
30-40%. W tym czasie wirus atakowa³ przyleg³e ko-
mórki, tworz¹c ogniska z³o¿one z kilku do kilkunastu
komórek zawieraj¹cych jasno �wiec¹ce wtrêty cyto-
plazmatyczne. W wiêkszo�ci próbek dodatnich po tym
czasie obserwowano tak¿e najwyra�niejsz¹ reakcjê,
zw³aszcza w tych, które po 24 godzinach ujawnia³y
obecno�æ tylko nielicznych wtrêtów rozrzuconych
w obrazie preparatu. Po 72-godzinnej inkubacji obraz
mikroskopowy poszczególnych próbek ulega³ niewiel-
kim zmianom. W niektórych preparatach zwiêksza³a
siê liczba komórek zaatakowanych przez wirus w ogni-
skach zaka¿enia, ale w czê�ci ognisk �wiecenia by³y
mniej ostre ni¿ po 48 godzinach, prawdopodobnie z po-
wodu uwalniania siê cz¹stek wirusa do p³ynu hodow-
lanego. Poza tym po 3-dniowej inkubacji narastaj¹ca
warstwowo hodowla komórkowa czêsto utrudnia³a
odczytanie wyników (ryc. 3, 4).

Nie zaobserwowano zwi¹zku miêdzy zaka�no�ci¹
wirusa dla komórek neuroblastomy a czasem wystê-
powania objawów choroby i �mierci u myszy domóz-
gowo zaka¿onych tym samym rozcieñczeniem super-
natantu. Dowodem tego by³y próbki nr 1-7, w których
w te�cie RTCIT obserwowano liczne i rozleg³e ogni-
ska wirusa rozrzucone na powierzchni preparatu. Od-
setek komórek zaka¿onych kolejnymi rozcieñczenia-

mi inokulum wynosi³ 40-70%. Ze wzglêdu na szcze-
gólnie wyra�n¹ ekspresjê wirusa w tych próbkach
uwidocznion¹ w komórkach neuroblastomy badanie
RTCIT rozszerzono, sporz¹dzaj¹c kolejne, wy¿sze roz-
cieñczenie inokulum (10�6), zaka¿aj¹c myszy tym ra-
zem supernatantem w stê¿eniu od 10�4 do 10�6 (tab. 1).
Obecno�æ ma³ych ognisk wirusa z³o¿onych z kilku
zaka¿onych komórek neuroblastomy stwierdzono
w sze�ciu preparatach w rozcieñczeniu 10�6, a w jed-
nej próbce w rozcieñczeniu 10�5. W badaniu MIT
4-tygodniowy czas obserwacji myszy okaza³ siê zbyt
krótki dla ekspresji wirusa w wysoko rozcieñczonym
supernatancie (10�4-10�6) tych próbek. Natomiast
w próbkach nr 8, 10, 14, 18, 19 i 42 obserwowano
nisk¹ ekspresjê wirusa w RTCIT wyra¿aj¹c¹ siê po 24
godzinach obecno�ci¹ 5-10% zaka¿onych komórek,
których odsetek wzrasta³ do ok. 20% w dalszym cyklu
obserwacji. Tu jednak inokulum pochodz¹ce z ka¿dej
z tych próbek okaza³o siê �miertelne dla myszy w cza-
sie od 11. do 25. dnia po zaka¿eniu.

U wszystkich zaka¿onych domózgowo myszy, któ-
re pad³y w objawach w�cieklizny, potwierdzono obec-
no�æ RV w mózgu metod¹ FAT.

Uzyskane wyniki nie ró¿ni¹ siê zasadniczo od wcze�-
niejszych badañ, które dowodz¹, ¿e RTCIT jest tak
samo czu³y w wykrywaniu zaka¿enia wirusem w�ciek-
lizny jak MIT (5, 14, 18, 23). W wymienionych bada-
niach ró¿nice w czu³o�ci obydwu testów wyst¹pi³y, gdy
zaka¿ano myszy i komórki neuroblastomy inokulum
z nisk¹ koncentracj¹ wirusa, uzyskuj¹c testem RTCIT
najwy¿szy odsetek reakcji dodatnich. Potwierdzeniem
wysokiej czu³o�ci RTCIT by³y próbki nr 21 i 32 pre-

Ryc. 4. Preparat nr 11. Komórki neuro-
blastomy po 72-godzinnej inkubacji z ho-
mogenatem tkanki mózgowej kuny roz-
cieñczonej 10�3. Barwienie technik¹ FAT,
pow. 100-200 ×

Ryc. 3. Preparat nr 16. Komórki neuro-
blastomy po 48-godzinnej inkubacji z ho-
mogenatem tkanki mózgowej lisa rozcieñ-
czonej 10�2. Barwienie technik¹ FAT, pow.
100-200 ×
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zentowanych badañ, w których uzyskano wynik w¹t-
pliwy w FAT, natomiast dodatni w RTCIT (w rozcieñ-
czeniu 10�1 (pr. nr 21) i 10�2 (pr. nr 32)) oraz ujemny
w MIT. W preparacie mikroskopowym tych próbek ba-
danych testem RTCIT nieliczne wtrêty cytoplazmatycz-
ne w komórkach neuroblastomy widoczne by³y dopiero
po 48-godzinnej inkubacji. S¹dziæ wiêc mo¿na, ¿e
próbki te zawiera³y niskie koncentracje wirusa, mimo
¿e jego obecno�æ w próbce nr 32 wykryto jeszcze
w rozcieñczeniu 10�2. Prawdopodobnie zaka¿one nimi
myszy wykaza³yby objawy choroby po przed³u¿onym
okresie obserwacji (> 1 mies.).

Ponadto, w wymienionych badaniach ró¿nice w czu-
³o�ci obydwu testów wyst¹pi³y równie¿, gdy u¿yto jako
inokulum materia³u w stanie rozk³adu gnilnego, który
powodowa³ lizê komórek neuroblastomy (18, 23).
Potwierdzeniem tych obserwacji s¹ uzyskane w pre-
zentowanych badaniach wyniki 2 próbek (nr 9 i 17)
pobranych z nie�wie¿ego materia³u. Poddanie obydwu
supernatantów dzia³aniu antybiotyków przez 1 godz.
w temperaturze lodówki zahamowa³o wprawdzie na-
mna¿anie bakterii, ale obecne w nich toksyny spowo-
dowa³y lizê czê�ci komórek, a pozosta³e unosi³y siê
w p³ynie hodowlanym. W próbce nr 17 efekt toksycz-
ny w stosunku do komórek hodowli wyst¹pi³ tylko
w dwóch pierwszych rozcieñczeniach. Uzyskane wy-
niki sugeruj¹ potrzebê sporz¹dzania kilku kolejnych
rozcieñczeñ supernatantu przy wykonywaniu RTCIT,
w celu zmniejszenia stê¿enia lub wyeliminowania ewen-
tualnych toksycznych substancji z badanej próbki.

Hamuj¹co na ekspresjê wirusa na komórkach neu-
roblastomy mo¿e oddzia³ywaæ równie¿ nie rozcieñ-
czony homogenat tkanki mózgowej (18, 19) bogatej
w gangliozydy i fosfolipidy (21, 22). Jednak Kulonen
i wsp. (14) nie potwierdzili tej obserwacji. Sporz¹dza-
j¹c kolejne rozcieñczenia (od 10�1 do 10�5) tkanki móz-
gowej naturalnie zaka¿onych zwierz¹t (szopy, lisy, byk
domowy) przy u¿yciu supernatantu mózgu zdrowego
prosiêcia, w wiêkszo�ci przypadków otrzymali wy¿sze
graniczne miana wirusa w RTCIT ni¿ w MIT. Tylko
w 2 przypadkach (2 szopy) testem RTCIT wykryto
mniejsze koncentracje wirusa. Autorzy podkre�laj¹
wysok¹ czu³o�æ RTCIT.

Niepodwa¿aln¹ przewag¹ RTCIT nad MIT jest
znacznie krótszy czas (1-4 dni) potrzebny do wykaza-
nia obecno�ci wirusa w badanym materiale (2, 8, 24).
W prezentowanych badaniach we wszystkich dodat-
nich próbkach w RTCIT obecno�æ wtrêtów stwierdza-
no najpó�niej po 48-godzinnej inkubacji, natomiast
w MIT wirus powodowa³ �mieræ myszy najwcze�niej
7. dnia (próbka nr 39, tab. 1), gdy w pozosta³ych przy-
padkach efekt ten uzyskiwano w okresie od 10. do 26.
dnia po zaka¿eniu (tab. 1). Najd³u¿sze okresy prze¿y-
cia, wynosz¹ce 25-33 dni, obserwowano po podaniu
myszom granicznych rozcieñczeñ próbek nr 10-12, 20,
26, 28, 30, 41-43 (tab. 1). D³ugi okres wylêgania cho-
roby u wiêkszo�ci tych myszy mo¿na t³umaczyæ nisk¹
koncentracj¹ wirusa w inokulum. Podobne wyniki

uzyskali Kulonen i wsp. (14). W ich do�wiadczeniu
myszy wykazywa³y symptomy choroby dopiero po 28
i 29 dniach po inokulacji i fakt ten uzasadniaj¹ nie tyl-
ko wysokim rozcieñczeniem zarazka, lecz równie¿ spe-
cyficznymi w³a�ciwo�ciami biologicznymi dzikiego
arktycznego wirusa w�cieklizny. Ró¿nice w ekspresji
RV u zaka¿onego zwierzêcia, które Baer i wsp. (4)
t³umacz¹ ró¿n¹ inwazyjno�ci¹ dzikich szczepów RV,
zaobserwowali równie¿ Larghi i Diaz (15) oraz Skal-
ka (20). Webster (25) z kolei wykaza³, ¿e wirus po-
chodz¹cy z mózgu i gruczo³u �linowego tego samego
zwierzêcia powodowa³ �mieræ myszy pochodz¹cych
z jednego szczepu w ró¿nym czasie po zaka¿eniu. Ró¿-
nice w jego ekspresji w MIT mog³y powodowaæ, obec-
ne w zawiesinach niektórych tkanek (mózgowej, gru-
czo³u �linowego), przeciwcia³a neutralizuj¹ce wirus (3,
6, 7, 16). Poronn¹ postaæ w�cieklizny opisali m.in. Bell
(6), Bell i wsp. (7) oraz Londmel i wsp. (16) u myszy
zaka¿onych dootrzewnowo. W jej przebiegu nie wy-
kazano obecno�ci wirusa w mózgu zaka¿onych zwie-
rz¹t. Stwierdzono natomiast neutralizuj¹ce go przeciw-
cia³a w mózgu i surowicy krwi.

Replikacjê RV u zaka¿onego zwierzêcia hamowaæ
mog¹ równie¿ niekompletne cz¹steczki wirusa (DI �
defective interfering particles), chocia¿ ich interferen-
cja z namna¿aniem RV in vivo nie zosta³a jednoznacz-
nie potwierdzona (6, 10, 11).

Natomiast obecno�æ cz¹stek DI, wzbudzonych wy-
sok¹ koncentracj¹ wirusa, stwierdzano czêsto w ró¿-
nych hodowlach komórkowych wra¿liwych na RV (1,
9, 13). St¹d te¿, aby zapobiec tworzeniu siê niekom-
pletnych cz¹stek wirusa, Seroka zaleca wykonywanie
RTCIT w 2 kolejnych dziesiêciokrotnych rozcieñcze-
niach inokulum (19).

Zmniejszona ekspresja RV na komórkach neurobla-
stomy mo¿e byæ równie¿ spowodowana stopniow¹
utrat¹ wra¿liwo�ci tych komórek po wielokrotnych jej
pasa¿ach. Dlatego te¿ w³¹czenie RTCIT do rutynowej
diagnostyki zaka¿eñ wirusem w�cieklizny wi¹¿e siê
z konieczno�ci¹ dysponowania du¿ym zasobem komó-
rek zmagazynowanych w ciek³ym azocie.

Wyniki prezentowanych badañ, podobnie jak innych
autorów (14, 17, 18, 23), dowodz¹, ¿e RTCIT jest zdol-
ny wykryæ niskie koncentracje RV w badanej próbce.
Wysoka czu³o�æ testu oraz szybsza ekspresja wirusa
(1-4 dni) w komórkach neuroblastomy ni¿ w mózgu
zaka¿onych myszy (w obecnym badaniu 7-33 dni,
tab. 1) daje mo¿liwo�æ przyspieszenia postêpowania
epidemiologicznego i epizootycznego, co jest uzasad-
nieniem dla w³¹czenia testu RFFIT do rutynowej diag-
nostyki w�cieklizny. Jednak zastêpuj¹c test MIT tes-
tem RTCIT nale¿y mieæ na uwadze ograniczenia testu
RTCIT (cytotoksyczne próbki, cz¹stki DI, stopniow¹
utratê wra¿liwo�ci komórek neuroblastomy po wielo-
krotnych pasa¿ach) oraz fakt, ¿e wykonanie tego testu
wymaga wirusologicznego wyposa¿enia pracowni
diagnostycznej i wysoko wykwalifikowanego perso-
nelu. Ponadto nale¿y podkre�liæ, ¿e test RTCIT, po-
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dobnie jak MIT, nie wyka¿e obecno�ci nieaktywnych
(nie¿ywych) cz¹stek wirusa pochodz¹cych np. z nie-
odpowiednio przechowywanych zw³ok zaka¿onego
zwierzêcia. W tym przypadku wskazane jest zastoso-
wanie testu FAT bezpo�rednio z tkanki mózgowej po-
dejrzanego zwierzêcia lub testu RRIED (rapid rabies
enzyme immuno-diagnosis � rodzaj testu immunoen-
zymatycznego typu ELISA wykrywaj¹cy antygeny nu-
kleokapsydu RV) lub metody PCR (polimerase chain
reaction � wykrywaj¹cej kwas nukleinowy wirusa),
które umo¿liwiaj¹ wykrycie zarówno aktywnych, jak
i nieaktywnych cz¹stek RV w tkance mózgowej zaka-
¿onego zwierzêcia.
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