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PrzydatnosSc proby izolacji wirusa wscieklizny
na komorkach mysiej neuroblastomy
w diagnostyce wscieklizny
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Usefulness of the method of rabies virus isolation in the neuroblastoma cell line
for the diagnosis of rabies

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 (10-10-°) 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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Rutynowe postepowanie przy diagnostyce wsciek-
lizny polega na wykonaniu preparatu odciskowego
z rogow Ammona, kory mozgowej, mozdzku i rdze-
nia przedtuzonego podejrzanego zwierzecia i zabar-
wieniu metoda FAT (fluorescent antibody test). W przy-
padku uzyskania watpliwego wyniku FAT zakazane
sa domozgowo myszy 1 obserwowane przez 21 dni.
Z tkanki mézgowej myszy padlej w wyniku zakaze-
nia wykonywany jest preparat FAT w celu potwierdze-
nia zakazenia. Przezycie przez inokulowane myszy
okresu inkubacji dowodzi ujemnego wyniku badania
(2, 12). Zatem diagnostyka zakazen wirusem wscie-
klizny testem inokulacji myszy (MIT — mouse inocu-
lation test) pociaga za soba dtugi czas oczekiwania na
wynik badania. Zalecanym przez WHO 1 OIE alterna-
tywnym testem dla préby biologicznej jest izolacja
wirusa wscieklizny na komorkach mysiej neuroblasto-
my (RTCIT — rabies tissue culture infection test), na
ktorych RV (rabies virus) ulega ekspresji w ciagu 1-4
dni (2, 24). Jednak z danych pi$miennictwa wynika,
ze w niektorych przypadkach testem tym nie wykryto
obecnos$ci wirusa u chorych zwierzat (5, 14, 18, 23).

Celem badan byta analiza dynamiki namnazania si¢
szczepu dzikiego (terenowego) RV na komorkach

mysiej neuroblastomy oraz poréwnanie czutosci testu
RTCIT z FAT 1 MIT w zakresie wykrywania obec-
nosci RV w tkance mozgowej podejrzanych zwierzat.

Materiat i metody

Badania wykonano na 43 probkach tkanki mézgowej
zwierzat domowych i dzikich dostarczonych z terenu do
Zaktadu Higieny Weterynaryjnej, u ktorych wczesniej, tech-
nika rutynowa (FAT, MIT), rozpoznano wscieklizng. Prob-
ki tkanki mozgowej pochodzily od 25 liséw, 8 jenotow,
3 kun, 2 kotoéw, 1 tchorza i 4 krow. Badania wykonano na
materiale mrozonym, przechowywanym w temperaturze
—20°C Iub —70°C przez 1-3 miesigcy.

Lini¢ komorek mysiej neuroblastomy C 1300 NA, ktoéra
jest podklonem linii Neuro2A (ATCC CCL 131), otrzy-
mano z Panstwowego Zaktadu Higieny w Warszawie. Ho-
dowle komorek pasazowano przy uzyciu trypsyno-werse-
nu (Instytut Immunologii i Terapii Do§wiadczalnej PAN,
Wroctaw) uzywajac jako pltynu wzrostowego Minimum
Essential Medium Eagle (Sigma) z dodatkiem 1% L-gluta-
miny (Gibco), 10% surowicy ptodu bydlgcego (Costar),
5% fosforanu tryptozy (Gibco), 1% aminokwasow (Gibco),
4% witamin (Gibco) i 0,4% antybiotykow (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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Obecnos¢ wirusa u badanych zwierzat wykrywano testem
bezposredniej fluorescencji (FAT), proba biologiczna na
4-tygodniowych myszach (MIT) i poprzez izolacj¢ wirusa
na linii komorek mysiej neuroblastomy (RTCIT). Badanie
technika FAT i MIT wykonano wg obowiazujacych ins-
trukcji (2, 12), a test RTCIT zgodnie z procedura Bourhy
1 Sureau (8) w modyfikacji Seroka i wsp. (19).

Probe biologiczna wykonano na biatych myszach pocho-
dzacych z hodowli wtasnej ZHW we Wroctawiu. RTCIT
wykonano w probowkach Leightona z lamelkami (Corning-
-Costar). Preparaty odciskowe z tkanki moézgowej zwierzat
1 uzyskane po zakazeniu hodowli komorkowej barwiono
koniugatem antynukleokapsydowym (Bioveta oraz Diag-
nostics Pasteur). Wyniki FAT, MIT i RTCIT odczytywano
w mikroskopie fluorescencyjnym (Optiphot X2, NIKON).

Z poszczegodlnych probek tkanki moézgowej wykonywa-
no preparaty odciskowe na szkietkach podstawowych i bar-
wiono metoda FAT. Nastepnie probke rozcierano w moz-
dzierzu i sporzadzano 10% zawiesing w ptynie MEM Eagle
z 10% dodatkiem surowicy ptodu bydlgcego i antybioty-
koéw. Przygotowana zawiesing pozostawiano na 1 godzing
w lodowce do odstania lub wirowano przy 2 tys. obr./min.
przez 10 minut. Nastgpnie supernatant rozcienczano dzie-
sigciokrotnie w ptynie MEM uzyskujac kolejne rozcien-
czenia od 10! do 10°. Dawkami 0,02 ml kolejnych roz-
cienczen zakazano domézgowo po 2 myszy, a porcjami
0,1 ml po 3 probowki z hodowla komoérek neuroblastomy.
Zakazone myszy obserwowano codziennie przez 30-33 dni.
Z tkanki mozgowej myszy padtych w trakcie doswiadcze-
nia wykonywano preparat FAT w celu potwierdzenia obec-
nosci wirusa.

Test RTCIT wykonano w nast¢pujacy sposob: trzydnio-
wa hodowleg komorek neuroblastomy trypsynowano i ich
0,1 ml porcje w stgzeniu 5 x 10° kom./ml dodawano do
probowek zawierajacych 0,1 ml kazdego z kolejnych roz-
cienczen supernatantu. Otrzymane mieszaniny inkubowa-
no 1 godzing w 37°C w atmosferze 5% CO, wstrzasajac
probowki co 15 minut. Po inkubacji zawarto$¢ kazdej z ww.
probowek przenoszono do probowek Leightona z lamelka-
mi, uzupemiano do 2 ml ptynem wzrostowym i inkubowa-
no przez 24, 48 i 72 godziny. Nastgpnie lamelki z hodowla
wyjmowano, plukano w PBS, utrwalano 100% zimnym ace-
tonem i po wysuszeniu barwiono koniugatem IF przez 30
minut w 37°C w komorze wilgotnej. Po barwieniu prepa-
raty ptukano 2 razy w kapieli PBS, 1 raz w wodzie destylo-
wanej 1 suszono. Nastepnie lamelki z hodowla zatapiano
na szkietku podstawowym, w kropli zbuforowanej glicery-
ny i ogladano w mikroskopie fluorescencyjnym. Poszcze-
gblne preparaty wykonane z kazdego rozcienczenia oce-
niano po 24, 48 i 72 godzinach. Za wynik dodatni uznawa-
no obecnos¢ w komorkach neuroblastomy ciatek wtreto-
wych, typowych dla wirusa wscieklizny. Ujemna kontrolg
stanowita nie zakazona hodowla komoérkowa inkubowana
1 barwiona réwnolegle z probami zakazonymi. Dodatnia
kontrolg, potwierdzajaca wrazliwos$¢ komorek neuroblasto-
my, stanowita probka nr 16/71 (tab. 1).

Objasnienia do tab. 1.: ¥ — wynik bezposrednich badan moézgu
zwierzat w tescie FAT; ** —myszy zakazono izolatem w stezeniu
od 10* do 10°% + wynik dodatni; +/— wynik watpliwy; — wynik
ujemny; * graniczne rozcienczenie izolatu, ktoére spowodowato
$mier¢ tylko 1 myszy na 2 zakazone
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Tab. 1. Wykrywanie obecnosci wirusa wscieklizny metoda
FAT, RTCIT i MIT w mézgu zwierzat padlych na wscieklizne

FAT* Graniczne miano wirusa uzyskane w RTCIT
Gatunek FAT*
Lp/nr s | bad. : wynik testu MIT
zwierzecia
¥ bezp. | M@N0 | (cruierc po dniach) | “ PAONVCN
myszy
1/92 lis . 10-6 przei.yty wszystkie _
zakazone myszy**
2/93 lis + 10-5 jw. -
3/94 lis + 10-6 jw. -
4/95 lis + 10-6 jw. -
5/96 lis + 1076 jw. -
6/111 jenot + 10-6 jw. -
7126 lis + 106 jw. -
8/26 lis + 102 1072 (19-21) +
. efekt )
9/82 lis + cytotoks. 1072 (21) +
10/67 kot + 10-2 102 (24-25) +
11/68 kuna + 1073 1073 (17-26) +
12/16 kuna + 104 103 (26-29) +
13/56 | jenot + 10-5 1073 (21-22) +
14/80 kuna + 1072 1072 (21-23) +
15/70 kot + 1073 1072 (21) +
16/71 lis + 104 10-3x (11-20) +
] efekt 3% (9.
17/84 lis + cytotoks. 107°% (12-16) +
18/60 lis + 10-2 1072 (13) +
19/72 | tchorz + 1071 102 (11-20) +
20/99 | krowa + 1072 1073 (20-25) +
21/38 lis - 10-1 przezy_ly wszystkie _
zakazone myszy
22/87 | jenot + 1072 1073 (14-19) +
23/94 | krowa + 10-3 102 (14-19) +
24/97 jenot + 1073 1074% (15-19) +
25/21 | krowa + 1073 102 (11-22) +
26/62 | jenot + 10-3 103 (12-25) +
27/66 lis + 1072 1072 (14-24) +
28/72 lis + 1072 1072 (20-27) +
291134 |  jenot + 1073 101 (17-21) +
30/151| krowa + 1073 10-3x (13-27) +
31/153 lis + 10-2 10-3X (13-17) +
32156 |  lis g | | Uil -
zakazone myszy
33/703 lis + 104 102 (10-17) +
. . _ przezyty wszystkie _
kAT 1 + zakazone myszy
35/708 lis + 1073 1073 (10-22) +
36/755 | jenot + 10-2 10-1 (17-20) +
37/168 lis + 1073 1073 (12-19) +
38/792 lis + 104 1073 (17-23) +
39/733 lis + 1073 1074 (7-21) +
40/137 jenot + 10-3 1074 (14-23) +
41/809 lis + 1075 1074 (14-33) +
42/810 lis + 10-1 1073x (15-25) +
43147 lis + 1075 1074 (14-27) +
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Wyniki i omowienie

Wyniki badan poréwnawczych nad wykrywaniem
RV metoda FAT, RTCIT i MIT u badanych zwierzat
przedstawiono w tabelach 112 oraznaryc. 112.

Obecnos¢ antygenu RV w tkance mozgowej bada-
nych zwierzat wykryto w 40 przypadkach (93%) tes-
tem FAT i RTCIT, a badaniem MIT w 33 probkach
(91,6%) (tab. 1, 2).

Wyniki zbiezne w testach RTCIT i MIT stwierdzo-
now 12 probkach (27 9%). Reakcj dodatnig w RTCIT
W WyZszym rozcienczeniu supernatantu od uzytego
w MIT uzyskanow 21 probkach (48 8%). Reakcje do-
datnia w MIT w wyzZszym rozcienczeniu inokulum niz
w RTCIT uzyskano w 10 prébkach (23,2%) (tab. 1,
ryc. 2). Na uwagg zastuguja probkinr 91 17, w kto-
rych cytotoksyczno$¢ w stosunku do komoérek neuro-
blastomy uniemozliwita odczyt. W przypadku probki
nr 9 efekt cytotoksyczny w RTCIT obserwowano we
wszystkich rozcienczeniach inokulum, natomiast
w MIT z objawami porazennymi padty tylko myszy
zakazone rozcienczeniem inokulum 1072, Stezenie in-
okulum 10! tej probki okazato si¢ dla nich rowniez
toksyczne, powodujac $§mier¢ po 24 godzinach po za-
kazeniu, co uznano za odczyn nieswoisty. W przypad-
ku probki nr 17 efekt cytotoksyczny w RTCIT spowo-
dowato tylko inokulum w rozcienczeniu 10~ i 1072,

liczba prébek
16

15+
14-
134

124
M1
10

10" 10°* 10° 10* 10° 10°

ERTCIT EMIT

graniczne miano
wirusa

Ryec. 1. Graniczne miano wirusa wScieklizny w poszczegol-
nych prébach wykryte testem RTCIT i MIT
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Tab. 2. Zestawienie wynikéw pozytywnych uzyskanych w bez-
posrednim badaniu FAT i probach izolacji wirusa w testach
RTCIT i MIT

Badanie . .
Prdba izolacji wirusa
Wynik bezp. I
FAT RTCIT MIT
L. préb dodatnich/L. préb badanych 40/43 40/43 33/36*
% 93,0 93,0 91,6

Objasnienia: * — nie uwzglgdniono wynikéw badan probek nr 1-7
(tab. 1), poniewaz nie wykonano testu z koncentracjami tkanki
nizszymi od 10~

a hodowle zakazone jego wyzszymi rozcienczeniami
(od 107 do 10°%) nie wykazaly obecnosci wtretow cyto-
plazmatycznych. Natomiast myszy zachorowaty 1 pad-
ty po otrzymaniu inokulum tej prébki w rozciencze-
niach 107, 1021 107, przy czym rozcienczenie 10
spowodowato $mier¢ tylko 1 myszy z 2 zakazonych.
Obydwie probki (nr 9 1 17) stanowila tkanka mézgo-
wa lisow wykazujaca cechy rozktadu gnilnego (tab. 1).
Poza tym w badaniach bezposrednich (FAT) mézgdéw
trzech liséw uzyskano wyniki, ktorych nie mozna
bylo uzna¢ bez zastrzezen za pozytywne, stad zostaty
okreslone mianem watpliwych. Préby izolacji wirusa
z mozgu jednego z lisow (nr 34) daty wynik negatyw-

liczba probek

Probki z wyzszymi Probki z wyzszymi Probki z identycznymi
. lllldll Unl £ra Hlltle\ mi1 D lnl and lllll et llll&én\ llll . 1111 ana lllll El anicznymi
w RTCIT w MIT w RTCIT 1 MIT

Probki badane
wylaeznie w RTCIT

Probki badane
wylgeznie w MIT

Ryec. 2. Poréwnanie mian granicznych w testach RTCIT i MIT
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ny w testach RTCIT 1 MIT, nato-
miast w przypadku dwu pozos-
tatych (nr 21 i 32) wirus wyosob-
niono jedynie w hodowli komoérek
neuroblastomy, przy ujemnych
wynikach proby biologicznej
(tab. 1).

Graniczne miano wirusa (ryc. 1),
tzn. najwyzsze rozcienczenie su-
pernatantu, w ktorym wykrywano
obecno$¢ wirusa w poszczegdl-
nych probkach, w RTCIT wynosi-
to: dla 3 probek (6,9%) 10!, dla
11 probek (25,5%) 102, w 12 prob-
kach (27,9%) 103, w 4 probkach
(9,3%) 10* 1 10° oraz w 6 prob-
kach (13,9%) 10°°. Natomiast
w MIT graniczne inokulum 10!
stwierdzono w 2 probkach (4,6%),
102 w 12 prébkach (27,9%), 1073
w 14 probkach (32,5%) 1 10* w 5
probkach (11,6%) (tab. 2, ryc. 1).
W 9 przypadkach graniczne roz-
cienczenie inokulum wywotato
objawy wscieklizny tylko u jedne;j
z dwoch zakazonych myszy pod-
czas 4 tygodni obserwacji. Byly to: 7 rozcienczen
10 oraz 2 supernatanty podane w rozcienczeniu 10
(tab. 1).

W RTCIT po 24-godzinnej inkubacji od 5% do 20%
komorek rozrzuconych na catej powierzchni prepara-
tu wykazywato swoiste wtrgty cytoplazmatyczne. Ich
odsetek wzrastal po 48-godzinnej inkubacji do ok.
30-40%. W tym czasie wirus atakowal przylegte ko-
morki, tworzac ogniska ztozone z kilku do kilkunastu
komorek zawierajacych jasno $§wiecace wtrety cyto-
plazmatyczne. W wigkszos$ci probek dodatnich po tym
czasie obserwowano takze najwyrazniejsza reakcje,
zwlaszcza w tych, ktore po 24 godzinach ujawniaty
obecno$¢ tylko nielicznych wtr¢téw rozrzuconych
w obrazie preparatu. Po 72-godzinnej inkubacji obraz
mikroskopowy poszczegdlnych probek ulegat niewiel-
kim zmianom. W niektorych preparatach zwigkszata
si¢ liczba komorek zaatakowanych przez wirus w ogni-
skach zakazenia, ale w czgsci ognisk §wiecenia byly
mniej ostre niz po 48 godzinach, prawdopodobnie z po-
wodu uwalniania si¢ czastek wirusa do ptynu hodow-
lanego. Poza tym po 3-dniowej inkubacji narastajaca
warstwowo hodowla komoérkowa czesto utrudniata
odczytanie wynikow (ryc. 3, 4).

Nie zaobserwowano zwiazku migdzy zakaznos$cia
wirusa dla komodrek neuroblastomy a czasem wystg-
powania objawdw choroby i $mierci u myszy domoz-
gowo zakazonych tym samym rozcienczeniem super-
natantu. Dowodem tego bytly probki nr 1-7, w ktorych
w tescie RTCIT obserwowano liczne i rozlegle ogni-
ska wirusa rozrzucone na powierzchni preparatu. Od-
setek komorek zakazonych kolejnymi rozcienczenia-

Ryc. 3. Preparat nr 16. Komérki neuro-
blastomy po 48-godzinnej inkubacji z ho-
mogenatem tkanki mozgowej lisa rozcien-
czonej 102 Barwienie technika FAT, pow.
100-200 x
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Ryec. 4. Preparat nr 11. Komérki neuro-
blastomy po 72-godzinnej inkubacji z ho-
mogenatem tkanki mézgowej kuny roz-
cieniczonej 10-. Barwienie technika FAT,
pow. 100-200 x

mi inokulum wynosit 40-70%. Ze wzgledu na szcze-
golnie wyrazna ekspresj¢ wirusa w tych probkach
uwidoczniong w komorkach neuroblastomy badanie
RTCIT rozszerzono, sporzadzajac kolejne, wyzsze roz-
cienczenie inokulum (10°°), zakazajac myszy tym ra-
zem supernatantem w stgzeniu od 10 do 10°° (tab. 1).
Obecnos¢ matych ognisk wirusa ztozonych z kilku
zakaZonych komorek neuroblastomy stwierdzono
w szesciu preparatach w rozcienczeniu 107, a w jed-
nej probce w rozcienczeniu 107°. W badamu MIT
4-tygodniowy czas obserwacji myszy okazat si¢ zbyt
krotki dla ekspresji wirusa w wysoko rozcienczonym
supernatancie (104-10-°) tych probek. Natomiast
w probkach nr 8, 10, 14, 18, 19 i 42 obserwowano
niska ekspresj¢ wirusa w RTCIT wyrazajaca si¢ po 24
godzinach obecnoscia 5-10% zakazonych komorek,
ktérych odsetek wzrastat do ok. 20% w dalszym cyklu
obserwacji. Tu jednak inokulum pochodzace z kazdej
z tych probek okazalo si¢ $miertelne dla myszy w cza-
sie od 11. do 25. dnia po zakazeniu.

U wszystkich zakazonych domoézgowo myszy, kto-
re padly w objawach wscieklizny, potwierdzono obec-
nos¢ RV w mozgu metoda FAT.

Uzyskane wyniki nie r6znig si¢ zasadniczo od wczes-
niejszych badan, ktore dowodza, ze RTCIT jest tak
samo czuly w wykrywaniu zakazenia wirusem wsciek-
lizny jak MIT (5, 14, 18, 23). W wymienionych bada-
niach roznice w czutosci obydwu testow wystapity, gdy
zakazano myszy 1 komorki neuroblastomy inokulum
z niska koncentracja wirusa, uzyskujac testem RTCIT
najwyzszy odsetek reakcji dodatnich. Potwierdzeniem
wysokiej czutosci RTCIT byty probki nr 21 1 32 pre-
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zentowanych badan, w ktorych uzyskano wynik wat-
pliwy w FAT, natomiast dodatni w RTCIT (w rozcien-
czeniu 107! (pr. nr 21) i 1072 (pr. nr 32)) oraz ujemny
w MIT. W preparacie mikroskopowym tych probek ba-
danych testem RTCIT nieliczne wtrgty cytoplazmatycz-
ne w komarkach neuroblastomy widoczne byty dopiero
po 48-godzinnej inkubacji. Sadzi¢ wigc mozna, ze
probki te zawieraty niskie koncentracje wirusa, mimo
ze jego obecnos¢ w probce nr 32 wykryto jeszcze
w rozcienczeniu 102 Prawdopodobnie zakazone nimi
myszy wykazatyby objawy choroby po przedtuzonym
okresie obserwacji (> 1 mies.).

Ponadto, w wymienionych badaniach réznice w czu-
osci obydwu testow wystapity rowniez, gdy uzyto jako
inokulum materialu w stanie rozktadu gnilnego, ktory
powodowat liz¢ komorek neuroblastomy (18, 23).
Potwierdzeniem tych obserwacji sa uzyskane w pre-
zentowanych badaniach wyniki 2 probek (nr 91 17)
pobranych z nieswiezego materiatu. Poddanie obydwu
supernatantow dziataniu antybiotykow przez 1 godz.
w temperaturze lodéwki zahamowato wprawdzie na-
mnazanie bakterii, ale obecne w nich toksyny spowo-
dowaty liz¢ czesci komorek, a pozostate unosily si¢
w plynie hodowlanym. W prébee nr 17 efekt toksycz-
ny w stosunku do komoérek hodowli wystapit tylko
w dwéch pierwszych rozcienczeniach. Uzyskane wy-
niki sugeruja potrzebe sporzadzania kilku kolejnych
rozcienczen supernatantu przy wykonywaniu RTCIT,
w celu zmniejszenia st¢zenia lub wyeliminowania ewen-
tualnych toksycznych substancji z badanej probki.

Hamujaco na ekspresj¢ wirusa na komadrkach neu-
roblastomy moze oddziatywaé rdwniez nie rozcien-
czony homogenat tkanki mézgowej (18, 19) bogatej
w gangliozydy i fosfolipidy (21, 22). Jednak Kulonen
1wsp. (14) nie potwierdzili tej obserwacji. Sporzadza-
jac kolejne rozcienczenia (od 10! do 10-%) tkanki moz-
gowej naturalnie zakazonych zwierzat (szopy, lisy, byk
domowy) przy uzyciu supernatantu mozgu zdrowego
prosigcia, w WleSZOSCl przypadkow otrzymah WyZsze
graniczne miana wirusa w RTCIT niz w MIT. Tylko
w 2 przypadkach (2 szopy) testem RTCIT wykryto
mniejsze koncentracje wirusa. Autorzy podkreslaja
wysoka czutos¢ RTCIT.

Niepodwazalng przewaga RTCIT nad MIT jest
znacznie krétszy czas (1-4 dni) potrzebny do wykaza-
nia obecno$ci wirusa w badanym materiale (2, 8, 24).
W prezentowanych badaniach we wszystkich dodat-
nich probkach w RTCIT obecnos¢ wtretow stwierdza-
no najpdzniej po 48- godzmnej inkubacji, natomiast
w MIT wirus powodowat §mier¢ myszy najwczesniej
7. dnia (probka nr 39, tab. 1), gdy w pozostatych przy-
padkach efekt ten uzyskiwano w okresie od 10. do 26.
dnia po zakazeniu (tab. 1). Najdtuzsze okresy przezy-
cia, wynoszace 25-33 dni, obserwowano po podaniu
myszom granicznych rozcienczen probek nr 10-12, 20,
26, 28, 30,41-43 (tab. 1). Dhugi okres wylggania cho-
roby u wigkszosci tych myszy mozna thumaczy¢ niska
koncentracja wirusa w inokulum. Podobne wyniki
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uzyskali Kulonen i wsp. (14). W ich doswiadczeniu
myszy wykazywaly symptomy choroby dopiero po 28
129 dniach po inokulacji i fakt ten uzasadniaja nie tyl-
ko wysokim rozcienczeniem zarazka, lecz rowniez spe-
cyficznymi wlasciwosciami biologicznymi dzikiego
arktycznego wirusa wscieklizny. Rdznice w ekspresji
RV u zakazonego zwierzgcia, ktore Baer 1 wsp. (4)
thumacza r6zna inwazyjnoscia dzikich szczepow RV,
zaobserwowali rowniez Larghi i Diaz (15) oraz Skal-
ka (20). Webster (25) z kolei wykazal, ze wirus po-
chodzqcy zmdbzgu i gruczolru shnowego tego samego
zZwierzgcia powodowa% $Smier¢ myszy pochodzacych
z jednego szczepu w roznym czasie po zakazeniu. Roz-
nice w jego ekspresji w MIT mogty powodowac¢, obec-
ne w zawiesinach niektérych tkanek (mézgowej, gru-
czotu $linowego), przeciwciata neutralizujace wirus (3,
6,7,16). Poronna postac wscieklizny opisali m.in. Bell
(6) Bell i wsp. (7) oraz Londmel i wsp. (16) u myszy
zakazonych dootrzewnowo. W jej przebiegu nie wy-
kazano obecno$ci wirusa w méozgu zakazonych zwie-
rzat. Stwierdzono natomiast neutralizujace go przeciw-
ciata w mozgu 1 surowicy krwi.

Replikacje RV u zakazonego zwierzecia hamowac
moga rowniez niekompletne czasteczki wirusa (DI —
defective interfering particles), chociaz ich interferen-
cjaz namnazaniem RV in vivo nie zostata jednoznacz-
nie potwierdzona (6, 10, 11).

Natomiast obecnos¢ czastek DI, wzbudzonych wy-
soka koncentracja wirusa, stwierdzano czgsto w roz-
nych hodowlach komérkowych wrazliwych na RV (1,
9, 13). Stad tez, aby zapobiec tworzeniu si¢ nieckom-
pletnych czastek wirusa, Seroka zaleca wykonywanie
RTCIT w 2 kolejnych dziesigciokrotnych rozciencze-
niach inokulum (19).

Zmniejszona ekspresja RV na komodrkach neurobla-
stomy moze by¢ rowniez spowodowana stopniowa
utrata wrazliwosci tych komorek po wielokrotnych jej
pasazach. Dlatego tez wlaczenie RTCIT do rutynowej
diagnostyki zakazen wirusem wscieklizny wiaze si¢
z konieczno$cia dysponowania duzym zasobem komo-
rek zmagazynowanych w ciektym azocie.

Wyniki prezentowanych badan, podobnie jak innych
autorow (14, 17, 18, 23), dowodza, ze RTCIT jest zdol-
ny wykry¢ niskie koncentracje RV w badanej probcee.
Wysoka czuto$¢ testu oraz szybsza ekspresja wirusa
(1-4 dni) w komorkach neuroblastomy niz w mézgu
zakazonych myszy (w obecnym badaniu 7-33 dni,
tab. 1) daje mozliwo$¢ przyspieszenia postgpowania
epidemiologicznego i epizootycznego, co jest uzasad-
nieniem dla wiaczenia testu RFFIT do rutynowej diag-
nostyki wscieklizny. Jednak zastepujac test MIT tes-
tem RTCIT nalezy mie¢ na uwadze ograniczenia testu
RTCIT (cytotoksyczne probki, czastki DI, stopniowa
utrat¢ wrazliwo$ci komorek neuroblastomy po wielo-
krotnych pasazach) oraz fakt, Zze wykonanie tego testu
wymaga wirusologicznego wyposazenia pracowni
diagnostycznej 1 wysoko wykwalifikowanego perso-
nelu. Ponadto nalezy podkresli¢, ze test RTCIT, po-
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dobnie jak MIT, nie wykaze obecno$ci nieaktywnych
(niezywych) czastek wirusa pochodzacych np. z nie-
odpowiednio przechowywanych zwlok zakazonego
zwierzgcia. W tym przypadku wskazane jest zastoso-
wanie testu FAT bezposrednio z tkanki mdzgowej po-
dejrzanego zwierzgcia lub testu RRIED (rapid rabies
enzyme immuno-diagnosis — rodzaj testu immunoen-

zymatycznego typu ELISA wykrywajacy antygeny nu-
kleokapsydu RV) lub metody PCR (polimerase chain
reaction — wykrywajacej kwas nukleinowy wirusa),
ktére umozliwiaja wykrycie zarowno aktywnych, jak
i nieaktywnych czastek RV w tkance mozgowej zaka-
Zonego zwierzeceia.
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