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by, nie wplywa ujemnie na rozwdj mlodych
nutrii i daje dobre wyniki w zapobieganiu.
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Ocena metod barwienia ciatek wirgtowych
przy zakaznym zapaleniu krtani i tchawicy u kur

Zaklad Badania Chor6ob Drobiu, Instytutu Weterynarii
w Putawach

Kierownik: ! prof. dr K. MAREK l

Zakazne zapalenie krtani i tchawicy u kur
(ILT), choroba, ktérg dawniej charakteryzowat
bardzo gwaltowny przebieg polgczony z typo-
wymi objawami Klinicznymi i zmianami sek-
cyjnymi, obecnie coraz czeSciej wystepuje w
formie ,lagodnej”, atypowej. Obraz kliniczny
w takich przypadkach jest zblizony do obja-
wow wystepujgcych przy innych schorzeniach
drog oddechowych i charakteryzuje sie nie-
znaczng dusznoscig, potrzgsaniem glowsg, mier-
nym wyciekiem z nosa, stanem zapalnym btony
Sluzowej worka spojéwkowego itp. Rozpozna-
nie choroby na podstawie objawéw klinicz-
nych i zmian sekcyjnych jest trudne. Koniecz-
ne staje sie wéwcezas przeprowadzenie préby
izolacji zarazka na zarodkach kurzych, préby
biologicznej na wrazliwych kurczetach albo
badania histopatologicznego, majacego na celu
stwierdzenie w komorkach nabtonka biony
Sluzowej tchawicy zakazonych ptakéw charak-
terystycznych, wewnatrzjadrowych, kwaso-
chlonnych ciatek wtretowych opisanych przez
Seifrieda (9). Poniewaz proéba biologiczna
stosowana przy rozpoznawaniu ILT, jak réw-
niez izolacja zarazka sg kosztowne i wymagaja
dos$¢ diugiego czasu, wielu badaczy wykorzys-
tujge spostrzezenia Seifrieda staralo sie opra-
cowa¢ mozliwie proste, przydatne w rozpo-
znawaniu rutynowym, metody oparte na ba-
daniu histopatologicznym (8, 1, 10, 4).

Najprostszg i dajacg najszybsze wyniki wy-
dawala sig byé metoda podana przez Arm-
stronga (1). Polega ona na stwierdzeniu cia-
ek wtretowych w rozmazach z zeskrobin
btony $luzowej tchawicy podejrzanych o cho-
robe ptakéw, barwionych metodg Giemsy.

Autorzy niniejszej pracy postanowili spraw-
dzi¢ przydatno$¢ podawanych w piSmiennic-
twie metod histologicznych dla rutynowej
diagnostyki zakaznego zapalenia krtani i tcha-
wicy u kur. Wydawalo sie réwniez stusznym
przebadanie mozliwosci rutynowego stwier-
dzenia cialek wtretowych w blonach kosméow-
kowo-omoczniowych zarodkéw kurzych zaka-
zonych wirusem ILT. Mogloby to w efekcie
przyspieszy¢ identyfikacje wirusa przy pro-
bach izolacji jego na zarodkach kurzych.
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Material i metody
Kurczetai zarodki kurze. Do badan uzyto
36 siedmiotygodniowych kurczat rasy Leghorn oraz
50 dziesiecio i jedenastodniowych zarodkéw kurzych
inkubowanych w temp. 37°C, przy wilgotno§ci 60%.
Zarowno kurczeia, jak i jaja pochodzily z fermy,

w ktoreji w oiggu ostatnich lat mnie stwierdzano
u ptakéw schorzen drég oddechowych. .
Szczep wirusa ILT. Do zakazenia uzyto

szezepu 92430, o ustalonej zjadliwosci, otrzymanego
od dr Van Roekela z USA. Material do zakaZenia
stanowila zawiesina zhomogenizowanych blon kos-
moéwkowoomoczniowych zakazonych zamariych za-
rodkow kurzych, zmieszana z jalowa gliceryna w
stosunku 1:10 i w tym samym stosunku rozciericzona
bulionem zwyklym. i )

Sposob zakazenia kurczat. Material wiru-
sowy wprowadzano kurczetom w ilo§ci 0,2’5 ml do
lewej zatoki podoczodolowej oraz w ilosci 0,56 ml
do ftchawicy. Jednoczesnie dla kontroli 6 ptakom
wprowadzano do zatoki podoczodolowej i tchawicy
takg samg iloéé zawiesiny sporzadzonej z blon za-
rodkéw normalnych. :

Pobieranie materialu z techawicy. .Pu-
czynajac od pierwszego dnia po zakaien.iu, codzien-
nie przez szesé dni, poddawano ubojowi 5 ptakow
zalkazonych i 1 kontrolnego. Bezposrednio po skrwa-
wieniu ptakéw wypreparowywano i rozcinano gér_ny
odecinek tchawicy, po czym ostrym skalpele'm robﬂ_.m
no zeskrob z blony sluzowej. Zebrany material umie-
szezano na odtluszezonyeh szkielkach podstawowych,
mieszano z kropla piynu fizjologicznego i bagietks
szklana delikatnie rozprowadzano po powierzchni
szkiellsa. Po wysuszeniu na powietrzu rozmazy
utrwalono przez 10 min. w 10% obojetnej formalinie,
plynie Bouina, plynie Zenkera lub w plynie Susa.
W ten sam sposéb utrwalano wycinki tchawic po-
brane z miejsc mnieuszkodzonych skalpelem dla
sporzadzenia skrawkéw parafinowych.

Sposéb zakazania zarodkéw. Zarodki za-
kazano metoda podang przez Larskiego (6), wprowa-
dzajac na blone kosméwkowo-omoczniowsg 0,2 ml
zawiesiny zawierajacej material wirusowy. Kontrole
stanowily embriony, ktérym w ten sam sposéb
wprowadzano zawiesine sporzadzong =z blon nie-
zakazonych. Zarodki trzymano w inkubatorze w
pozycji poziomej i codziennie prze§wietlano.

Pobieranie materialtu z bton kosmow-
kowo-omoczniowych, Poczynajac od pierw-
szego dnia po zakazeniu, schtadzano codziennie przez
sze§¢ dni po 5 zarodkéw zakazonych i 3 kontrolne.
Z blon kosmébéwkowo-omoczniowych wycinano skraw-
ki o wymiarach ok. 1 cm? ktoére nastepnie rozcie-
rano lub rozeiggano miedzy dwoma szkietkami pod-
stawowymi. Rozmazy po wysuszeniu na powietrzu
utrwalano w alkoholu metylowym, 10% obojetnej
formalinie lub w plynie Zenkera, trzymajgc je w
kazdym z utrwalaczy przecietnie przez 10 minut.
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Skrawki histologiczne przygotowywano z wycinkdéw
bton utrwalonych w 10% formalinie, plynie Bouina
i w plynie Zenkera.

Barwienie. Rozmazy i skrawki barwiono na-
stepujacymi metodami: hematoksyling i eozyna,
floksyng i tartrazyng wg Lendruma (cyt. wg 7).
metodg Giemsy, floksyng i blekitem metylenowym
wg Thomasa (cyt. wg 5).

Wyniki i
Dosdwiadczenie 1. U kurczat zakazo-
nych wirusem ILT pierwsze objawy kliniczne,
w postaci nieznacznej dusznosci i czestego
potrzagsania glowsg, pojawily sie w 48 godz. po
zakazeniu. W nastepnych dniach do objawéw
tych dolgczylo sie kichanie, $luzowy wyciek
Z nosa, a w 5 i 6 dniu wyraZna osowialos¢
ptakoéw. Badanie sekcyjne kurczat poddanych
ubojowi w 48 i 72 godz. po zakazeniu, wy-
kazato rozpulchnienie blony sluzowej tcha-
wicy oraz zwiekszong ilo§é sluzowej wydzie-
liny w przewodach nosowych i w tchawicy.
W nastepnych dniach stwierdzano silne prze-
krwienie blony sluzowej tchawicy, a takze,
w poblizu krtani i rozwidlenia tchawicy, z6t-
tawe strzepki widknika. U 7 ptakéow obserwo-
wano czop wioknikowy u wejscia do krtani.
Inne narzady nie wykazywaly zmian. Ruty-
nowe badanie bakteriologiczne we wszystkich
przypadkach dato wynik ujemny.

Badanie mikroskopowe rozmazéw sporza-
dzonych z tchawicy kurczat zakazonych nie
wykazato charakterystycznych cialek wtreto-
wych przez caly czas trwania do$wiadczenia.
Natomiast w skrawkach parafinowych juz w
48 godz. po infekeji stwierdzono u 3 z 5 ba-
danych kurczat obecnosé typowych dla ILT
wewnatrzjadrowych ciatek wtretowych umiej-
scowionych w komoérkach nabtonka blony $lu-
zowej tchawicy (fot. 1). Posiadaly one zwykle

omdbwienie

Fot. 1. Wewnatrzjgdrowe ciatka wtretowe w nablonku blony
sluzowej tchawicy. Floksyna i blekit metylenowy. Pow. ok.
1200 X,

Mikrofotografie wykcenal inz. J. Pacewicz.

ksztalt okragly lub owalny, rzadziej kietba-
skowy 1 wybarwialy sie na kolor ciemno-
czerwony. Ciatka zajmowaly najczesciej 1/3
powierzchni jadra lub niekiedy wypelnialy je
catkowicie. Chromatyna jadrowa przewaznie
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byla zepchnieta na obwo6d, a miedzy nig a
ciatkiem wtretowym wystepowala niebarwigca
sie obwoédka (,,halo”)ktérej wielkos¢ uzalez-
niona byla od rozmiaréw ciatka. Bardzo czesto
komorki zawierajace ciatka wtretowe tworzyly
réznej wielkosci skupiska.

W 72 godz. po zakazeniu cialtka wtretowe
obserwowano u wszystkich badanych kurczat.
Natomiast u ptakow poddanych ubojowi w
czwartym, pigtym i szdéstym dniu od momentu
zakazenia ciatek wtretowych nie wudalo sie
wykaza¢. Nie mozna jednak w tych przypad-
kach z calg pewnoscia wykluczyé obecnosci
cialek wtretowych. By¢ moze wystepujacy w
owym czasie rozpad jader komérkewych
utrudniat ich identyfikacje.

Doswiadczenie 2. Pierwsze zmiany
na blonie kosmowkowo-omoczniowej zakazo-
nych zarodkéw, typowe dla ILT, pojawily sie
w 72 godz. po zakazeniu. Obserwowano zgru-
bienie blony, a na calej jej powierzchni wy-

stepowaly liczne, drobne, szarawe ogniska
martwicze. Czesto w miejscu wprowadzenia
materiatu wirusowego stwierdzano réwniez

jedno duze ognisko. Zmiany te utrzymywaly
sie do konica do$wiadczenia. Zadnych zmian
nie stwierdzono na blonach zarodkéw kon-
trolnych.

W rozmazach sporzadzonych z blon zaka-
zonych zarodkéw nie udalo sie wykazaé obec-
noéci cialek wtretowych. Stwierdzono je na-
tomiast w skrawkach parafinowych, przy czym
wystepowaly one miedzy trzecim, a széstym
dniem po zakazeniu. Cialka te nie roéznity sie
niczym od ciatlek obserwowanych w prepara-
tach z tchawicy, wystepowaly jedynie w
mniejszej ilosci. Stosunkowo najwiekszg li-
czbe cialek wtretowych stwierdzano w trze-
cim i w czwartym dniu po zakazeniu. Zda-
niem Hofstada (cyt. wg 2) okres ten moze
przesunac¢ sie do pieciu dni po zakazeniu w
zaleznosci od ilosci 1 drogi wprowadzenia wi-
rusa do zarodka.

W uzytych w badaniach utrwalaczy naj-
lepszymi okazaly sie ptyn Susa i ptyn Bouina.
Z zastosowanych metod barwienia najlepsze
rezultaty uzyskano przy uzyciu floksyny
i blekitu metylenowego. Metoda barwienia
floksyng i tartrazyng, jakkolwiek szczegolnie
zalecana przy barwieniu cialek wtretowych,
okazala sie w naszych doswiadczeniach malo
przydatna.

Przedstawione badania wykazaly, przynaj-
mniej w przyjetym ukladzie doswiadczenia,
nieprzydatnos¢ metody rozmazéw dla wykry-
wania cialek wtretowych przy ILT. W zad-
nym z badanych preparatéw nie udalo sie
bowiem stwierdzi¢ obecno$ci charakterystycz-
nych wewngtrzjadrowych wtretow. Stosunko-
wo tatwo natomiast stwierdzano ciatka wtre-
towe w skrawkch parafinowych sporzadza-
nych z tchawicy i blon kosméwkowo-omocz-
niowych. Wydaje sie jednak, ze metoda ta w
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praktyce moze mieé jedynie ograniczone za-
stosowanie. Stosunkowo krotki okres czasu w
ktorym istnieje najwieksza mozliwosé wykry-
cia ciatek wtretowych, ograniczajgcy sie prak-
tycznie do 2—3 dni, stwarza koniecznosé¢ ba-
dania wiekszej ilosci ptakéw znajdujacych sig
w roznych stadiach choroby. Wprawdzie inni
autorzy stwierdzali obecnos$é cialek wtreto-
wych jeszcze w szostym dniu po zakazeniu,
to jednak podkreslajg oni zgodnie, ze naj-
wieksza ich ilo$¢ wystepowala miedzy drugim
a pigtym dniem po infekcji (9, 1, 3). W na-
szych warunkach terenowe pracownie rozpoz-
nawcze nie majg najczesciej mozliwosci wy-
boru ptakéw do badania. Otrzymuja one
zwykle ptaki padle z daleko posunietymi
zmianami chorobowymi, a zatem nieprzydatne
do tego rodzaju préb. Tym niemniej metoda
wykrywania cialek wtretowych w skrawkach
tchawicy 1lub blon kosmoéwkowo-omocznio-
wych moze byé przydatna do identyfikacji
czynnika zakaznego w przypadku zakazenia
kurczat lub zarodkéw kurzych materialem
podejrzanym o obecnosci wirusa ILT (proba
biologiczna). Inne sposoby identyfikacji wirusa
sg na ogél czasochlonne i do$¢ trudne do
przeprowadzenia. Dla dalszego skrocenia cza-
su badania histologicznego nalezaloby wypro-
bowaé¢ jeszcze mozliwos¢é wykrywania cialek
wtretowych w skrawkach mrozonych.

Wnioski

1. W badaniach wlasnych wykazano nie-
przydatno$¢ rozmazéw sporzadzonych z biony
Sluzowej tchawicy kurczagt oraz z blon ko-
sméwkowo-omoczniowych zarodkéow kurzych
zakazonych wirusem zakaznego zapalenia krta-
ni i tchawicy do wykrywania ciatek wtreto-
wych.

2. Wykrywanie ciatek wtretowych bylo
mozliwe wylgcznie w skrawkach parafinowych
tchawicy sporzgdzonych w drugim lub trze-
cim dniu po zakazeniu oraz w skrawkach pa-
rafinowych bton kosmowkowo-omoczniowych
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sporzadzonych miedzy frzecim a
dniem.

3. Najlepsze wyniki dawalo utrwalenie w
plynie Susa lub w ptynie Bouina oraz barwie-

nie floksyng i blekitem metylenowym.

szostym
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ITonkama A., Poumikoscku fI. — OI€HKA METOA0B OKpa-
CKM Tellel] — BKJIIOUEHMII NPy MHOEKINOHAJIBLHOM Jia-
purrorpaxeute ntuy (MJIAT) y Kyp.

Cample Jayd4iuye pe3yJbTaTbl MNOJYYMJINM IIPU TIOUC-
Kax TeJell-BKJIIOYeHnI B MapadMHMPOBAHHBIX Ccpe3ax
TpaxeyM UBIIIAT Y XOPMO-AJJIaHTOMCHON 060J04KIL
(bMKCHMPOBAHHEIX B XRMIKOCTH 110 Sus uam 1o Bouina
M OKpalleHHbIX (IOKCHMHOM 11 MeTuyeH-0iay no Tho-
mas. Camoe OoOJblIoe KOJJMYECTBO BKJIIOUEHMIT HAIIN
B Tpaxem Ha 2—3 JeHb [ocJe MHOKyJIAIuMy, a B
XOPMO-aJIJIAHTOMCHBLIX obojoykax Ha 3—4 NeHb mocne
MHOKYJALMK., ¥YCTAHOBMIM TaKXKe HENPUroxHOCTh Me-
TOAA OKpalllMBaHMA Ma3KOB.

Cagkata A., Roszkowski J. — The evaluation of inclu-
sion bodies staining methods in the Infectious la-
ryngo-tracheitis in hens.

The investigations were made on the usefulness of
inclusion bodies staining methods in the diagnostics
of Infectious laryngo-tracheitis (ILT) in hens. The
best results were obtained in the inclusion bodies
detection in parafined slices of chick trachea and
in chorio-allantoic membranes of hen embryos fixed
in Sus of Bouinis liguid and stained with floxine and
methylene blue according to Thomas. The greatest
number of inclusion bodies was detected in trachea
on the second and third day after the infection and
in chorio-allantoic membranes on the third and fourth
day. The uselessness was proved of the method of
inclusion bodies staining in films made of trachea
mucuous membrane and in chorio-allantoic membra-
nes.

Badania nad wlasnosciami szczepéw laseczki larwy (Bacillus
larvae White) wystepujgcych na terenie woj. opolskiego™)

Katedra Epizootiologii Wydzialu Weterynarii WSR we Wroctawiu
Kierownik: prof. dr T. SOBIECH

Laseczki larwy (Bac. larvae White) wywolu-
ja zgnilec zlosliwy, jedng z najgrozniejszych
zarazliwych chorob czerwiu pszezol. Schorze-
nie to, objawia sie zamieraniem z reguly czer-
wiu zasklepionego i cechuje sie ciezkim prze-
biegiem, szybkim rozprzestrzenianiem sie,
uporczywoscia w leczeniu oraz czestymi na-
wrotami choroby (2, 3, 8, 9, 10, 11, 12, 16, 17,

*) Autoreferat rozprawy doktorskiej,

24, 26). Nagminne wystepowanie tej choroby
wyrzadza powazne straty gospodarcze (21, 23).

WiasnoSci chorobotworcze laseczki larwy sa zalez-
ne od postaci w jakiej ona wystepuje. W formie we-
getatywnej jest niechorobotwoéreza i mozna ja stwier-
dzi¢ jedynie w $wiezo zamarlym czerwiu, gdzie po
3—4 tygodniach przetrwalnikuje (22). Przetrwalniki
laseczki larwy posiadaja bardzo silne wtasno$ei cho-
robotwéreze dla czerwiu pszczelego, jednak pojedyn-
cze przetrwalniki zakazenia czerwiu nie wywoluja.
Jedna z wtasnosci umozliwiajacych gwaltowne roz-
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