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Metody immunofluorescencyjne wprowadzo-
ne ptzez Coons'a i wsp. (3) znalazły szerokie
zastosowanie w pracach nad ńżnymi modela-
mi wirusów zwierzęeych. Diagnostyka pomoru
rzekomego ptaków w kraju, na podstawie obra-
zu anatomo-patologicznego, natrafia na cotaz
większe trudności. Wiąże się to z powszechn;rm
stosowaniem szczepień ochronnych, które
znacznie zniekształcają obraz ptzyżyciovły i
pośmiertny choroby. W każdym podejrzanym
przypadku rozpoznanie pomoru rzekomego mu-
si się opierać o laboratoria diagnostyczne. Pod-
stawowym testem diagnostycznym jest izolacja
wirusa na zarodkach kurzych, Wprowadzenie
do bądań wirusa ND metody przeciwciał fluo-
rescencyjnych pozwoliło na znaczne skrócenie
czasu badania co wydaje się mieć duże znacze-
nie praktyczne.

Maestrone i Coffin (7, B) zastosowali metodę
FA do tozpozna:wania antygenu wirusa ND w
nabłonku górnych dróg oddechowych kurcząt.
Corstvet i Sadler (4), Braune i Gentry (2),
Kono i wsp. (11), Beard i Easterday (1), Rossi
i Caporaie (16) stosowali metodę immunoflu-
orescencji do interpretacji różnycll aspektów
patogenezy i immunogenezy badając narządy
wewnętrzne. Ponadto badania metodą FA przy
pomorze rzekomym ptaków obejmują wykry-
wanie antygenu wirusa w narządach embrio-
nalnych (9, I7,23) i szeregu kultur tkanko-
wych (5, 6, 10, t2, 13,75, 17,18, 19, 20,22).

Celem pracy było przedstawienie prób usta-
Ienia kryteriów diagnostycznych dla NDV
ptzy użyciu metody bezpośredniej immuno-
fluorescencji w badaniach pośmiertnych pta-
ków zakażonych krajowymi szczepami z za-
stosowaniem homologicznych surowic znako-
wanych. Pracę traktuje się jako doniesienie
wstępne o charakterze metodycznym.

Materiał i metody
7. Zwierzęta doświadcza|,ne: a) kury rasy Sussex

w wieku 6 miesięcy, nieuotdparniane, pochodzące od
matek nieszczepionych, w pełni wrażliwe na wirus
rzekomego pomoru ptaków. b) zarodki kurze 10-cio
dniovre w?r-zr.aczone do kontroli i izolacji wirusa.

2. Wirusy: standardowy szczep wirusa rzekomego
pomoru ptaków (NDV) Radom o mianie HA 640, ID50
10-6,8.

3. Surowice: a) surowice odpornościowe p-w NDV:
I-IV. b) surowice normalne od kur nieuodpornio-
nych, c) surowice znakowane p-w NDV (koniugaty),
d) surowice znakowane kontrolne: heterologiczne su-
rowice znakowane FITC - p-w wściekliźnie i p-w
leptospirozie produkcji Bioveta CSR,S,

4. Narządy: a) narządy kur zakażonych doświad-
czalnie szczepem Radom wirusa ND, b) narządy kur
padłych, u których rutynowym badaniem diagnostycz-
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nym potwierdzono pomór rzekomy, c) analogiczne na-
r,ządy ptaków zdrowych nieuodpornionych do badań
kontrolnych.

Przygotowanie surowic odpornościowych p-w NDV:
Surowicę otrzymano przez hiperimmunizację kur
wrażliwych szczepem Radom ND. Schemat uodpor-
nienia: sześciokrotnie zakażono domięśniowo grupQ
ptaków (16 sztuk) zawiesiną wirusa w PBS. Ptaki
wykrwawiono po 21 dniach. Miana HI surowic wy-
nosiły 320-2560. Surowiice od poszczegóInych pta-
ków podzielorno na cztery grupy zaLeżnie od mian:
I - 320, II - 640, III - 1280. IV _ 2560. Przygo-
towanie surowic znakowanych przeciw NDV: Do
sporządz'enia surowic znakowan),ch użyto zlewek su-
rowic z grup II i III - koniugat A, III i IV _
koniugat B i IV - koniugat C. Koniugaty wykonano
wg Rindenknechta (14) *).

Zawarlość białka w surowicaclr znakowanych A i
B : 0,950ń, stosunek F/P:r,6; dla surowicy zna-
kowanej C wartości te wynosiły 1,68Yo i 0,45. Uzys-
kane surowice adsorbowano proszkiem acetonowym
z narządów zdrowych kur: wątroby. śIedziony. płuc,
nerek i mózgu (100 mg proszku na 1 ml surowicy
znakowanej). Badania immunofluorescencyjne: pobra-
ne od ptaków narządy miąższowe wypłukiwano w
PBS, żołądek i jelita w miejscach przeznaczonych do
badań mechanicz,nie oczyszczano z treści. Ze świeżych
przekrojów narządów wykonywano preparaty od-
ciskowe na sżkiełkach podstawowych nie posiada-
jących własnej fluorescencji (po 3 prepataty z róż-
nych miejsc badanego narządu). Ustalając metodykę
stosowano utrwalania w schłodzonym acetonie
(-30oC), metanolu absolutnym oraz utrwalanie ter-
miczne w płomieniu palnika. Preparaty po pokryciu
znakowaną surowicą w optymalnygn rozcieńczeniu
inkubowano ptzez 45 min, w temp,-,20oC. Stosowano
płukania: (po t0 min.) bufor fosforanowy o pH 7,6,
PBS i woda destylowana, Na wysuszone w tempera-
turze pokojowej preparaty nakraplano gliceryną bu-
forowaną o pH 7,B i pokrywano szkiełkiem nakryw-
kowym. Brzegi szkiełek zatapiano parafiną.

Wymieniony schemat przygotowania preparatów
był uprzednio stosowany w badaniach rabioiogicznych
(21). Surowice znakowane mianowano wobec p,repa-
ratów dodatnich zawierających antygen NDV. Sto-
sowano rozc,ieńczerria od l:2 do 1:64.

Badania kontrolne przeprowadzano w następują-
cych układach:

1) mateniał ,dodatni f znakowana surowica kon-
trolna,

2) materiał ujernny (prąlaraty z kur zdrowych)
f surowica ztukowajna p-lw NDV (addkwątna do
stosowalnej w próbie własciwej),

3) odczyrn,harnorwania i,mrnrrinofluo,rescencji,z rna-
teriałem dodatnim i kolnrirtrgatern przeciw NDV z
zastosowanieł-n surolwicy d,o,dańniej o mianie Hi
2560,

4) prą>araty odciskowe z lnarządów dodatnich
i ujennych ba,]:,7i/ione hem,atoksy,li,ną i €ozylną.

Kontrolę do odczynu prowadzono z surowicą od
kur niouoĄ>ornionyoh. Ocena prepartów lbyła prze-
prowadzana w mikroskołpie Mtr-2-67, przy oświet-
leniu gónnym. Filtry: ktriwgŁa wodna, fi,ltry CBC
7-2, ęC 1-4, powięil<saenie 40X12. Próby serologicz-
ne SN i HI alfa wykonywano wg ogólnie przyję-
tej metody zakażeń materiału do jamy owodniowo-

t) Autolzy pragną serdecznie podziękować doc, dr habil.
S. Grysowi z zHw w Warszawie za ptzygotowanie Surowi-
cy znakowanet C.
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-o,rnoczniowej zarodków kurzych. Ocgna surowic
znakowanych: Surowice znakowane A, B i C ocenia-
no na około 150 ,preparatach z wątroby i śle,dzioLny
ptaków, u których sekcyj,nie i metodą ńzolacji ina
embr:ionach kurzych stwierdzono pomó,r rzekorny.
Równolegle prowa,dzono b,adania kontro ne.

Badania doświadczalne. Wrażliwe kury zakażano
domięśniovzo NDV szczepem Radom dawką 1000
LD56 na sztukę.

Ptaki wykrwawiono 5-B dnia po zakażeniu w okre-
sie rozpoczynających się pierwszyoh objawów kli-
niczny,ch. Do oc€ny immr.lrnofluo,rescencyjnej użybo
preparatów, odciskowych z mózgu, rdzenia kręgowego,
tchawicy, płuc, wątroby, śledziony, żołądka gruczo-
ło,wego, nerek i jelita ślepego. Preparaty wykona,no
bezpośrednio po pobraniu narządów z piaków zalka-
żonych.

Analo,gii,czne badania ko,ntrolne prowa,dzono ,na
materiale a ptaków,nieuodponnionych.

Wyni[<i i oł-nówienie
Najlepsze wyniki uzyskano przv stoso,wallru

utrwalania pre|paratów odciskowych w chło-
dzonym acetonie i tenmicznie. Do badań tere-
nowych i doświadczalnvch ]st,o§o\Mano optymal-
ne rozcieńczenia sulowic znal<owanvch (tab. 1).

W badaniu wątroby i śl,edziony kur ,padłvch
na ,pomór nzekomy, metodą FA nailepsze wy-
niki uzvskano z surowicą znako\Maną C (tab,
2). Wy,mie,nionej surowicv,używano również do
badań doświadczalnych. Wvniki zesta\Ą/iono w
tab. 3. Krvteria oceny prepardtów dodatnich
w metodzie FA razem z ocffilą lposzczggólnych
narządów urnieszczono w tah. 4. W badaniach
kontrolnvch z materiałem ujernnyrn nie ohser-
wowano charal<terystyc,znycłt świeceń antyge-
nu wirusa ND. W odcz.,.nie hanrołłrainia immu-
nofluorescencji z suro,wicą p-w NDV ,obser\Mo-
wano jedvnie częścio,we stłu,mienie świeceń.
Wvdaje się, że oh,serwowana ryy preparatach
z narządów kur zakażonych rszczepem Radom
ND fluorescencja elementów morfo,ty,cznych
krwi moze bvć interpretowan,a jako swoista je-
dynie w odniesieniu ,do części elementów ukła-
du białoł<rwirrk,orwelgo. Zdaniem Maestrone
i Coffin (B) świecenia elomentów krwinkowych
wv§tępują w części patogenezy ND.

Tab. 2 Ocena p,o,równawcza surcrwic znakowarrych rra
do,datnim materiale,terenołwym (wyniki sumaryczne)

Prowadzo,ne badania wydają się wskazywac
na,możliwość zastosowania prób irn,munofluo-
resce|ncji jako iednej z met,od ocexy zakażania
wirusern ND, Analogicznie do innych jedrrro-
stek wirusowych rozpoznanie antvgenu ND w
metodzie FA wv,rnaga stosowania całego zesta-
wu testów kontrolnvch. Isto,tnym momentelm
jest w},bór narządów, które mógą być mode-
lem w immunoflu.orescencvj,nych badaniach
diag,nostycznvch.

Tab. 3. Wy,stępowa,nie ,winu,sa lub antygenu NDV u
kur za{każon;rch rwirusem pomoru rzekomego pńakó,w
w okresie tozpoc,zyrrają,cych się objamów iklinicznych

(suro,wica znakołrana C)
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Tab. 1. Mianowa,nie surowic znalkowanych w propanatach ze śledziony kur padłych na pomór rzekomy
ptaków (materiał terencxwy) i kontr.otrnych

ND

kolntrpla

Świecenia te nakładają się rra naturałną
autofluorescencję tvch komórek, widoczną w
preparatach kontrolnycłr.

s - wyniki swoiste

,Ro zci e ńc z enia s u ro,w i c

Uzyskane wyniki \Mskazują na możliwość za-
stosowania do badań rozpoznawczych prepara-
tów z następuiących nat,ządów: mózgu rdze-

Surowica l mrt"ri"ł lznakowanal 
I l2N

+++
A

B

+-
++

Wątroba ISt"a"io-lr.
Wątroba

0
I

(Rozcieńczenie optymalne w ramkach).
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Narząd

Tab. 4. 'W ki badań immu,noftruonesc rych

Miejsca, z lktórych przygotowano
preparaty o,dciSkowe

Kryteria

.Płaszczyzna przdkroj u |popnzeczne-
go na wysokości zgrubień grzbie-
tołuych półklul

oceny preparatółv
dodatnich

Fluorescencja cytoplazmy komó-
rrek zwojowych i poza komór,kowo
zlokalizowane zianna antygenu

Uu,agi

Fl. elementó"w rnorfo.
tycznych kr-wi i złogów
lipo,fuscyny

Rdzeń
kTęgo,wy

Przekrój poprueczny,części począt-
kowych

Fluorescencja cyłtorplazmy rkomórek
zwojorwych. Świe,cenia typu pu,nk-
toulego na przdknojach włókien
rdz.

Tchawica
polwierzchnia blony śluzowej ze
środkowego odcinka narządu

Fluorescencj a cytorplazmy [<o,mórek
rrablonko-wych

FI. elementów nacieko-
wych (tikład biało-
rkrwinkowy)

Fl, elementów ,mo,rfo-
tycznych krwi

Silna f1. elementów ukł.
biało,krwinkovrego
rniąższu

Przelkrój Lpolprzećzny płuca p,rawe-
go i lewego

Fluo,rescencja typu
ro,z),a,nego w ś,cianach
płuanych

punktołvego,
pęoherzyków

Wątroba przelkroj e lpoprzeczne płatórv

śledziona P,rzekrój poprzeozny

Fluoirescencj a cytoplazmy komórek
,miąższu wątrobowego

Fluorescencja ,rozlana w obrębie
ko,mórek siatecżki i szereg świeceń
punktowych

środko- | Fluorescencja konrórek ,nabłonka
nerkotwego

Fl. elementów ,mor-fo-
ty,c,znych il<nwi

Zołądek
gruczoło\łIy

powierrzchinia blony ślu,zowej żo,
łąd,ka gruczołołvego

Fluorescenc j a cyto,plazmy komórek
gruczołolvych Fl. resztdk pokarrnu

Jelito
ślepe

Powierzchnia błony śluzowej śro,d-
kowej części rrarządu

nia klęgowego, tchawicv, Żołądka gruczołowe-
go i jelita ślepego. Rezultatv badań na ma-
teriale terenowym wskazywały również na
do,bre wyniki uzyskane z preparatanri ze śle-
dziony i wątroby. Zdania różnych autorów na
ten temat są podzielone. Wynika tc z lprowa-
dzenia badań nad NDV na wyrywkowym i
często nie il<ontrolo,wanvtm ,materiale z użyciern
różnych surowic znakowanych. Różnorodność
uzyskanych wyników wiązać ilTrożna z modyfi-
kacjami metod badania pat,ogenezy, zależnie
od użł,tvch szczepów ń dróg po,dania wirusa.

Maestrone i Cof,firr (7, B) wvkazywali anty-
gen iuż 3 go,dz. po infekcii w nabłonku gór-
nych dlóg o,ddechowych. Corstvet i Sadler (4)

wykazują antvgen również w przewodzie po-
karmowvm, Propon,ują żołądek gruczdo\My
i tchawicę jako najdogodniejsze narządy do ba-
dań diagnostycznych metodą immunofluores-
cencji. Ęraune i Gerrtrv (2) starają się ujed,no-
Iicić metodykę FA do badań na,d wvkrywa-
n,iem chorób wiru,sowvch uil<ładu ołd,dechowe-
go ptal<Ów (ND, IB, ILT) i proponują wyrnazy
z tchawicv jako podstawowy materiał do prób.
Przytoczone piśmiennictwo związane z bada-
nie,rn tkanek ptaków ,\M patogenezie ND i po-
śmiertnie metodą FA, zawie,ra st,o,sunikowo ma-
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ło danych uzyskanych z różnvch szczepów wi-
rusowych i z zaśtosor,rraniem roŻnYch Surowic
znakowanych. w masow\Im stosowaniu do
profi,laktvki szczepionek produk,cwanych ze
szczepów ży,wvch, istnieie możliwość w},kaza-
nia antygenu szczepionkolwego w narządach
ptaków. Rossi i Caporale (6) badając i,mrrruno-
f,luorescencvjnie narządy ptaków uodparnia-
nych żvwymi szczepionkami handl,owymi sto-
sowanymi we Włoszech stwier,dzili antygen
NDV w śIe,dzionie i wątro,bie, rnózgu, mięśniu
sercowym i płucach do 7 dni,a a w steku ,do 10
ntia po szczepieniu. W związl<u z tym prolponu-
ią 10 dniowy próg ostrożności dla rnetodv FA,
jeżeli ptaki były uod,parniane szczeparni żywy,
mi.

Wydaje się, że zalecenie testu FA do prakty-
ki diargnoStvcznej p,owinno lbyć tpoparte ,usta-
lerriem zależności rmiędzv wirulentnością rnate-
riałów badanyc,łr a fluore,scencją, sprawdze-
n,iem heterollo,giczrrvch i homologicznych suro-
wic znakowanych oTaz opracowaniem progu
ostroż,ności,dla tkrai,owvch szczelpów szczepion-
kowvch,

piśmiennictwo

L, Beard c,, Ed.9terddu B.j J. infect, Dis. 117, 66, 196?.
2. Brdune M., Gentr!) .Ft,: Avlan Dis. 4, 535, 19tj5,
3. coon.s A,, creech lL, Jones R.: Proc. soc. exp. Biol.

Med.47,200, 1941,

Fluorescencja komórek rrabłonka
jelitowego

Fl. elementów bakte-
ryjny,ch i niezidentyfi-
kowanych elementó.łu
komórkowych
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ANNA CĄKAŁA

Choroba Mareka jest zaraźIiwą, wirusową
chorobą ktrr, rzadziej innvch ptaków, która
występować może w dwoch formach:

1) klasy,cznej - ch,arakteryzującej się jed-
n,o- lub ob,ustronnym niedowładem ltrb poraże-
niem nóg, skrzydeł, rzadziej ogona (tzw. postać
nerwowa), jedno- lub obustroinnie zmienionym
zabarwien,iem tęczówki, a szczególnie deforma-
cją fl<ształtu źtenicy (tzw. postaó oczna),

2) ostrej - dla której charakterystyczne są
zrniany nowotworowe w narządach wewrnętrz-
nych, szczególnie w gonadach, nerkach, śle-
dzionie, wątrobie, żołądku gruczołowym, płu-
cach ń in. (tzw. postać trzełvna).

Notuje się równńeż występ,owanie mieszanych
postaci obu form chonoby.

Choroha Mareka, TozpTzestrzeniona obecnie
na ,całym śWi,ecie, ,coraz b,ai,dziej przybier€ na
znaczeniu we wszystkich k ra j ach posiadaj ących
rozwiniętv przemysł drobiarski, Jej ,9511ą, ,r*
wotworowa forma (narwa zaproponowana przez
Biggsa - 4), dawntiej znana pod nazwą limfo-
matozy trzewiowej lub ostrej białaczki pta[<ów,
stwierdzona została ,w wielu krajach i ,obecnie
wydaje się bvć problemem ek,o,1romicznie znacz-
nie poważniejszym niż białaczki (10, 11, L7,20,

Hrftlecrrłx IuTaMMoM A9IT e 5 cytrn uocne rrłSexqroł.
Cavrue Jlytl[Ir{e pe3yJIBTaTbI r:ołrytrlĄilĄ ]lccJleAyff
oTlleqarl.rl1 Mo3ra, cullHHoro Mo3ra, Ę)axeH, JIerKvx,
xełegrłcroż qacrrr x<eJlyAxa u c,rrenoż xulslxw. B mc-
cJIeAoBaHr{ax ITaT-MaTepIłaJIa B KoToporrł AgfI 6srna
ycTaHotsJlelra (Ha ocrłoeaHll pe3yJIbTaToB BcKpBITluIa
r,I BbIAeJ[eIn4E BlĄtryca [JłreM 3apax<errmE 9łr6prłołłoa
xyp) caunte ayqurłle pe3yJIbTaTbI rlołIy*ilłlu IIplIMeHflg
npeflapaTblł3 ceJle3enllr{ l{ ilelłeHr{. Vcnerurrsre pe-
3yJIbTaTbI MeToAa VI@ a pyr,wanoż 4ranrłocrrłre A9fI
3aB,ucET oT ycTaHoBJIeIrTlfl ycJloBrlż cneqr$rłrrocrvr
TecTa AJIfi r<a>x4oż m4ełr,lłoż ceprflł MelłeHrroż clr-
BopoTKrt.

Borzemska W,, Wojciechowski K. - The app[cation
of the fluorescent antibodies test (FAT) to the rapid
diagnosis of Newcastle diseasc.

Attempts were carried otrt to establish the value
of FAT iln case of Newcastle d;isease (ND). The tech-
nique of tissue smeiars and dirrect FAT with ho,molo_
gous oonjugates wete used. On the 5 da.y after in-
fection there were evaluated internal organs of hens
infected intramuscularly with velogenic strain of
NDV. Thęre were compared the infectiv,ity and use-
fulness of internal organs for FAT. The best results
were reached with the smears made of the brain,
sp,i,nal cord, trachea, lulng, gl_andtrlar part of stomach
a|nrd coecu,m. In post rnorte,m examinations the dise-
ase was ,co,nfirmed on the strength of anato,m,o-patho-
logical lesions and by means of virus isolatiorn ,in
embryonated eggs. Then the best findyngs were obta-
i,ned by the examination of spleen ancl liver smears,
The succesful application of FAT for routine diag-
nosi of ND depends on the specificity of each con-jugate used.

22). Obserwacje prowadzone w Zakładzie Ba-
dania Chorób Drobiu Inst. Wet. od 1962 r., tj.
od piórwszego stwi,erdzenia ostrej formv tej
choroby u br,oilerów (7) wskazują również na
znacznie częstsze jej występowanie nż biała-
czek.

Ostra f,orma chor,oby Mareka bywa często w
pnaktyce tenenowej rozpoznawana jako blałacz-
ka ]imfatyczna, ,porrieważ stwier,dzane na sekcji
zmiany n,owotworowe są przy obu chono,bach
bardzo podobne.

Wyniki pro,wadzonych od kilku lat na całym
świecie intensywnych badań wykazały jednak,
że ,obie jednostki chorobowe winny być tra[<-
towane zupełnie oddzielnie. Wydawało się za-
tem celowe nrodanie niektórych nowych wia-
domości dotyczących ostrej formy choroby Ma-
reka, z Tówno,czesnym wykazaniem najistot-
niejszych cech różniących ją od ibiałaczki Iim-
fatvcznej.

Chorobę Mareka wywołuje wirus należący do grupy
wirusów Herpes B (l0 14, 15, 24, 25). Genom wirusa
zaw,iera kwas dezoksyrybonukleinowy. Wirus charak-
teryzuje się silnym związaniem z komórką, w której
występuje w formie cząstki niekompletnej pozbawio-
nej otoczki. W takiej postaci wirus może być zakaźny
jedynie wtedy, gdy znajduje się w żywej, nieuszko-

Oslro formo choroby Moreko u kur
zakład Badania chorób Drobiu Instytutu weterynalii w Pulawach
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