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Metody immunofluorescencyjne wprowadzo-
ne przez Coons’a i wsp. (3) znalazly szerokie
zastosowanie w pracach nad réznymi modela-
mi wiruséw zwierzecych. Diagnostyka pomoru
rzekomego ptakéw w kraju, na podstawie obra-
zu anatomo-patologicznego, natrafia na coraz
wieksze trudnosci. Wigze sie to z powszechnym
stosowaniem szczepien ochronnych, ktore
znacznie znieksztalcaja obraz przyzyciowy i
pos$miertny choroby. W kazdym podejrzanym
przypadku rozpoznanie pomoru rzekomego mu-
si sie opiera¢ o laboratoria diagnostyczne. Pod-
stawowym testem diagnostycznym jest izolacja
wirusa na zarodkach kurzych. Wprowadzenie
do badan wirusa ND metody przeciwcial fluo-
rescencyjnych pozwolito na znaczne skroécenie
czasu badania co wydaje sie mie¢ duze znacze-
nie praktyczne.

Maestrone i Coffin (7, 8) zastosowali metode
FA do rozpoznawania antygenu wirusa ND w
nablonku gérnych drog oddechowych kurczat.
Corstvet i Sadler (4), Braune i Gentry (2),
Kono i wsp. (11), Beard i Easterday (1), Rossi
i Caporale (16) stosowali metode immunoflu-~
orescencji do interpretacji roznych aspektow
patogenezy i immunogenezy badajac narzady
wewnetrzne. Ponadto badania metoda FA przy
pomorze rzekomym ptakéw obejmujg wykry-
wanie antygenu wirusa w narzadach embrio-
nalnych (9, 17, 23) i szeregu kultur tkanko-
wych (5, 6, 10, 12, 13, 15, 17, 18, 19, 20, 22).

Celem pracy bylo przedstawienie proéb usta-
lenia kryteriow diagnostycznych dla NDV
przy uzyciu metody bezposredniej immuno-
fluorescencji w badaniach posmiertnych pta-
kéw zakazonych krajowymi szczepami z za-
stosowaniem homologicznych surowic znako-
wanych. Prace traktuje sie jako doniesienie
wstepne o charakterze metodycznym.

Material i metody

1. Zwierzeta doswiadczalne: a) kury rasy Sussex
w wieku 6 miesiecy, nieuodparniane, pochodzace od
matek nieszezepionych, w peilni wrazliwe na wirus
rzekomego pomoru ptakéw. b) zarodki kurze 10-cio
dniowe przeznaczone do kontroli i izolacji wirusa.

2. Wirusy: standardowy szezep wirusa rzekomego
pomoeru ptakéw (NDV) Radom o mianie HA 640, ID;
10—6.8,

3. Surowice: a) surowice odporno$ciowe p-w NDV:
I—IV. b) surowice normalne od kur nieuodpornio-
nych, c¢) surowice znakowane p-w NDV (koniugaty),
d) surowice znakowane kontirolne: heterologiczne su-
rowice znakowane FITC — p-w wS$ciekliznie i p-w
leptospirozie produkcji Bioveta CSRS.

4. Narzady: a) narzady kur zakazonych do$wiad-
czalnie szczepermn Radom wirusa ND, b) narzady kur
padtych, u ktérych rutynowym badaniem diagnostycz-
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nym potwierdzono pomoér rzekomy, c¢) analogiczne na-
rzady ptakéw zdrowych nieuodpornionych do badan
kontrolnych.

Przygotowanie surowic odporno$ciowych p-w NDV:
Surowice otrzymano przez hiperimmunizacje kur
wrazliwych szczepem Radom ND. Schemat uodpor-
nienia: sze$ciokrotnie zakaZono domigéniowo grupe
ptakéw (16 sztuk) zawiesing wirusa w PBS. Ptaki
wykrwawiono po 21 dniach. Miana HI surowic wy-
nosity 320—2560. Surowice od poszczegdlnych pta-
kéw podzielono na cztery grupy zaleznie od mian:
I — 320, II — 640, III — 1280, IV — 2560. Przygo-
towanie surowic znakowanych przeciw NDV: Do
sporzadzenia surowic znakowanych uzyto zlewek su-
rowic z grup II i III — koniugat A, III i IV —
koniugat B i IV — koniugat C. Koniugaty wykonano
wg Rindenknechta (14) *).

Zawarto$¢ biatka w surowicach znakowanych A i
B =~ 095%, stosunek F/P=1,6; dla surowicy zna-
kowanej C warto$ci te wynosily 1,68% i 0,45. Uzys-
kane surowice adsorbowano proszkiem acetonowym
z narzadow zdrowych kur: watroby, §ledziony, pluc,
nerek i moézgu (100 mg proszku na 1 ml surowicy
znakowanej). Badania immunofluorescencyjne: pobra-
ne od ptakéw narzady miazszowe wyplukiwano w
PBS, Zolgdek i jelita w miejscach przeznaczonych do
badan mechanicznie oczyszczano z treSci. Ze Swiezych
przekrojéw narzadéw wykonywano preparaty od-
ciskowe na szkielkach podstawowych nie posiada-
jacych wtasnej fluorescencji (po 3 preparaty z roz-
nych miejsc badanego narzadu). Ustalajac metodyke
stosowano utrwalania w schiodzonym acetonie
(—30°C), metanolu absolutnym oraz utrwalanie ter-
miczne w plomieniu palnika. Preparaty po pokryciu
znakowang surowicag w optymalnym rozciehczeniu
inkubowano przez 45 min. w temp. :20°C. Stosowano
ptukania: (po 10 min.) bufor fosforanowy o pH 17,6,
PBS i woda destylowana. Na wysuszone w tempera-
turze pokojowej preparaty nakraplano gliceryng bu-
forowang o pH 7,8 i pokrywano szkietkiem nakryw-
kowym. Brzegi szkielek zatapiano parafing.

Wymieniony schemat przygotowania preparatow
byl uprzednio stosowany w badaniach rabiologicznych
(21). Surowice znakowane mianowano wobec prepa-
ratow dodatnich zawierajgcych antygen NDV. Sto-
sowano rozciericzenia od 1:2 do 1:64.

Badania kontrolne przeprowadzano w nastepujg-
cych uktadach:

1) matenial dodatni -+ znakowana surowica kon-
trolna,

2) material ujemny (preparaty z kur zdrowych)
-+ surowica znakowana p-w NDV (adekwatna do
stosowane] w probie wlasciwej),

3) odczyn hamowania immunofluorescencji z ma-

terialemm dodatnim i koniugatem przeciw NDV =z
zastosowaniem surowicy dodatniej] o mianie HI
2560,

4) preparaty odciskowe =z mnarzgdéw dodatnich
i ujemnych barwione hematoksyling i eozyna.
Kontrole do odczynu prowadzono z surowicg od
kur nieuodpornionych. Ocena prepartéw byla prze-
prowadzana w mikroskopie MA-2-67, przy oswiet-
leniu gérmym. Filtry: kuweta wodna, filtry CBC
7-2, @C 1-4, powiekszenie 40X12. Prdby serologicz-
ne SN i HI alfa wykonywano wg og6lnie przyje-
tej metody zakazenn materialu do jamy owodniowo-
*) Autorzy pragng serdecznie podziekowaé¢ doc. dr habil.

S. Grysowi z ZHW w Warszawie za przygotowanie surowi-
cy znakowane] C.
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-omoczniowej zarodkéw kurzych. Ocena surowic
znakowanych: Surowice znakowane A, B i C ocenia-
no na okolo 150 preparatach z watroby i $ledziony
ptakéw, u ktéryeh sekcyjnie i metody izolacji ma
embrionach kurzych stwierdzono pomér rzekomy.
Réwnolegle prowadzono badania kontrolne.

Badania doswiadczalne. Wrazliwe kury zakazano
domig$niowo NDV szczepem Radom dawkag 1000
LDs; na sztuke.

Ptaki wykrwawiono 5—8 dnia po zakazeniu w okre-
sie rozpoczynajacych sie pierwszych objawéow Kkili-
nicznych. Do oceny immunofluorescencyjnej uzyto
preparatow odciskowych z moézgu, rdzenia kregowego,
tchawicy, ptuec, watroby, $ledziony, z2otgdka gruczo-
lowego, nerek i jelita $lepego. Preparaty wykonano
bezposrednio po pobraniu narzgdow z ptakow zaka-
zonych.

Analogiczne badania kontrolne prowadzono
materiale z ptakéw nieuodpornionych.

na

Wyniki i omowienie

Najlepsze wyniki uzyskano przy stosowaniu
utrwalania preparatéw odciskowych w chlo-
dzonym acetonie i termicznie. Do badan tere-
nowych i doswiadczalnych stosowano optymal-
ne rozcienczenia surowic znakowanych (tab. 1).

W badaniu watroby i sledziony kur padtych
na pomor rzekomy, metodg FA najlepsze wy-
niki uzyskano z surowica znakowang C (tab.
2). Wymienionej surowicy uzywano rowniez do
badan doswiadczalnych. Wyniki zestawiono w
tab. 3. Kryteria oceny preparatéw dodatnich
w metodzie FA razem z oceng iposzczegblnych
narzaddw umieszczono w tab. 4. W badaniach
kontrolnych z materialem ujemnym nie obser-
wowano charakterystycznych $wiecenn antyge-
nu wirusa ND. W odczynie hamowania immu-
nofluorescencji z surowicg p-w NDV obserwo-
wano jedynie czeSciowe stlumienie $wiecett.
Wydaje sie, ze obserwowana w preparatach
z narzgdoéw kur zakazonych iszczepem Radom
ND fluorescencja elementéw morfotycznych
krwi moze by¢ interpretowana jako swoista je-
dynie w odniesieniu do czesci elementéw ukila-
du bialokrwinkowego. Zdaniem Maestrone
i Coffin (8) $wiecenia elementéw krwinkowych
wystepuja w czes$ci patogenezy ND.

Tab. 2 Ocena poréwnawcza surowic znakowanych na
dodatnim materiale terenowym (wyniki sumaryczne)

I Narzady
Narzady ND
Surowlca o k_O'rltrOLne
znakowana y .
Watroba Sledzio Watroba Sledzio
na | na
2 + + 0 0
2 =t + 0 0
c i e il o o 0 0
|

Prowadzone badania wydajg sie wskazywac
na mozliwoé¢ zastosowania prob immunofluo-
rescencji jako jednej z metod oceny zakazania
wirusem ND. Analogicznie do innych jedno-
stek wirusowych rozpoznanie antygenu ND w
metodzie FA wymaga stosowania calego zesta-
wu testow kontrolnych. Istotnym momentem
jest wybor narzaddéw, ktoére mogg byé mode-
lem w immunofluorescencyjnych badaniach
diagnostycznych,.

Tab. 3. Wystepowanie wirusa lub antygenu NDV u

kur zakazonych wirusem pomoru rzekomego ptakéw

w okresie rozpoczynajgcych sie objawéw klinicznych
(surowica znakowana C)

Material I Material
zakazony kontrolny
' |
Izola- Izola-
Narzad | ol ‘ FA aia FA
|

Moézg -+ +4- — —8
Rdzen kregowy + +4-+ == —s
Tchawica -4 + — -8
Pluca -+ + — —
Watroba 4+ +4— o —s
Sledziona Ak S —8s
Nerka + 4 — —
Zoladek gruczolowy -+ + o = -
Jelito slepe -+ —+ = ==

S — wyniki swoiste

Tab. 1. Mianowanie surowic znakowanych w preparatach ze §ledziony kur padiych na pomoér rzekomy
ptakéw (material terenowy) i kontrolnych
Surowica Materiat ‘ . _\Ro‘z'c_i_f_ﬁczeni‘a surowic -
znakowana N | 12 | 14 1:8 1:6 | 132 | 184
| ND |t | ++ | = | 0 | o
| kontrola | 4+- +— +— 0 L0 0 0
- BEE ++ ++ o 0 0 0 0
G ey 0 0 |0 0 0 0 |0
) o+ 4+ ++ + +— 0 0
£ Kontrola = =T 0 E 0 0 h 0 0

(Rozcienczenie optymalne w ramkach).

Swiecenia te nakladaja sie ma naturalng
autofluorescencje tych komorek, widoczna w
preparatach kontrolnych.

Uzyskane wyniki wskazujg na mozliwosé za-
stosowania do badan rozpoznawczych prepara-
tow z nastepujgcych narzadéw: moézgu rdze-
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Tab. 4. Wyniki badan immunofluorescencyijnych narzqadéw wewnetrznyeh kur
k Miejsca, z ktérych przygotowano Kryteria oceny preparatéow .
Narzad preparaty odciskowe dodatnich Uwagi
) Plaszczyzna przekroju poprzeczne- | Fluorescencja cytoplazmy komo- | Fl. elementéw morfo-
Mézg go ma wy§okoéci zgrubien grzbie- | rek zwojowych i poza komoérkowo | tyecznych krwi i zlogéw
towych pdikul zlokalizowane ziarma antygenu lipofuscyny
] Fluorescencja cytoplazmy komorek
Rdzen Przekrdj poprzeczny czesci poczat- | zwojowych. Swiecenia typu punk-
kregowy kowych towego ma przekrojach widkien _
rdz.
] ) . o
Tehawica Powierzchnia btony SsSluzowej ze | Fluorescencja cytoplazmy komorek Il (ﬁe‘nﬁ?tg‘%nf o=
srodkowego odcinka narzgdu nablonkowych Wyt (it [k
‘ krwinkowy)
| l . kt; o]
L | Fluorescencja typu punktowego, .
Przekroj poprzeczny pluca prawe- o ; P Y Fl, elementéw morfo-
Pluca ‘ g0 1 lewego ‘gﬁ?ﬁ;ﬁf w §cianach pecherzykow [ tycznyeh kowi
| = ‘ — = =
Watroba ‘ Przekroje poprzeczne platow E&%ﬁ?iﬁg%ﬁoﬁmgé?my kgmoreic »
Fluorescencja rozlana w obrebie | Silna fl. elementéow ukl,
Sledziona Przekrdj poprzeczny komoérek siateczki i szereg §wiecen | bialokrwinkowego
‘ punktowych migzszu
Nerdk | Przekroj poprzeczny czesci srodko- | Fluorescencja komorek mnabtonka | Fl. elementéw morfo-
b | wej nerkowego tycznych krwi
Zoladek ‘ Powierzchnia blony Sluzowej zo- | Fluorescencja cytoplazmy komoérek FI. resztek pokarmu
gruczotowy | lagdka gruczotowego gruczolowych ' !
- Fl. elementow bakte-
Jelito Powierzchnia blony $luzowej $rod- | Fluorescencja komorek mablonka | ryjnych i miezidentyfi-
§lepe kowej cze$ei marzadu jelitowego kowanych elementdw

| komorkowych

nia kregowego, tchawicy, zotgdka gruczolowe-
go i jelita Slepego. Rezultaty badan na ma-
teriale terenowym wskazywaly rowniez na
dobre wyniki uzyskane z preparatami ze $le-
dziony i watroby. Zdania réznych autoréw na
ten temat sg podzielone. Wynika to z prowa-
dzenia badan nad NDV na wyrywkowym i
czesto nie kontrolowanym materiale z uzyciem
roznych surowic znakowanych. Réznorodnosé
uzyskanych wynikow wigzaé mozna z modyfi-
kacjami metod badania patogenezy, zaleznie
od uzytych szczepow i drég podania wirusa.
Maestrone i Coffin (7, 8) wykazywali anty-
gen juz 3 godz. po infekcji w nabtonku gor-
nych drég oddechowych. Corstvet i Sadler (4)
wykazujg antygen réwniez w przewodzie po-
karmowym. Proponuja zotgdek gruczotowy
i tchawice jako najdogodniejsze narzady do ba-
dan diagnostycznych metodg immunofluores-
cencji. Braune i Gentry (2) starajg sie ujedno-
lici¢ metodyke FA do badahn nad wykrywa-
niem choréb wirusowych ukladu oddechowe-
go ptakow (ND, 1B, ILT) i proponuja wymazy
z tchawicy jako podstawowy material do prob.
Przytoczone pismiennictwo zwigzane z bada-
niem tkanek ptakéw w patogenezie ND i po-
$miertnie metodg FA, zawiera stosunkowo ma-
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lo danych uzyskanych z réznych szczepéw wi-
rusowych i z zastosowaniem réznych surowic
znakowanych. W masowym stosowaniu do
profilaktyki szczepionek produkowanych ze
szczepdw zywych, istnieje mozliwosc wykaza-
nia antygenu szczepionkowego w narzgdach
ptakow. Rossi i Caporale (6) badajgc immuno-
fluorescencyjnie narzady ptakéw uodparnia-
nych zywymi szczepionkami handlowymi sto-
sowanymi we Wtoszech stwierdzili antygen
NDV w $ledzionie i watrobie, mézgu, miesniu
sercowym i plucach do 7 dnia a w steku do 10
nia po szezepieniu. W zwigzku z tym proponu-
ja 10 dniowy prég ostroznosci dla metody FA,
jezeli ptaki byly uodparniane szczepami zywy-
mi.

Wydaje sie, ze zalecenie testu FA do prakty-
ki diagnostycznej powinno by¢ poparte wusta-
leniem zalezno$ci miedzy wirulentnoscig mate-
riatow badanych a fluorescencjg, sprawdze-
niem heterologicznych i homologicznych suro-
wic znakowanych oraz opracowaniem progu
ostroznosci dla krajowych szczepdw szczepion-
kowych.
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BoxxeMmcka B., Boimexoeckn K. — I[IpunmeHenue me-

Toma MMMYBOMdIIYOPECIEHIMIM NNA YCKOpEiHoli AHarHo-
CTHKM A3UATCKON 4yMbI NTHIL

Ilennio paborbl OLIIO OMNpefesieHye KpUTepueB AJdA
ummyHodnypeciienuuitHoro (VA®) ppmarHosa a3smMaTCKOi
yymbl iy (AYII). MccnepmoBanuA BedM NPVMCHEHAR
OTIIeYaTKyl OPraHoB, HEMNOCDPEACTBEHHLINN MeTon WD
¥ TOMOJIOTMYECKMEe MEYEeHHbIe (IIYOPOXPOMaMy ChIBO-
poTku. B 3KcHepMMEHTaNBHOM HacTM MCCIeN0BaIM
MHOMEKIMOUHbIT TMTP M pe3ynbrarsl M@ pasHbix
OpPraHoB Kyp 3apaiKeHHbIX MHTPaMyCKYJAPHO BOJIOTE-

Hygecknx mraMmoM AYII B 5 cyTKM mocne MHpEKUMI.
Cample JydlIMe pPe3yJNbTaThl MNOJYYMIM MCCIEHyS
OTIIEYATKM MO3ra, CHIMHHOTO MO3Ta, TpPaXeH, JEerkKux,
IKEJEe3MCTOM YacTy ZKeJyIKa M CIEeHoil KMIUKWU. B uc-
CJIeIOBAHMAX IaT-MaTepualna B KoropoM AUYII 6nuia
ycTaHOBNEHa (HA OCHOBAHMM PE3YJILTATOB BCKPBITHUA
M BBIJCJIEHMA BHUPyca IIyTeM 3apazkeHus 9SMOPMOHOB
Kyp) caMble Jydlaye Pe3yJabTaThbl IONYYUIY NPUMEHASa
npenapaTbl M3 CeJe3eHKM M II€YeHM. ¥ CIENIHbIe pe-
3yJabTaTbl MeToja VD B pyTMHHOM mmarHocTHke AYIIL
3aBUCAT OT YCTAHOBJEHUA YCIOBUII CIEOUPIIHOCTH
TecTa JAJNA KaXKJOM OTASNBbHOM CEPMM MEYEHHOM CbhbI-
BOPOTKMU.

Borzemska W., Wojciechowski K. — The application
of the fluorescent antibodies test (FAT) {o the rapid
diagnosis of Newcastle disease.

Attempts were carried out to establish the value
of FAT in case of Newcastle disease (ND). The tech-
nique of tissue smears and direct FAT with homolo-
gous conjugates were used. On the 5 day after in-
fection there were evaluated internal organs of hens
infected intramuscularly with velogenic strain of
NDV. There were compared the infectivity and use-
fulness of internal organs for FAT. The best results
were reached with the smears made of the brain,
spinal cord, trachea, lung, glandular part of stomach
and coecum. In post mortem examinations the dise-
ase was confirmed on the strength of anatomo-patho-
logical lesions and by means of virus isolation in
embryonated eggs. Then the best findyngs were obta-
ined by the examination of spleen and liver smears.
The succesful application of FAT for routine diag-
nosi of ND depends on the specificity of each con-
jugate used.

—

ANNA CAKALA

Ostra forma choroby Mareka u kur

Zakiad Badania Choréb Drobiu Instytutu Weterynarii

w Pulawach

p. o. kierownika: dr W. KARCZEWSKI

Choroba Mareka jest zaraZliwg, wirusowa
chorobg kur, rzadziej innych ptakow, ktoéra
wystepowa¢ moze w dwoch formach:

1) klasycznej — charakteryzujacej sie jed-
no- lub obustronnym niedowladem lub poraze-
niem ndg, skrzydel, rzadziej ogona (tzw. postaé
nerwowa), jedno- lub obustronnie zmienionym
zabarwieniem teczéwki, a szczegoélnie deforma-
cja ksztaltu Zrenicy (tzw. postaé oczna),

2) ostrej — dla ktoérej charakterystyczne sa
zmiany nowotworowe w mnarzgdach wewnetrz-
nych, szczegbélnie w gonadach, nerkach, S$le-
dzionie, watrobie, zolgdku gruczolowym, plu-
cach i in. (tzw. posta¢ trzewna).

Notuje sie rowniez wystepowanie mieszanych
postaci obu form choroby.

Choroba Mareka, rozprzestrzeniona obecnie
na calym $wiecie, coraz bardziej przybiera na
znaczeniu we wszystkich krajach posiadajacych
rozwiniety przemyst drobiarski. Jej wostra, no-
wotworowa forma (nazwa zaproponowana przez
Biggsa — 4), dawniej znana pod nazwg limfo-
matozy trzewiowej lub ostrej biataczki ptakow,
stwierdzona zostata w wielu krajach 1 obecnie
wydaje sie by¢ problemem ekonomicznie znacz-
nie powazniejszym niz biataczki (10, 11, 17, 20,

22). Obserwacje prowadzone w Zakladzie Ba-
dania Choréb Drobiu Inst. Wet. od 1962 r., tj.
od piérwszego stwierdzenia ostrej formy tej
choroby u broileréw (7) wskazuja réwniez na
znacznie czestsze jej wystepowanie niz biala-
czek.

Ostra forma choroby Mareka bywa czesto w
praktyce terenowej rozpoznawana jako biatacz-
ka limfatyczna, poniewaz stwierdzane na sekcji
zmiany nowotworowe sa przy obu chorobach
bardzo podobne.

Wyniki prowadzonych od kilku lat na calym
$wiecie intensywnych badan wykazaly jednak,
ze obie jednostki chorobowe winny byé¢ trak-
towane zupelnie oddzielnie. Wydawatlo sie za-
tem celowe podanie niektéorych nowych wia-
domosei dotyczacych ostrej formy choroby Ma-
reka, z réwnoczesnym wykazaniem mnajistot-
niejszych cech réznigecych jg od bialaczki lim-
fatycznej.

Chorobe Mareka wywoluje wirus nalezgcy do grupy
wiruséw Herpes B (10 14, 15, 24, 25). Genom wirusa
zawiera kwas dezoksyrybonukleinowy. Wirus charak-
teryzuje sie silnym zwigzaniem z komoérks, w ktorej
wystepuje w formie czgstki niekompletnej pozbawio-
nej otoczki. W takiej postaci wirus moze byé zakazny
jedynie wtedy, gdy znajduje si¢ w zZywej, nieuszko-
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