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w sposob niekorzystny z punktu widzenia czlo-
wieka, przebieg naturalnych epizootii w popu-
lacjach owadoéw.
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Izolacja szczepéw wirusa CELO (Chick-Embryo-
Lethal-Orphan®)

Z Instytutu Chorob Zakaznych i Inwazyjnych Wydzialu Weterynarii AR w Warszawie

Adenowirusy ptakéw reprezentowane sa
glownie przez wirusa CELO (Chick-Embryo-
-Lethal-Orphan) oraz wirus GAL (Gallus ade-
nolike), ktére mimo wielu cech wspolnych z
pozostalymi przedstawicielami grupy réznig sie
brakiem wspélnego z nimi antygenu grupo-
swoistego.

Wirus CELO ma ksztalt dwudziestoScianu o kapsy-
dzie skladajgcym sie z 252 kapsomerdéw, zawierajgcym
kwas dezoksyrybonukleinowy. Replikacja wirusa za-
chodzi w jadrze komoérkowym: $rednica wirionu wy-
nosi 70 milimikronéw (8, 10). Wirus CELO byt izolo-
wany po raz pierwszy z zarodkéw kury zakazanych
zawiesinami tkankowymi (19), dalsze jego  szczepy
wyosobniono z przewodu pokarmowego i ukltadu odde-
chowego kurczat (9, 11, 17). Jeden ze szczepdw zostal
wyizolowany z hodowli komérek nerki zarodka kury,
w ktoérych pasazowany byl wirus zakaZnego zapalenia
krtani i tchawicy kur (5). Wyosobnienie wirusa CELO
z rozwijajgcych sie zarodké6w kury (6) oraz tkanek po-
chodzenia zarodkowego (2, 5) wskazuje, Ze jedng z
drég rozprzestrzeniania sie =zakazen tym wirusem
moga byé¢ infekcje endogenne jaj.

Szczepy wirusa CELO wywolujg zmiany cytopatycz-
ne w jednowarstwowych hodowlach komérki nerki
zarodka kury, czemu towarzyszy powstawanie cialek
wtretowych typu B (Cowdry) (5, 15). Wirus CELO jest
patogenny dla rozwijajacych sie zarodkéw kury, wy-
wolujgc zaburzenia rozwojowe i $mieré embrionow
miedzy 3 a 11 dniem po zakazeniu (19). Infekcje wi-
rusem CELO sag szeroko rozpowszechnione w duzych
stadach kur, ponadto stwierdzono je u przepiérek ja-
ponskich i bazantéw (1, 4, 7, 18). Sarma i wsp. (16)
donie§li o wywolywaniu guzéw nowotworowych u
chomikéw po podskérnym wprowadzeniu wirusa

*) Cz. I. pbracy doktorskiej: Izolacja i identyfikacja Kkrajo-
wych szczepdw wirusa CELO (Chick-Embryo-Lethal-Orphan),
SGGW, Warszawa 1969.

CELO oseskom. Obecnosci wirusa w guzach nie udalo
sie wykazad.

Celem badan byly préby wyosobnienia szeze-
pow wirusa CELO oraz ich identyfikacja serolo-
giczna.

Material i metody

Material do izolacji wirusa. Probki kalu pobrano od
86 kurczat w wieku od 10—12 tygodni zycia, klinicz-
nie zdrowych, pochodzacych z 5 réznych stad. Wyma-
z6w ze steku dokonywano wacikami, ktére przenoszo-
no do probdéwek zawierajgcych plyn Hanksa z dodat-
kiem 0,5% hydrolizatu laktoalbuminy i antybiotykdow.
W celu uwolnienia wirusa z materiatu, proby wstrza-
sano, zamrazano w temp. —20°C i rozmrazano w temp.
37°C, powtarzajgc zabieg trzykrotnie. Po ostatnim roz-
mrozeniu zawiesine kalowg wirowano przy 6000 obr.
/min. przez 30 min. Supernatant otrzymany w wyniku
wirowania poddano dzialaniu chloroformu.

Sluz tchawicy pawia pobrano od ptaka, ktéry padt
na kilka godzin przed przestaniem go do badania. Wy-
siek tchawicy umieszczono w probdwce zawierajace]
plyn Hanksa i postepowano z nim dalej jak w przy-
padku préb kalowvch.

Zarodki kury zamarle w okresie inkubacji. Przeba-
dano 400 jaj zawierajacych zarodki zamarle miedzy
9 a 18 dniem inkubacji. Z embrionéw nie wykazujg-
cych zmian gnilnych pobrano 40 préb ptynu owodnio-
wo-omoczniowego i poddano je dziataniu chloroformu.

Plyn owodnjowo-omoczniowy zarodké6w kury z na-
mnozonym szczepem LaSota wirusa choroby New-
castle pochodzit z préb zbiorczych poszczegdlnych
serii produkecyjnych szczepionki L. przeciw pomorowi
rzekomemu ptakéw. Préby te nie byly liofilizowane.
Przebadano 26 préb oznaczonych numerami od 33 do
58. Powyzszy material poddano dzialaniu chloroformu.

Hodowle jednowarstwowe komoérek nerki zarodka
kury przygotowano wg metody Buthali i Mathewsa
(3). Zr6dlo tkanki nerkowej stanowily 16—18-dniowe
zarodki kury, pochodzace z jaj kur wolnych od zaka-
zei wirusem CELO. Rozdrobniong tkanke nerkows
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trypsynizowano przez 20 min. w temp. 37°C, a wy-
trypsynizowane komérki zawieszano w $rodowisku
wzrostowym w stosunku 1:300. Po 48 godz. zmieniano
Srodowisko wzrostowe na utrzymujgce.

Surowice odpornoSciowe i normalne. Odpornoscio-
wa surowice wyprodukowano wprowadzajgc krélikom
dozylnie pieciokrotnie w odstepach co trzy dni 1,6 ml
plynu owodniowo-omoczniowego zarodkéw kury z na-
mnozonym szczepem Phelp CELO o mianie 1082 w
0,1 ml. Po dwoch tygodniach od ostatniej iniekcji
zwierzeta skrwawiono, a uzyskang surowice inakty-
wowano w temp. 56°C przez 30 min. Normalng suro-
wice krolika uzyskano od sztuk nieodpornych. Odpor-
nosciowa surowice kury przygotowano wg powyzej
podanej metody, uodparniajac dozylnie 12-tygodniowe
kurczeta rasy White Rock. Surowice normalng pobra-
no od kurczat nieuodpornionych.

Préba opornoSei nad dziatanie chloroformu zostala
wykonana wg Mayra i Bogela (13) z niewielka mody-
fikacjg. Do materialu wyjSciowego zawieszonego w
plynie Hanksa lub plynie owodniowo-omoczniowym
zarodkéw kury dodawano 10% chloroformu czystego
do analiz. Mieszanine wstrzasano przez 1 godz., pozo-
stawiano na 24 godz. w temp. 4°C po czym wstrzgsano
ponownie przez 10 min. Material poddany dziataniu
chloroformu wirowano przy 3000 obr./min. przez 10
min. Uzyskanym supernatantem zakazano jednowar-
stwowe hodowle komérkowe nerki zarodka kury. Kon-
trole proby stanowil plyn owodniowo-omoczniowy z
namnozonym szczepem Roakin wirusa choroby New-
castle oraz plyn Hanksa, z ktérymi postepowano jak
wyzej.

i antygenéw namnozonych w hodowlach komérko-
wych. Plyn utrzymujacy z zakazonej hodowli komér-
kowej rozcienczono w stosunku 1:10 i lgczono w réw-
nych objetosciach z surowicg rozcieniczong w stosunku
1:5. Po 60 min. inkubacji mieszaniny w temp. poko-
jowe] zakazano nig jednowarstwowe hodowle komd-
rek nerki zarodka kury. Obserwacje mikroskopows
hodowli prowadzono przez 7 dni. Rownoczeénie pro-
wadzono probe kontroli swoisto§ci surowicy i przezy-
walnosci wirusa w uzytych rozecieficzeniach.

Wyniki

Ze 145 prob badanego materialu poddanego dziala-
niu chloroformu i pasazowanego frzykrotnie w jedno-
warstwowych hodowlach komoérek nerki zarodka kury
wyizolowano 38 szczepdbw wirusa (tab. 1). Nowoizolo-
wane szczepy wywolywalty dwojakiego rodzaju efekt
cytopatyczny w hodowlach komérkowych. Pierwszy
rodzaj zmian by? charakterystyczny dla 19 szczepoéw
wyosobnionych z katu kurczat, szczepu izolowanego z
wysieku tchawicy oraz szczepu wyizolowanego z zarod-
kow kury zamartych w okresie inkubacji. Komoérki za-
kazonej hodowli powiekszaty sie i zaokrgglaly, w dal-
szym okresie inkubacji odrywaly sie od szkla naczy-
nia, co prowadzilo do stopniowo narastajgcej destruk-
¢ji hodowli komérkowej (ryc. 11 2).

W 4 a szczegblnie w 5 dniu po zakazeniu zmienione
komoérki utrzymywaty sie na szkle w postaci nielicz-
nych skupisk. Z przyczyn technicznych 6 szczepow
z powyzszej grupy nie identyfikowano. Dziewieé
szczepow izolowanych z kalu oraz wszystkie szczepy

Tab. 1. Izolacja szczepdw wirus6w opornych na dzialanie chloroformu w jednowarstwowych hodowlach

komorek nerki zarodka kury_

= n . .. Ilosé
Zrodlo izolacji
SzCZEepoW bag?ggch I~z
I
|
Kat 78 10
Sluz tchawicy 1 0
Plyn owodniowo-omoczniowy
zarodkéw zamarlych 40 0
Plyn owodniowo-omoczniowy
z wirusem LaSota ND 26 ki

Ilos¢ prob dodatnich

‘ Ogolna ilosé szczepdw

w ];_:asa"/,u‘ ) izolowanych

I | I w trzech pasazach
‘ 15 | 3 28

0 1 1

0 | 1 1

1 | 0 8

Zakazenie zarodkéw kury. Dziesieciodniowe embrio-
ny zakazano do jamy owodniowej szczepami wirusa,
ktére wywolaly zmiany cytopatyczne w jednowarstwo-
wych hodowlach komoérkowych. Zarodki zamarle w
pierwszych 24 godz. wykluczano z dalszego badania,
pozostate prze§wietlano codziennie kontrolujgc ich zy-
wotno§é. Kontrole préby stanowily zarodki, ktérym w
miejsce badanego materialu wprowadzano plyn utrzy-
mujgcy w niezakazonej hodowli komobrkowe].

Reakcja podwbinej dyfuzii w zelu agarowym. Zo-
stala wykonana wg metody Outcherlony’ego w mody-
fikacji Woernlego (14, 18), stosujgc érodowisko Zelowe o
skladzie: agar (Difco) — 15%, NaCl — 8% i woda
destylowana. Agar rozlano na plytki, wycinano baseny
o Srednicy 4 mm lezgce w odlegloéci 4 mm od siebie.
Do jednego rzedu basendw wkraplano odpornoSciows
surowice kury wyprodukowang z uZyciem szczepu
Phelp CELO, do przeciwleglych natomiast nowoizolo-
wane szczepy namnozone w zarodkach kury. W pré-
bach kontrolnych w miejsce badanych antygenéw uzy-
to plynu owodniowo-omoczniowego nilezakazonych za-
rodkéw oraz szczepu Phelp CELO. Wszystkie antyge-
ny badano wobec normalnej surowicy kury (préba
kontrolna).

Odczyn zobojetnienia. Zastosowano metode Ledinko
i Melnicka (12) uzywajac odporno$ciowej surowicy kro-
lika wyprodukowanej z uzyciem szczepu Phelp CELO
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wyosobnione z materialu szczepionkowego powodowa-
1y zmiany cytopatyczne o odmiennym charakterze.
Zakazone komorki hodowli zatracaly swoj ksztalt
wrzecionowaty, zlewaly sie ze soba tworzac komorki
olbrzymie. W 3—4 dniu inkubacji zakozonych hodowli
widoczne byly nieregularne masy zmienionych komé-
rek, polaczone ze sobg dilugimi wypustkami. Szczep
kontrolny Roakin wirusa choroby Newcastle oraz
plyn Hanksa poddane dziataniu chloroformu nie wy-
wolywaly zmian cytopatycznych w jednowarstwowych
hodowlach komoérek nerki zarodka kury. Zarodki kury
zakazone nowoizolowanymi szczepami, badane miedzy
4 a 7 dniem po inkubacji byly zahamowane w rozwo-
ju. Ulegly one silnemu skretowi woko6! osi  diugiej
ciala, znacznie silniejszemu od ulozenia fizjologicznego
(ryc. 3). Blony owodniowo-omoczniowe byly zgrubiale,
barwy mlecznej. W miare dalszego pasazowania dzia-
lanie letalne nowoizolowanych szczep6w dla zarodkéw
kury wzrastalo (tab. 2).

Reakcja dodatnia w postaci precypitatéw w zelu
agarowym wystapila w przypadku 11 szczepdw wyizo-
lowanych z katu, szczepu izolowanego z wysieku tcha-
wicy oraz szczepu wyosobnionego z zarodkéw kury.
Wyniki odczytywane po 24 godz. byly stabo widocz-
ne, dopiero po 48 godz. migdzy surowica odpornoscio-
wa a antygenami tworzyly sie dwie linie precypita-
cyjne — jedna ostra, druga rozlana. Wszystkie szcze-
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py wyosobnione z materialu szczepionkowego oraz 11
szezepOw izolowanych z kalu kurczat nie dawalo po-
zytywnej reakcji immunodyfuzji w zelu agarowym
wobec odpornosciowe] surowicy kury, wyprodukowa-
nej z uzyciem szczepu Phelp CELQO. Precypitaty nie
wystepowaly réwniez w basenach kontrolnych, do
ktorych w miejsce badanych antygendéw wkroplono
plyn owodniowo-omoczniowy niezakazonych zarodkéw
kury. Linie precypitacyjne miedzy szczepem Phelp
CELO a homologiczng surowicg odpornosciowg byly
identyczne z precypitatami nowoizolowanych szczepdw.
Normalna surowica kury nie miata wtasciwosci pre-
cypitujacych wobec antygendéw badanych i kontrol-
nych.

Tab. 2. Dzialanie letalne nowoizolowanych szczepow
na zarodki kury w zaleznosci od wysokosci pasazu

(w %)
b, . .. Ilosé | Pasaz
Zrodlo izolacji Ly s
wirusa préb - T_I;FI
Kal 28 0]16| 60
Sluz tchawicy padiego ptaka 1 0| 0/100
Plyn owodniowo-omoczniowy
zarodkow kury zamarlych 1 0| 0/100
Plyn owodniowo-omoczniowy
zarodkow kury z wirusem
0 100

LaSota ND | 8 |0

Zobojetnienie wtasciwosci zakaznych wirusa pod
wplywem odpornosciowej surowicy krolika wyprodu-
kowanej z uzyciem szczepu Phelp CELO nastgpilo w
przypadku 11 szczepow izolowanych z kalu, szczepu
wyosobnionego z wysieku tchawicy oraz zarodkéw
kury. Szczepy wirusa izolowane z materiatu szczepion-
kowego oraz 11 wyosobnionych z katu kurczat nie da-
waly reakeji pozytywnej. Normalna surowica krolika
nie zobojetniala badanych szczepéw i szczepu Phelp
CELO. Badane szczepy, jak i szczep Phelp CELO roz-
ciennczone w stosunku 1:10 wywolywaty zmiany cyto-
patyczne w hodowlach komorek nerki zarodka kury
po uptywie 48 do 72 godz.

Ryc. 1. Zmiany cytopatyczne w jednowarstwowej hodowli ko-

morek nerki zarodka kury po 24 godz. od zakazenia nowo-

izolowanym szczepem wirusa CELO pasazowanym siedmio-
krotnie w hodowlach komorkowych.

Omoéwienie wynikow

W przeprowadzonych badaniach wykazano,
ze izolacja wirusow opornych na dzialanie
chloroformu byla mozliwa ze wszystkich zasto-
sowanych zrédet. Pozytywne wyniki izolacji
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uzyskano z katu kurczat, sluzu tchawicy padle-
go ptaka, plynu owodniowo-omoczniowego za-
rodkéw kury z namnozonym szczepem LaSota
wirusa choroby Newcastle. Najwiecej prob do-
datnich (38%) uzyskano z katlu kurczat, izolu-
jac szczepy wywolujgce dwojakiego rodzaju
efekt cytopatyczny. Przypadkowo badana proé-
ba s$luzu tchawicy padiego ptaka nie pozwala
na wycigganie szerszych wnioskdéw, nie mniej
wskazuje na mozliwo$¢ izolacji wirusoéw opor-
nych na dziatanie chloroformu z wymazéw
tchawicy ptakéw padlych. Z 40 prob plynu
owodniowo-omoczniowego zarodkéw zamarlych
w okresie inkubacji izolowano jeden szczep
(2,5%), co stanowi znacznie nizszy odsetek préob
pozytywnych w poréwnaniu z wynikami uzy-
skanymi przez Khanna (11).

Ryc. 2. Zmiany cytopatyczne w jednowarstwowej hodowli ko-

moérek nerki zarodka kury po 72 godz. od zakazenia nowo-

izolowanym szczepem wirusa CELO pasazowanym siedmio-
krotnie w hodowlach komodrkowych.

W dotychczasowym pismiennictwie brak do-
niesien na temat wiruséw opornych na dziata-
nie chloroformu, stanowigcych kontaminante
szczepionek zywych. W przeprowadzonych ba-
daniach wykazano, ze mimo zniszczenia wirusa
szczepionkowego, plyn owodniowo-omocznio-
wy zarodkow kury, w ktorych wirus ten byt
namnozony zawierat wysoki odsetek szczepow
opornych na chloroform, majacych wlasciwosci
cytopatogenne. Zastosowanie proby chlorofor-
mowej w poczatkowym etapie badan pozwolito
na zniszczenie zakaznych wiruséw posiadaja-
cych lipidy otoczkowe, takich jak wirus choro-
roby Newecastle, ktory mogt znajdowac sie w
kale kurczat oraz szczep LaSota obecny w ba-
danej szczepionce. Proba chloroformowa wy-
kluczyla ponadto przypadkows izolacje wirusa
zakaznego zapalenia oskrzeli oraz wirusa za-
kaZnego zapalenia krtani i tchawicy kur. Uzy-
cie jednowarstwowych hodowli komoérkowych
sporzgdzonych z nerki zarodka kury — tkanki
najbardziej wrazliwej na zakazenie wirusami
ptakow, nie tylko zwiekszalo mozliwose izolacii
szczepow, lecz pozwalato takze na ich wstepne
réznicowanie, bowiem juz w poczatkowych
pasazach dawalo sie zaobserwowaé¢ wystepowa-
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nie dwojakiego rodzaju efektu cytopatycznego,
utrzymujacego sie w dalszych pasazach jako
cecha stata szczepu. Czesé wiruséw wyosobnio-
nych z katu kurczat, szczep izolowany z wy-
sieku tchawicy padlego ptaka oraz zarodkow
kury wywolywaly zmiany cytopatyczne zblizo-
ne do efektu cytopatogennego adenowirusow,
podczas gdy pozostale szczepy powodowaly
zmiany tkankowe typu syncytialnego. Wysoki
odsetek prob pozytywnvch uzyskano w trzech
pasazach tkankowych, a materialy negatywne
pasazowane piecio- i szeSciokrotnie pozostawa-
iy nadal ujemne.

szczepem

kury zakazone nowoizoloquym
wirusa CELO adaptowanym do hodowli komorkowych. K —
15 dniowy zarodek kury niezakazony.

Ryc. 3. Zarodki

Mozna wiec przypuszczac, ze w celu wyizo-
lowania wirusow opornych na dzialanie chloro-
formu trzy pasaze w jednowarstwowych hodo-
wlach komoérek nerki zarodka kury sg wystar-
czajace.

Mimo zréznicowanego efektu cytopatycznego
nowoizolowane szczepy wykazywaly podobne
dziatanie patogenne i letalne dla zarodkow ku-
ry, proba ta nie moze wiec stanowi¢ pewnego
kryterium biologicznej identyfikacji wirusa
CELQO. Jedenascie szczepdw izolowanych z ka-
tu kurczat, szczep wyosobniony z wysieku
tchawicy oraz zarodkow kury, dato pozytywna
reakcje immunodyfuzji w zelu agarowym wo-
bec odpornosciowej surowicy kury, wyprodu-
kowanej z uzyciem szczepu Phelp CELO. Re-
zultaty powyzsze potwierdzone odezynem zo-
bojetnienia, wskazujg na wysoka zgodnos$é obu
prob serologicznych w przypadku badan nad
wirusem CELO. Swoistos¢ zastosowanych me-
tod serologicznych, potwierdzona wynikami
badath biologicznych i opornoscia na dziatanie
chloroformu, pozwala przypuszczaé, ze nowo-
izolowane szczepy, ktore daly pozytywna re-
akcje serologiczng nalezg do grupy wiruséw
CELO.
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ToneENMKR B, — Bpeigenenue mrammoB eupyca CELO

(Chick-Embryo-Lethal-Orphan).

B Monocnoax KyJabTyp KIETOK TModYeK SMOpuoHa Ky-
PUUBLI M30ANPOBAaNM IITAMMBI BUPYCOB PE3MCTEHTHBIX
K XJI0podhopMy M IIATOTEHHBIX AJAf IMOPMOHOB Kyp.
Mceroynnkamm Bupyca Oblmm 00pasubl OKCOepMMEHTOS
OBIIIAT, TpaxeaJdbHasd CAM3b MNaBLUIE) OTUILI, XOPKO-
HaJUIMHTOMCHAA XUAKOCTL COAEPIKAILAd PA3MHOIKEH-
HBI BUPYC a3MarcKoil uyMbl nTui (urramm LaSota).
HacTh BBIZENEHHBIX INTAMMOB CEPOJOTHUYECKN COCTOSIA
B poxcTBe co mramMmom Phelp Bupyca CELO.

Golnik W. — Isolation of CELO (Chick-Embryo-Lethal-
Orphan) virus strains.

In the monolayer cultures of chicken embryo kidney
cells chloroform resistant viruses lethal for chicken
embryos were isolated. For virus isolation there were
used rectal swabs of apparently healthy chickens,
tracheal exudate of a bird, allantoamniotic fluid of
dead chicken embryos and allantoamniotic fluid with
LaSota NDV strain collected from many embryos.
Scme of freshly isolated sirains were serologically
related to a strain of Phelp CELO virus.

GARCTA M. M.: Ocena roznych podlozy oraz stosowa-
nia wyciagu glebowego do eotrzymywania antygenu
Brucel! ; abortus. (Evaluation of various media and the
use of soil infusion in the production of Brucella abor-
tus antigen. Can J. comp. Med. 37, 33—42, 1973 (1).

_Brucella abortus, szczep ADRI 413 wyizolowany od
zakazonego buhaja hodowano na podlozach syntetycz-
nych, podtozach o sktadzie ustalonym w laboratorium,
podlozach handlowych oraz na podtozach wzbogaco-
nych wyciggiem glebowym. Podloze agarowe z wWycig-
giem glebowym zawieralo oprécz ekstraktu gleby wy-
cigg miesny, pepton, gliceryne, chlorek sodowy i dek-
stroze. Sposrdod 22 przebadanych podlozy (standardowe
podioZe podstawowe MPID, handlowe suche podloza,
podioza syntetyczne) jedynie frzy podloza zawierajgce
wyciag glcsowy, agar z dodatkiem surowicy i dekstro-
ze nadawaiy sie najlepiej do produkeji antygenu Bru-
cella abortus. Wyniki odczynu agltynacji oraz testéw
stabilizacji wykazaly, ze antygeny wyprodukowane na
wiekszosci podlozy uzywanych w laboratorium woraz na
agarze z dodatkiem wyciggu glebowego odpowiadajg
wymogom stawianym antygenowi wyprodukowanemu
na agarze z wyciagiem miesnym. Przyspieszenie wzro-
stu obserwowano na podiozach z wyciggiem glebowym.
To przyspieszenie moze sie wigzaé¢ z obecnosciag w wy-
ciggu glebowym frakeji organicznych préchnicy. Za-
obserwowano réwniez istnienie zaleznosci miedzy za-
wartoédcig kwasu glutaminowego w wyciggu glebowym
oraz wydajnos$cig antygenéw pochodzacych z brucelli
namnozonych na podlozach z wyciggiem glebowym.
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