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w sposób niekorzystny z punktu widzenia czło-
wieka, przebieg naturalnych epizootii w popu-
Iacjach owadów.
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WITOLD GOLNIK

CELO oseskom. Obecności wirusa w guzach nie udało
się wykazać.

Celem badań były próby wyosobnienia szcze-
pów wirusa CELO oraz ich identyfikacja serolo-
grczna.

Materiał i metody
Materiał do izolacji wirusa. Próbki kału pobrano od

86 kurcząt w wieku od 10-12 tygodni życia, klinicz-
nie zdrowych, pochodzących z 5 różnych stad. Wyma-
zów ze steku dokonywano wacikami, które przenoszo-
no do probówek zarł,ierających płyn Hanksa z dodat-
kiem 0,50/o hydrolizatu laktoalbuminy i antybiotyków.
W celu uwolnienia wirusa z materiału, próby wstrzą-
sano, zamrażano w temp. :żOoC i rozmrażano w temp,
37oC, powtarzając zabiep| trzykrotnie. Po ostatnim roz-
mrożeniu zawiesinę kałową wir,owano przy 6000 obr.
lmin, przez 30 min. Supernatant otrzymany w r,vyniku
wirowania poddano działaniu chloroformu.

Śluz tchawicy pawia pobrano od ptaka, który padł
na kilka godzin przed przesłaniem go do badania. 'Wy-

sięk tchawicy umieszczono w probówce zawierającej
płyn Hanksa i postępowano z nim dalej jak w przy-
padku prób kałowvch.

Zarodki kury zamarłe w okresie inkubacji. Przeba-
dano 400 jaj zawierających zarod'ki zamarłe między
9 a 18 dniem inkubacji. Z embrionów nie wykazują-
cych zmian gnilny,ch pobrano 40 prób płyntr owodnio-
wo-omoczniowego i poddano je działaniu chloroformu.

Płyn owo,dniowo-omoczniowy zarodków kury z na-
mnożonym szczepem LaSota wirusa choroby New-
castle pochodził z próib zbiorczych poszczególnych
serii produkcyjnych szczepionki L przeciw pomorowi
rzekomemu ptaków. Pró,by te nie były liofilizowane,
Przebadano 26 prób oznaczonych numerarni od 33 do
58. Powyższy materiał po,ddano działaniu chloroformu.

Hodowle jednowarstwowe komórek nerki zarodka
kury przygotowano wg metody Buthali i Mathewsa
(3). Żródło tkanki nerkowei stanowiły 16-18-dniowe
zarodki kury, pochodzące z jaj kur wolnych od zaka-
żeń wirusem CELO. Rozdrołonioną tkankę nerkową

lzolocio szczepów wiruso CELO (Chick-Embryo-
Lelho 0-0rpho n*)

z Instytutu Cltrorób zakaźnych i Inwazyjnych Wydziału Weterynarii AR W Warszawie

Adenowirusy ptaków reprezentowane są
głównie przez wirusa CELO (Chick-Embryo-
-Letha1-0rphan) oraz wirus GAL (Gallus ade-
nolike), które mimo wielu cech wspólnych z
pozostałymi przedstawicielami grupy różnią się
brakiem wspólnego z nimi antygenu grupo-
swoistego.

Wirus CELO ma kształt dwudziestościanu o kapsy-
dzie składającym się z 252 kapsometów, zawierającym
kwas dezoksyrybo,nukleinowy. Replikacja wirusa za-
chodzi w jądrze komórkowym: śred,nica wirionu wy-
nosi 70 rnilimikronów (8, 10). Wirus CELO był izolo-
wany p,o raz pieł-wszy z zar,odków kury zakażanych
zawiesinami tkankowymi (19), dalsze jego szczepy
wyosobniono z przewodu pokarmowego i układu odde-
chowego kurcząt (9, 1l, 17). Jeden ze szczepów został
wyizolowany z hodow]i komórek nerki zarodka kury,
w których pasażowany był wirus zakażnego zapalenia
krtani i tchawicy kur (5). Wyoso nienie wirusa CELO
z rozwijających si,ę zarodków kury (6) oraz tkanek po-
chodzenia zarodkowego (2, 5) wskazuje, że jedną z
dróg rozprzestrzeniania się zakażeh tym witusem
mogą być infekcje endogenne jaj.

Szczepy wirusa CELO wywołują zmiany cytopatycz-
ne w jednowarstwowych hodowlach komórki nerki
zarodka kury, czemu towarzyszy powstawanie ciałek
wtrętowych typu B (Oowdry) (5, 15), Wirus CELO jest
patogenny dla rozw,ijających się zarodków kury, wy-
wołując zaburzenia rozwojowe i śmierć embrionów
między 3 a 11 dniem po zakążeniu (r9). Infekcje wi-
rusem CELO są szeroko rozpowszechnione w d,użych
stadach kur, ponadto stwierdzono je u przepiórek ja-
pońskich i bażantów (l, 4,7, 18). Sarma i wsp. (16)
donieśli o wywoływaniu guzów nowotworowych u
chomików po podskórnym wprowadzeniu wirusa

*) cz, L pracy doktorskiej: Izolacja, i identyfikacja krajo-§,ych szczepów wirusa cELo (chick-Embryo-Letha1-orphah),
SGGW, Warszawa 1969,
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trypsynizowano przez 20 min. w temp. 37oC, a wy-
trypsynizowane komórki zawieszano w środowisku
wzrostowym w stosunku 1:300. Po 48 godz. zmienianc
środowisko wzrostowe na utrzymujące,

Surowice odpornościowe i normalne. Odpornościo-
wą surowicę wyprodukowano wprowadzając królikom
dożylnie pięciokrotnie w odstępach co trzy dni 1,5 ml
płynu owodniowo-omoczniowego zarodków kury z na-
mnożonym szczepem Phelp CELO o mianie 10-8,24 -w

0,1 ml. Po dwóch tygodrniach od ostatniej inie,kcji
zwietzęta skrwawiono, a uzyskaną srrrowicę inakty-
wowano w temp. 56oC przez 30 min. Normalną suro-
wicę królika uzyskano od sztuk nieodpornych. Odpor-
nościową surowicę kury przygotowano wg powyżej
podanej metody, uodparniając dożylnie 1Z-tygodniowe
ktlrczęta rasy White Rock. Surowicę noi,malną pobra-
no od kurcząt nieuodpornionych.

Próba oporności nad działanie chłoroformu została
wykonana wg Mayra i Bogela (13) z ,niewielką mody-
fikacją. Do materiału wyjściowego zawieszonego w
płynie Hanksa lub płynie owodniowo-omoczniowym
zarodków kury dodawano 10Vo chlorofor,mu czystego
do analiz. Mieszaninę wstrząsano ptzez 1 godz., pozo-
stawiano na 24 godz, w temp. 4oC po czym wstrząsano
ponownie ptzez 70 min. Materiał poddany działaniu
chloroformu wirowano przy 3000 obr./min. pf zez I0
min. Uzyskanym supernatantem zakażano jednowar-
stwowe hodowle komórkow,e nerki zarodka kury, Kon-
trolę próby stanowił płyn owodniowo-omoczniowy z
namnożonyrn szczepem Roakin ulirusa chc1,olly New-
castle oraz płyn Hanksa, z którymi postępowano jak
wyżej,

żtódło izolacji
szczepów

Ilość
badanych

prób

i antygenów namnożonych w hodowlach komórko-
wych. Płyn utrzyrnujący z zakażonej hodowli komór-
kowej rozcieńczono w stosunku 1:10 i łączono w rów-
nych objętościach z surowicą rozcieńczoną w stosunku
1:5. Po 60 min. inkubacji mieszaniny w ternp. poko-
jowej zakażano nią jednowarstwowe hodowle komó-
rek nerki zarodka kury, Obserwację mikroskopową
hodowli prowadzono przez 7 dni. Równocześnie pro-
rvadzono próbę kontroli swoistości surowicy i przeży-
walności wirusa w użytych rozcieńczeniaeh.

Wyniki
Ze 145 prób badanego materiału poddanego działa-

niu chloroformu i pasażowłfle§o trzykrotnie w jedno-
łvarstwowych hodo,wlach komórek nerki zarodka kury
wyizolowano 38 szczepów wirusa (tab, 1). Nowoizo o-
lvane szcz€py wywoływały dwojakiego rodzaju efekt
cytopatyczny w hodorvlach komórkorvych. Pierwszy
rodzaj zmian był charakterystyczny dla 19 szczepów
wyosobnionych z kału kurcząt, szczepu izolowanego z
wysięku tchawicy oraz szczepu wyizolowaneEo z zalod-
kóvl kury zamarłych w okresie inkubacji. Komórki za-
każonej hodowli powiększały się i zaokrąglały, w dal-
szym okresie inkubacji odrywały się od szkła naczy-
nia, co prowadziło do stopniowo narastającej destruk-
cji hodowli komórkowej (ryc. 1 i 2).

W 4 a szczególnie w 5 dniu po zakażeniu zmienione
komórki utrzymyrłlały się na szkle w postaci nielicz-
nych skupisk. Z przyczyn technicznych 6 szczepów
z powyższej grupy nie identyfikowano. Dziewięć
szczepów izolowanych z kału oraz wszystkie szczepy

Tab. 1. Izolacja szczepów wirusów opornych na dzialanie chloroformu w jednowarstwowych hodowlach
komórek nerki zarodka kury

Ogólna ilość szczepów
izolowanych

w trzech pasażach

Kał
ŚIuz tchawicy
Płyn owodniowo-omoczniowy

zarodków zamarłych
Płyn owodniowo-omoczniowy

z wirusem LaSota ND

/o
1

40

26

10
0

15
0

0

1

1

0

28
1

1

Zakażenie zarodków kury. Dziesięciodniowe embrio-
ny zakażano do jamy owodniowe.i szczepami wirusa,
które t,ywołały zmiany cytopatyczne w jednowarstrł,g-
wych hodowlach komór}<owych. Zal,oclki zamarłe l.t,

pierwszych 24 Eodz wykluczano z dalszego badania,
pozostałe prześwietlano codziennie kontrolując ich ży-
wotność. Kontrolę próby stanowiły zarodki, którym w
miejsce badanego materiału wprowadzano płyn utrzy-
mujący w niezakażonej hodowli komórkowej.

Reakcja podwójnej dyfuzji w żelu agarowym. Zo-
stała wykonana wg metody Outcherlony'ego w mody-
fikacji Woernlego (14, 1B), stosując środowisko żelolł.e ,c
składzie: agar (Difco) 

- 1,,5olo, NaCl - B0/o i -woda
destylowana. Agar rozlano na płytki, wycinano baselny
o średnicy 4 mm leżące w odległości 4 mm od siebie,
Do jednego rzędu basenów wkraplaino odpornościową
surowicę kury wyprodukowaną z użyciem szczepu
Phelp CELO, do przeciwległych natomiast nowoizolo-
wane szczepy narnnożone w zarodkach kury. W pró-
bach kontrolnych w miejsce łradanych antygenów uży-
to płynu owodni.owo-omoczniowego nlezakażonych za-
rodków oraz szczepu Phelp CELO. Wszystkie anty,ge-
ny badano wobec normalnej surowicy kury (próba
kontrolna).

odczyn zobojętnienia. zastosowano metodę Ledinko
i Melnicka (12) używając odpornościowej ,surowicy kró-
lika wyprodukowanej z użyciem szczepu Phelp CELO
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wyosobnione z materiału szczepionkowego powodowa-
ły zmiany cytopatyczne o odmiennym charakterze.
Zakażone komórki hodowli zaŁtacały swój kształt
wrzecionowaty, zlewały się ze sobą tworząc komórki
olbrzymie. W 3-4 dniu inkubacji zakożonych hodowli
widoczne były nieregularne masy zmienionych komó-
rek, połączone ze sobą długimi wypustkami. Szczep
kontrolny Roakin wirusa choroby Newcastle oraz
płyn Hanksa poddane działaniu chloroformu nie wy-
rvoływały zmian cytopatycznych w jednowarstwowych
hodowlach komórek nerki zarodka kury. Zarodki kury
zakażone nowoizo1,owanymi szczepami, badane między
4 a 7 dniem po inkubacji były zahamowane w rozwo-
ju. Uległy one silnemu skrętowi wokół osi długiej
ciała, znacznie,silniej szemu od ułożenia fizj ologicznego
(ryc. 3), Błony owodniowo-omoczniowe były zgrubiałe,
barwy mlecznej. W miarę dalszego pasażowania dzia_
łanie letalne nowoizolowanych szczepów dla zarodków
kury wzrastało (tab, 2).

Reakcja dodatnia w postaci precypitatów w żelu
agaTowym wystąpiła w przypadku 11 szczepów wyizo-
lowanych z kału, szczepu izolowanego z wysięku tcha-
wicy oraz szczepu wyosobnionego z zarodków kury.
Wyniki odczytywane pa 24 Eodz. były słabo widocz-
ne, dopiero po 48 godz. między surowicą odpornościo_
wą a antygenami twolzyły się dwie 1inie precypita-
cyjne - jedna ostra, druga rozlana. Wszystkie szcze-
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py wyosobnione z materiału szczepionkowego oraz 11
szczepów izolowanych z lrału kurcząt nie dawało po-
zytywnej reakcji immunodyfuzji w że7u agarowym
wobec odpornościowej surowicy kury, wyprodukowa-
nei z użyciem szczepu Phelp CELO. Precypita,ty nie
występowały również w basenaclr kontrolnych, do
których w miejsce badanych antygenów wkroplono
płyn owodniowo-omoczniowy niezakażonych zarodków
kury. Linie precypitacyjne między szczepern Phelp
CELO a homologiczną surowicą odpornościową były
identyczne z precypitatami nowoizolowanych szczepów,
Normalna surowica kury nie miała właściwości pre-
cypitujących wobec antygenów badanych i kontrol-
nych.

Tab. 2. Dzialanie letalne nowoizolowanych szczepórv
na zarodki kury w zależności od wysokości pasażu

(w 0/o)

żródło izolacji
WlrLlsa

Kał
Sluz tchar,vicy padłego ptaka
Piyn owodniowo-omoczniowy

:zarodkórł, l<ttry zanral,łych
PIyn owtlCniowo-omoczniowy

zalodkórłl kury z wit,Ltsert
LaSota ND 0 100

Zobojętnienie lvłaściwości zakaźnych wirusa pod
wpływem odpornościolłej surowicy królika wyprodu-
kowanej z użyciem szczepu Phelp CELO nastąpiło w
przypadku 11 szczepów izolowanych z kału, szczepu
rłlyosob,nionego z wysięku tchawicy oraz zarodków
kury. Szczepy wirusa izolowane z materiału szczepion-
kowego oraz l| wyosobnionych z kału kurcząt nie da-
lvały realrcji pozytywnej, Normalna surowica królilra
nie zobojętniała badanych szczepów i szczepu Phelp
CELO. Badane szczepy, jak i szczep Phelp CELO roz-
cieńczone w stosunku 1:10 wywoływały zmiany cyto-
patyczne lv hodowlach komórek nerki zarodka kury
po upływie 48 do 72 Eodz.

uzyskano z kału kurcząt, śIuzu tchawicy padłe-
go ptaka, płynu owodnjowo-omoczniowego za-
rodków kury z namnozonym szczepem LaSota
wirusa choroby Newcastle. Naiwięcej prob do-
datnich (3BOÓ) uzyskano z kału kut-cząt, izolu-
jąc szczepy wywołujące dwojakiego rodzaju
efekt cytopatyczny. Przypadkovvo baclana pró-
ba śluzu tchawicy padłego ptaka nie pozwala
na wyciąganie szerszych wniosków, nie mniej
wskazuje na możliwość izolacji wirusów opor-
nych na działanie chloroformu z wymazów
tchar,vicy ptakórł, padłych. Z 40 prób płynu
owodniowo-omoczniowego zarodków zamarłych
w okresie inkubacji izolowano jeden szczep
(z,strlo), co stanowi znacznie niższy odsetek prób
pozytywnych \Ą, porównaniu z wynikanli uzy-
skanymi przez Ktlanna (11).

Ryc.2. zmiany cytopatyczne w jednowarstwowej hodowli kO-
mórek nerki Zarodka kury po '?2 EodZ. od Zakażenia nowo-
izo1o\Vanym sZczepem wirtlsa cELo pasażowanym siedmio-

krotnle w hodo\^/lach komórkowych.

W dotychczasowym piśmiennictwie brak do-
niesień na temat wirusów opornych na działa-
nie chloroformu, stanowiących kontaminantę
szczepionek żywvch. W przeprowadzonvch ba-
daniach wykazano, że mimo zniszczenia wirusa
szcZepionkowego, płyn oWodnioWo-omoCZnio-
\,vy zarodków kury, w którvch wirus ten bvł
namnozony zawierał wvsoki odsetek szczepów
opornych na chloroforrn, mających właściwości
cytopatogenne. Zastosowanie próby chlorofor-
mo,ffej w początkowym etapie badań pozwoliło
na zniszczenje zakażnych wirusów posiadają-
cych lipidy otoczkowe, takich jak wirus choro-
roby Newcastle, który mógł znajdować się w
kale kurcząt oraz szczep LaSota obecnv w ba-
danej szczepionce. Próba chloroformowa wy-
kluczyła ponadto przypadkoł\, ą izolację wirusa
zal<aźnego zapalenia oskrzeli oraz wirusa za-
kaźnego zapalenia krtani i tchawicy kur. Użv-
cie jednowarstwowych hodovzli komórkowych
sporządzonych z nerki zarodka kury 

- tkanki
najbardziej wrazliwej na zakażenie wirusanri
ptaków, nie tylko zwiększało mozliwość izolacji
szczepów, Iecz pozwalało takze na ich wstępne
różnicowanie, bowietn już w początkowych
pasażach dawało się zaobserwować występowa-

l6
0

0

0
0

0

28
1

1

60
100

100

Ryc. 1. Zmiany cytopatyczne w jednowarstwowej hodowli ko-
mórek nerki Zarodka kllly po 24 Eodz, od Zakażenia nowo-
izolowanym sZcZepem \,virusa cELo paSażowanym siedmio-

krotnie W hodowla,ch komóIko\i/ych.

Omówienie wyników
W przeprowadzonych badaniach wykazano,

że izolacja wirusów opornych na Cziałanie
chloroformu była możliwa ze wszystkich zasto-
sowanych żródeł, Pozytywne wyniki izolacji

1
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nie dwojakiego rodzaju efektu cvtopatycznego,
utrzymującego się w dalszych pasażach jako
cecha stała szczepu, Część wirusów wyosobnio-
nych z kału kurcząt, szczep izolowany z wy-
sięku tchawicv padłego ptaka oraz zarodkórv
kury wywołvwałv zmiany cytopatyczne zbliżo-
ne do efektu cytopatogennego adenowirusów,
podczas gdy pozostałe szczepy polvodował.7
zmiany tkankowe tvpu syncytialnego. Wvso}<i
odsetek prób pozytywnych uzyskano w trzech
pasazach tkankowych, a materiały negatvwne
pasażowane pięcio- i sześciokrotnie pozostawa-
ly nadal ujemne.

]:: :]}

Ryc. 3. zarodki kury zakażone nowoizolowanym Szczepem
wilusa cELo adaptowanym do hodowli komóIkowych. K -15 dniowy Zarodek kuly niezakażony.

Mozna więc przypuszczać, że w celu rvyizo-
Iowania wirusów oporn3rch na działanie chlolo-
formlt ttzy pasaże w jednowarstwowych hodo-
wlach komórek nerki zarodka kury są wystar-
cza]ące.

\[imo zróżnicowanego efektu cvtopatycznego
norł,oizolowane szczepy wykazy.łałv podobne
działanie patogenne r letalne dla zarodków ku-
ry, próba ta nie może rvięc stanowić pewnego
kryterium biologicznej identvfikacji wirusa
CELO. Jedenaście szcz.epólv izolorł,anych z ka-
łu kurcząŁ, szczep wyosobniony z wvsięku
tchawicy oraz zarodków kury, dało pozytywną
reakcję immunodyfuzji w zelu agarowym \^,o-

bec odpornościowej surowicy kury, r,vyprodu-
kowanei z uż,yctern szczepu Phelp CELO. Re-
zultaty powvższe potwierdzone odczynem za-
bojętnienia, wskazują na wysoką zgodność obu
prób serologicznvch w przvpadkrr badań nad
wirusein CELO. Swoistość zastosowanych me-
tod serologicznych, potwierdzona wynikami
badań biologicznych i opornością na działanie
chloroformu, pozwala przypuszczać, że nowo-
izolowane szczepy, ktore dały pozytywną re-
akcję serologiczną nalezą do grupv wirusów
CtrLo.
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lo;rrrłrK B. - Brr4eJIeHrIe IIITaMruon rrłpyca CELO
(Chick-Embryo-Lethal-Orphan).

B lłonocnoax KyJIL,Typ KJIeToK noverł slłdprłoHa Ky-
pj4l]bl ],{3oJI}IpoEaJI11 lxTaMMbI BI4pycoB pe3I4cTeHTHIJIx
r< xłopocPopMy l [aToreHFIbIx 4na slt6p oHoB Kyp.
tr{ctoqrłltr<alrfi Brłpyca 6lrłrł o6pasqbi 9Kc ep]4Me HToB
I]bInJI"fiT, TpaxeaJIt,I,Ia,fl cJIrl3b ilaBrileń nrlłqsr, xopI4o-
HaJIJIrlHTorlcIIa,ff }KI{AKOcTb coAep)Kalqa.fi l]a3MHo}Ke}I-usrń nrłpyc asrłarcr<oż T]yMbI nTT4I_J (urrautnł LaSota),Llactt nsr4e.rrellFlblx luTaMMoB cep oJIor]4I]ecKJł cocToEJIa
B poAcTBe co IuTaMMoM Fhelp nzpyca CELO,

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

Tn the m,oł:t,olayer cu,ltures of chioken emlrryo kidrrey
cells chioroform resistant viLruses lethal for chicken
cmb,ryos were isolaited. For viruls isolation there were
ttsed rectal slvabs of apparently hea,lt,hy chickens,tlacheal exudate of a bird, allantoamniotic fluid of
dead chicken embryos and allantoamnio,tic fluid with
LaSota NDV strain c marry emibry,os,
scme of freshly isola ere serol,ogicaily
re|ated to a stiain of virus.

GARCIA lM. M.: Ocena różnych potlłoży oraz stosowa-
nia rł3,ciągu glebowego do otrzymywania antygenu
Brucell r abortus. (Evaluation of various media and the
use o{ soil infusion in the production of Brucella abor-
tus antigen. Can J. cornp. Med. 37, ?3_1ż, 1973 (1).

_Ę|uce|a_abortus, szczep ADRI 413 wyizo_lowaly od
zakażonego blrhaja hodo-wano na podłożach syntetycz-
nych, podłożach o sl<ładzie ustal,onym w laboratorium,
podłożach handlowych oraz na podłożach wzb,ogaco-
nych rvyciągiem glebowym. Podłoże agarowe z wycią-
giem glebolvym zawierało oprócz ekstraktu gleby wy-
ciąg mięsny, pepton, glicerynę, ch]orek s,od,owy i dek-
strozę, Spośród 22 przebadanych podłoży (standardowe
podłoże podstawowe MPID, hancilowe suche podł,qża,
p,odłoża syntetyczne) jedynie ttzy podłoża zawierające
wyciąg glc:Uwy, agar z dodatkru.Tr suroWicy i dekstro-
zę nadawai;,, się najlepiej do produkcji antygenu Bru-
cella aboi,lus. Wyniki odczynu ag),,+;znacji ,oraz testów
starbilizacji wykazały, że antygeny wyprodukowane na
większości podłoży uży-wanych lv laboratorium oraz na
agar7,e z dodatkiem wyciągu glebcwego odpowiadają
\,vymogo]m stawianym antygenowi wyprodukowallemu
na agarze z wyciągiem mięsnym. Przyspieszenie wzro-
stu obserwo,wano na p,odłożach z wyciągiem glebowym.
T,o przyspieszenie może się wiązać z ,obecnością w w),-
ciągu glebowym frakcji ,organicznych próchntcy. Za-
ob,serwowano róv,lnież istnienie zależności rniędzy za-
wartością kwasu glutamin,owego w wyciągu glebowym
oraz wydajnością antygenów pochodzących z brucelli
namnoŻonlzch na podłożach z wyciągiem glebowym.
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