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Włościwości frzyczno-chemiczne i biologiczne pcrelmyksowirusów
łypu 1 wyizolowonych od gołębi' w Polsce

zakład Mikrobiologii Instytu," 
"łr:.ilfux,YŁ?."ir: ,rłł;;"Ł,sJril 

wydziału weterynalyjnego
* zakłady Przemysłu Biouretelynaryj nego, 24-100 Puławy - Michałówka

Zakażenla gołębi para ksou,irusami seroty-
pu 1/AiPN,TV-1 obserwuje się w Europie ocl
1982 roku. Schorzenie to wykazano we Wło-
s,zech (9, 1B), w RFN (10, 20), we Francji (11),
w Wielkiej Brytanii (2), w Austrii (21), w Da-
nii, Portugalii, Szwajcarii, Szwecji, Holapdii (6)
oraz w Betgii (23). W Polsce pierwsze przypaC-
ki zachorowań notowano już w 1983 r. (22), ale
nie potwierdzono ich ani baclaniami vrirusolo-
gicznvmi, ani serologicznymi.

Nirriejsza praca stanowi pierwsze dorriesienie
krajołve na temat szczepów A/Pl\,{V-1 wyizo-
lowanych od gołębi w Polsce.

Mrateriał i metody
lzolacja wirusów. Do badań użyto materiału

pobr,anego z tchawicy oraz kloaki o,d 8 chorych gołębi
z ob jawami nriedowład,u i ]porażenia skrzydeł, oraz
kręczu szyi (torticoliźs). Próbki pobierano jałowymi
wacikami i zanurzano w buforowanym roztrvorze soli
(PBS) z antybiotykami (1000 j.m. penicyli,ny i 1000 ptg
streptomycyny na 1 m1). Płyn znad osadu sączono
przez flltry membranowe (Millipore) o średnicy 0,45
pm i przechowywano równolegle aż do użycia w
temperaturze -20oC oraz w 4oC.

Namnażanie i identyfikacja wirusów.
Badania wstępne polegające na stwierdzeniu obecności
wirusa w posiadanych próbJ<ach wykonano metodą
hómaglutyrracji, stosując 0,750/o zawiesinę krlvinek
ktrrzych oraz płyty polistyrenowe o zaokrąglonych
dnach (f-y Plastomed). Do każdego basenika doda-
wano po 100 pl materiału we wzrastających rozcień-
czeniach oraz taką samą objętość,zawiesiny krwine]<.
1Myniki odczytywano po 20 minutach przetrzymywa-
nia w temperaturze pokojowej.

Wi,rus identyfikowano rnetodą ser-oneutralizacji
przy użyciu surowicy odpornościowej, uzyskanej po-
przez uodpornianie gołębi wirusem NDV (szczep La-
Sota), zawieszonym w adiuwancie olejowym. Odczyn
wykonywano metodą beta, tj. używano stałej dawki
wirusa (1000 CCIDs.) i kolejnych rozcieńczeń surowicy
inaktywowanej w 56"C ptzez 30 minut. Mieszaninę
inkubowalrro w temperaturze 37aC przez L godzinę i
inokulowano hodowle fibroblastów kurzych. Kontrolę
stanowiła surowica ujemna z wirusem, hodowla za-
każona wirusem olaz sama hodowla komórek.

Adaptaóję szczepów do hodowli pierwotnej fibro-
blastów kurzych przeprowadzono stosując naprze-
mienne pasaże przez 9-dniowe zarodki kurze i ho-
dowle fibroblastów. Zarodki inokulowano do jamy
omoczniowej wprowadzając po 0,2 ml badanego ma-
teriału, ptzettzymywano je w inkubatorze w 37,5oC
i codlziennie prześwie,tlano celem gprawdzenia ży-
wotności zarodków. Z obumarłych ła 3-4 dzień
embrionów pobierano po uprzednim schłodzeniu
aseptycznie płyn omoczniowy i inokulowano nim ho-
dowle komórkowe oraz zarodki kurze.

Mianowanie szczepów na zatodkach i
w hodowli komórkowe j. Wyizo}owane szczepy
mianowano na 8-dniowych ,zaro,dkach kurzych, ząka-
żając poszczegóinymi rozcieńczeniami po 4 za7ężone
jaja. Obecność wirusa w płynie omoczniowym spraw-
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dzano 3, 4, 5 i 6 dnia inkubacji metodą hemagluty-
naeji z 300/o zavliesiną krwinek kurzych. Miano wiru-
sa określano metodą Reed-lr{uencha (19).

Badanie iw mikros]kopie elektronowym
transmisyjnym. Próbki do badań mikroskopo-
wych przygotowywano trze,ma metodami stosując:
a) płyn omoczniowy sklarowany przez odwirowanie;
b) osad z płynu omoczniowego uzyskany przez trakto-

wanie glikolem polietylenowym (PEG 6000) i za-
wieszony w PBS;

c) krwinki po hemaglutynacji zawieszone w PBS,
Próbki nanoszono na siatecrzkę ,i barwiono 30/o kwa-

sem fosforowolframowym. Wyniki odczytywano pod
mikroskopem Jenaval-contrast.

określen,ie ter,mostabilnoś ci s zczepów' i hemagiutyniny. Termostabilność badanych
szczepów okreśIono po ich uprzednim namnożeniu w
hodor,v]i fibroblastów kurzych. Szczepy o znanym
mianie poddawano inaktywacji w temperaturze 56oC
w łaźni wodnej przez 5 i 30 minut. Żywotność i mia-
no wirusów badano bezpośrednio po inaktywacji ino-
kulując odpowiednimi rozcieńczeniami hodowle fibro-
blastów zarodków kurzych.
Termooporność henraglutyniny oceniano metodą he-

maglutynacji z krwinkami kurzymi po uprzedniej in-
kubacji badanych szczepów, namnożonych na zarod-
kach kurzych i przetrzymywanych w łaźni wodnej
w Do-U.

Test patogenności na gołębiach. Za-
kaźność wyizolowanych szczepów sprawdzano na go-
łębiach drogą dożylnej i domięśniowej.iniekcji poszcze-
gólnych rożcieflczen izolowanych szczepów. Na każde
rozcieńczonie użyto dwóch gołębi i obserwowano je
przez dwa tygodnie. Po tym czasie chore ptaki usy-
piano i pobierano materiał z tohawicy, kloaki i mózgu.
Próbki materiału tozcienczano płynem Parkera w sto:
sunku 1:10, sączono ptzez tlllr Millipore o średnicy
0,45 pm i uzyskanym przesączem inokulowano hodo-
wle komórkowe fibroblastó,ł kurzych.

Wyniki i omowienie

Równolegle przepTowadzone badania użytego
materiału z zastosowaniem odczynu hemaglu-
tynacji i inokulacji hodowli komórkowych
umożiiwiły wyizolowanie jedynie dwóch o,u,_
pów pochodzących z próbek poblanych z tcha-
wicy chorych gołębi. Oznaczono je symboiami
T20 i T39. Oba te szczepy wirusowe zawarte
w badanych próbkach reagowały dodatnio z
krwinkami kurzymi powodując ich hemagluty-
rrację. Natomiast pierwszy pasaż wykonany na
hodov.rli fibrobiastów kurzych z ty:mi szczepa-
mi nie indukował żadnych zmian w hodowlach
żn użtro. Wykonano więc następny pasaż przez
9-dniowe zarodki kurze. Po kolejnych naprze-

rodki kurze) rv czwartym pasażu przez hodow-
1ę komórkową pojawiły się zmiany cytopatycz-
ne po inokulacji obu badanych szczepów.
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cytopatyczneRyc. 1i2.Zmiany w hodowli fibro blastów kurzych
myksowirusem gołębim

w 24 i 36 godz. po inokulacji para-

tło (ryc. 1, 2).

py były całkowicie z
gólne rozcieńczenia
przeciwko wirusowi
LaSota) począwszy o

Badania morfologiczne w mikroskopie elek-

jak
ry-

tek
wirusowych, tj. przy użyciu glikolu poiietyle-
nowego (PEG 6000) 1ub metodą hemaglutyna-
cji nie przyniosły oczeki.wanych rezultatów.
Uzyskane bowiem obrazy były zaciemnione
obecnością cząsteczek glikolu lub fragmentami
erytrocytów.

Zarówno dla szczepu T20, jak i T39 nie no-
towano spadlru miana CCID'. po 5-minutowej
inaktywacji w 56"C w łaźni wodnej. Dopiero
półgodzinne działanie ww. temperatury spowo-
dowało 1O0-krotny spadek mian CCIDro obu
szczepów (tab. 2).

Badanie termooporności hemaglutyniny wy-

Ryc. 3. Hodowla kontrolna

Tab. 1. Ocena stopnia neutralizacji szezepów *

R o z c l, ą łz r-z eai o sv v ow v cy
Szcze,p

Ą/1o Ąl2o ĄlĄo Ą/Bo ĄlĄ60 4lgzo Ą16Ą0

r20

T39

objaśnienia: i reakcja przeciwciał neutralizujących Z 1000
TcIDso SZcZepów paramyksowiTusa, f zmiany cytopatyczne,
_ brak zmian cytopatycznych.

= = 
=_=_ + i i

kazało jej niewraż]iwośc na
tury 56oC zarówno w ciągu
(tab. 3).

działanie tempera-
5, jak i 30 minut

Miana hemaglutynacyjne szczepów T20 i T39,
namnazanych w hodowlach komórkowych fi-
broblastów kurzych, były wyraźnie rriższe, arri-
że\i miana tych szczepóv,l przepasażowanych
przez 9.dniowe zarodki kurze. Oba szczepy he-
maglutynowały krwinki, kurze w rozcieńcze-
niach do 1 : B bez względu na okres ekspozycji.
Natomiast szczepy uzyskane z płynu omocznio-
wego hemaglutynowały krwinki kurze \T,7 roz-
cieńczeniach 1 :64 lub 1 : 12B w zaieżności od
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zakazonych materiałem uzyskanym z treści je-
iita grubego. Inokulacja hodowli próbkami tre-
ści z tchawicy nie wywołała jakichkolwiek

Tab. 2. Termostabilność szczepów w 56.C

Szczep
Cros ckspog,ycii

Korrr,iono nziyoa.o miąąo
wyjiolowc pó 5 ' po30'

T20 pI.omoez.40?,O

T39 cEc ł06 o

T99 p|.ornocz.4aT,a

Ąa'?,o

Ą06,o

ĄO7,o

Ąo5,5

ĄoĄ,o

Ąo5,o

objaśnienia: x - stężenie wirusa w 0,1 ml. cEc _ wlrus
pasażoulany plzez fibloblasty zarodków kurzych, pł, omocz.
- lvirus Zawarty w płynie omoczniowyń zarodków kurzych.

Tab. 3. Termooporność hemaglutyniny

3zczep
b ęBqg

i"ićró,łzc"eółw1fvs@

Ą:2 ĄlĄ 4:8 1:46, Ą:92 Ą|6Ą 4:Ąp$ 4:256

T,?0 c Ec
5eo
K

T2§ p{,amocz.
3+30+

szc^zepu. Różny okres działania temperatury
56'C również nie abniżał ich działarria hema-
glutyrracyjne§o, podohnie jrk w przypadku
tych samych szczepów namriażanych in ultro
(tab. 3).

Oba izc]owane szczepy po 5 naprzemiennych
pasażach ztlianOu,ano na g-dniowych zarod-

Ąe^

T39 cEc
5
30
K

obj.śnlcnlr: CEC, pł.

Tab. 4. Patogenność

ońoez. - Jak w tab. 2.

szczepów dla zarodków kurzych

Rozcvą,izcząaio Czos srrziaru w daioc}z
3źclę,1)6w
T?o i T39 {'

12o T39 T20 Tn9 T20 T39

Ąo,
-oĄo'

Ąo,3
40-ł
40- 5

40-6
40,ę
4,0- E

obJaśnienia: liczni!ę *
i]o,Vllilś _ licZi]a ż§rodków

liezl.a. zarodków pedłych, mia-
za każónych.

\1 +ĄąĄ
ą % ąLą
Ą +, ĄLu

ą Ąą
ĄĄ LoT
źĄ 9'Ą ZŁ ąą

%9,

Rye. { l 5. Wlriony paramyksowirusów gołębteh
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wicie badane szczepy.

ne zarówno z materiałem świeżym, jak i prze-

genetycznie.

ich inokulacji.

i odróżnić je można od NDV jedynie na dro,
dze analizy białek wirusowych metodą immu,
noprecypit"acji po tozdzia\e w żelu poliakryl-
a zy użyciu swoistych
p ch skierowanych prze,
c

Zakaźność szczepów i ich oporność na dzia-
łanie temperatury-56oC przemawialą racze1 za

włącze.iem izolowanych wirusów.do.grupy (ka-
tegbrii) I+, tj. szczepów stabilnycĘ. jeśIiby sto-
soiryać'podzii (12), dotyczący
szczepów ND drobiu, Nie ob-
serwówano b zakażnym oma-
wianych szczepów n
po 5 minutach dział
minutach uległo ono
2,0 1og (tab. 2). Natomi
cyjne w tych samych war
wania badanych szczepów
poziomie wyjściov,rym, tzn.
wet minimótrrego Óbniżenia tego miana tak po '

5, jak i 30 minutach.
Wystąpienie charakterystycznych objawów

choróby'^u dorosłych gołębi jedynie po inoku-
lacji birdzo *ysótoict dawek wirusa dowodzi
stoŚunkowo maiej zjadliwości badanych szcze,
pów. Jednak ich reizolacja z tkanki mózgowej
i koń"o*"go odcinka jeiita grubego padłych
gołębi pozńoliły na spełnienie postu-latu Hen-
le wa-
cj ,że
je go-

łę po-
diniu; większość jednak cechuje się niską zja-
dliwością.

Sredni czas śmierci (MDT) minimalnej daw-
ki letalnej IDro przy inokulum 0,2 ml pyniósł
120 godziń dla obu Śzczepów. W przypadku wi-
rusóiv NDV izolowanych od drobiu przy wskaź-
niku MDT/MLD 112- i wyższym szczepy takie
traktowane są jako lentogeniczne (25). Należy
jednak zaznaózyć, że o zjadlirvości szczepów
mogą świa dczyć dopiero testy wykonane na

iedńódniowycń piskĘtach SPF po podaniu do-
*órgo*y*. Z danych MeulemansŁ i_ in, (1a)

wyiiika,-że spośród 2| szczepów,fli#J to;:;

oce wrażliu,ą na
do szczepów 1en-
genne dla piskląt

lym, a po zakażeniu do-
mózgowym indeks patogenności wynosi,ł od 0,1?
do 0",25." Pozostałe 19 szczepów cechowały się
wyżs;zą stabilnością hemaglutynĘy, 9 ich in-
aóXs patogenności wahał się od 1,0 do 1,5

Ww. iutoizy uważają, że bardziej miarodaj-
nym szczepów jest

piou" kląt w porów,
naniu pisklętach za,
każonych dożylnie. Niektóre bowiem szczep!
niechórobotwóicze po podaniu dożylnym cecho,
wały się wysokim indeksem wirulentności po

podaniu domózgowym.
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Biorąc powyższe pod uwagę należałoby wy-
izolowane przez nas szczepy, które cechowały
się wysoką terrnostabilnoścrą hemagIutyniny
oraz nlską zjadliwością'dla gołębi po ich dożyl-
nym podanru, włączyc raczej do grupy szcze-
pow mezogenrcznych. Przemawiają za tym row-
nież badania Olaha i Palakty (1-/), według któ-
rych s zepy mezogeniczne powodują zachoro-
wania ołębi sztucznte zakażonych ;edynie w
55-60ulo dopiero na 7-16 dzien i to po poda-
niu domozgowym. Jednak ostateczną odpowiedź
co do rzeczywistej wirulentności wyrzolowa-
nych szczepow można będzie uzyskac dopiero
po zakazenru domozgowym jednodniowych pi-
skląt, najlepiej gołębich.
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Baax<xegrłq fi., Maep-fieegor4 B,, Iloxo4rrua A. -@lr3rłxo-xnłrlrqecr[e rr 6uolorlr.łecxue csoftcTB& ua-
IraMI[EcoBIlIrycoB Tłrtra I, lr3ołlrporaHllblx oT roły6efi
n llourrue

ot B rrasul]D( roryoerł c TIłEI}IIłHLIMT4 cr4MIIToI[aMJ4
pacctporłcrs co cTopojI]bl qeHrpa.lrrrroż rrepnrroft crrc-
TeMbI J43oJIłIlpoeaJIu 2 tsr{pycrublx EITaMMa, cxrraccrł@r-
IłJzpotsanHblx xax A-PMV I. eru IIITaMMrI, IIpoI{cxoA-
flil{r{e il43 MaTepJ4aJIa, B3ffToro rx Tpaxeil, ,{HAyIłr{po-
BaJI]4 oTTłeTJIr{Bo I{]4To IaTMIłecKe il3MeHeHr.lE B KyJIb-
Type Kypo{Hbtx Sł6po6lacron. Orrrł 6rrłz uaroterłrrrr-
Ńlrl Anfl KyprłHblx sapo4uu:eż, a cpeAHee BpeME
cMepTr4 (MDT) w,ttłv*lal)uoit neranrHoż Ao3bI ID50 B
,r,HoKyJIyM 0,2 lrrr cocTaBJI.fIJIo 120 .łacon. l4ccne4osa-
HI4fi B 3JIeKTpo,HrłoŻ TpaHcM]4ccl4orrrrrrŻ urłxpocro,n o6-
Hą,pyxir{ JIrr s ał.lraHtortfiHoż x<r4xo c trł zH$rłqupo narr-
HbIx 3apoAbl:.:leń r.anu-fue nołlrłrop$yIlecKlĄx B:'ł6lĄc-
rrog. Bełn.ruHa Błpycrtblx qacTr{I{ oBaflbHolł Qoplrsr
cocTaBJIflJIa ox. 200 pM, a y4;rrłHeHHblx @opu 460X80
pM.

Brpyc oTJlr{qaJIMeb tepłrocra6NnB[{ocTbK) I,eMaI,IJIIo-
Tłl:nyII:.a, a TeMII. 56oC norłrłxaJla ,4x zH@exqro,1r:trr1
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T]4Tp Ha 2 rror. łrłurs qepe3 30 lołn urrxy6aqr,pr. Cne-
qlt@rłvecxas l4MMyrrHaff IIpoTrIts IIITaMMa LaSota noł-
HocTbIo rreżrxrarrrerłpo,sana o 6ą urraułra" BHytplrseHrro
rłe$lłqrponannue roły6łr rraJlrf JIr{IlIb nocrle BBoAa
rpyurłolł goesr rrepas6aBneułIolo Blpyca. Pertsonnrrr ils
łrogroso' TKaH]4 J4 Ł3 I§łIueK reMaTIJIIoTrIH]łpoBanI4
KypJ4HbIe 9p]4TpoIłl4TbI JIr4Iub IIocJIe BToporo naccax(a
$r6po6łacraMJ4, T.e. ToiAa, KoIAa rrofiBłlJlrlcb ofqeT-
JII4BbIe IłI4ToEaTr{lIecK[e rr3Me[Ie,H!tE.

Wawrzkiewicz J., Majer-Dziedzic ts., Pochodyła A. -Physico-chemical and biological properties of ,para-
myxoviruses type 1 isolated from pigeons in Poland

From eight dead pigeons, which had shown typical
signs of the disturbances ol the central nervous sys-
tem, two viral stralns were isolated and classified as
A-PMV 1. The strains derived from the samples of
the trachea induced a typical cytopathic effect in
chicken fibroblast cultures. The strains were patho-
geric for hen embryos; a mean death time (MDT)
at a .dose of 0.2 ml of the minimal lethal dose ID56
was 120 hours. Examinations under a transmissive
electron microscope revealed in the allantoic fluid of
infected embryos the presence of virions. The size of
the viral particles of a spherical shape was approxi-
mately 200 nm and elongate forms were 460 nm long
and 80 nm wide. The viruses possessed a thermola-
bile haemagglutinin: at 56oC their infectious titers
after 30 min decreased at 2 log. A specfiic immune
serum against a LaSota strain neutralized the both
strain entirely. Pigeons infected intravenously died
only after a large dose of an undiluted viral suspen-
sion. Reisolates of the brian samples and intestines
haemagglutinated chicken erythrocytes after the se-
cond passag^e through fibroblasts, i.e. when a distinct
cytopathic effect was seen.

ARM§TRoNG J. R, BRATCHWAITE I. D., FLANA-
GAN M., HOFFMANN D., POLKINGIIORN I.: Zwa|-
czanie niedokrwistości zakaźnej koni w dużej fermie
w Północnej Queenslandl. (Control of equine infec-
tious anaemia on a large northern Queensland farm),
Aust. vet. J. 66, 29-30, 19B9 (1)

Niedokrwistość zakaźlą koni stwierdzono w Austra-
lii po raz pierwszy w 1959 r. Wprowadzenie odczynu
imrnunódyfuzji (AGID) umożIiwiło podjęcie prób li-
kwiadacji tej chor,oby. W 1981 r. w B09o surowic po-
chodzących od klaczy przebywających na 1ermie
bydła o wielkości 200 000 ha reagowało pozytywnie w
tym odczynie. Sztuki reagujące dodatnio odseparo-
wano od pozostałych koni. Badania przeprowadzone
w 1983 r. wykazały, że spośród 173 koni aż 92 reagw-
ją dodatnio. W dalszym ciągu eliminowano osobniki
reagujące pozytywnie, co przyczyrLiło s,ię do obniże-
nia odsetka koni seropozytywnych.

G.

E{OLI,AND C. T.: Skrrteczna długotrwała tetapia przy
użyciu karłlamazepiny u p§a z drgawkami psychómo-
torycznymi. (Sucessful long term treatment of a dog
with psychomotor seizures using carbamazepine). Aust.
Vet. J. 65, 389-394, 1988 (12)

Drgawki psychcnlotoryczne zd,iagnozowano u psa
na poJ,stawie wywiadu, badania kl,inicznego i badań
ele,ktroencefa1o3raffuznych. Stopniowe, pov/o1ne ustę-
powanie drgawek miało miejsce po stosowaniu karba-
mazep,iny początkowo w dawce 7 InglkE dwa -razy
dziennrie, a następnie w dawce 14 mg/ke dwa razy
dziennie. Pozioin karbamazepiny w surawicy po 7 ty-
godniach od rozpoczęcia leczenia wynosił 2,75 me/L.
W trakcie leczenia pojawiła się przejściowa leukope-
nia, która osiągałd wartość maksymatrną po 3-4 mie-
: iącach.
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