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1. WSTEP 3. BADANIA

1.1. Przedmiot normy. Przedmiotem normy sa meto-
dy laboratoryjnego rozpoznawania zakaznego zapalenia
krtani i tchawicy u kur 1 bazantow.

1.2. Zakres stosowania normy. Norme¢ nalezy stoso-
wa¢ w przypadkach oceny zdrowotno$ci stada repro-
dukcyjnego, z ktorego pochodzy pisklgta i jaja wyle-
gowe bedygce przedmiotem wymiany towarowej migdzy
PRL a pozostatymi krajami RWPG.

2. ZASADY OGOLNE

2.1. Charakterystyka drebnoustroju. Drobnoustroj,
wywolujgcy zakazne zapalenie krtani i tchawicy, zali-
czany jest do grupy wirusOw Herpes, zawiera kwas
dezoksyrybonukleinowy (DNA), a jego wielkos¢ wynosi
250 nm.

2.2. Rozpoznawanie choroby. Rozpoznawanie zakai-
nego zapalema Krtani i tchawicy stawia si¢ na podsta-
wic danych epizootiologicznych, objawdéw klinicznych,
zmian anatomopatologicznych 1 wynikdw badania labo-
ratoryjnego.

2.3. Wrazliwos¢ drobiu na cherobe. Na chorobg wra-
zliwe sg tvlko kury i bazanty wszystkich ras i wieku,
niezaleznic od pory roku i sposobu chowu. Choroba
rozprzestrzenia si¢ szybko, przebiega w formie enzo-
ocji, z roznymi wskaznikami zachorowalnosci 1 Smier-
telnoscet.

2.4. Okres wylegania choroby trwa od 6 do 12 dni. U
ptakéw chorych obserwuje si¢ osowialo$¢, utrudnione
oddychanie, kichanie, charczenie, napady kaszlu z wy-
rzucanicm Sluzu, czg¢sto z domieszkg krwi lub mas
serowatowltoknikowych. Lekka posta¢ choroby charak-
teryzuje sig¢ tzawieniem, zapaleniem spojowek, wycie-
kiem z nosa, obrz¢kiem zatok podoczodotowych 1 obni-
zeniem nieSnosci.

2.5. Zmiany anatomcpatologiczne i histologiczne. W
czasic sekcji u ptakdw najczgSciej stwierdza si¢ wybro-
czyny w tchawicy i krtani, wysigk krwawy lub masy
serowate o zabarwieniu z6ttawym zatykajace $wiatlo
tchawicy 1 powodujace uduszenie. Pluca bywaja czgsto
przekrwione, w niektorych przypadkach stwierdza si¢
zapalenie ptuc ze stanem zapalnym workdw powietrz-
nych.

3.1. Badanie wirusologiczne polega na pobieraniu wy-
cinka blony $luzowej krtani, tchawicy, spojowek, prze-
wodow nosowych (wlaczajac wysigk) oraz ptuc od sSwie-
zo padlych lub poddanych ubojowi diagnostycznemu
ptakow. Prawdopodobienstwo wyizolowania wirusa lub
wykazania swoistych wewnatrzkomorkowych ciatek
wtr¢towych w materiatach patologicznych istnieje tylko
w poczatkowe] fazie choroby, migdzy 2 a 7 dniem od
zakazenia. Pobrany material do vadan wirusologicz-
nych nalezy zamrozi¢ i przechowywa¢ w temperaturze
minus 20 °C lub nizszej.

3.2. Badanie serologiczne polega na pobraniu krwi
14 1 28 dnia, liczac od poczatku choroby, nie mniej
niz 5 ptakéw, po 5 cm® od kazdego ptaka. Nastgpnie
wydzieli¢ surowicg 1 do rozpoczgcia badan przechowy-
wac (bez dodatku konserwantow) w stanie zamrozonym
w temperaturze minus 20 °C lub nizszej.

4. METODA WYKRYWANIA
WEWNATRZKOMORKOWYCH CIALEK
WTRETOWYCH

4.1. Zasada metody. Mectoda polega na mikroskopo-
wym wykryvwaniu kwasochtonnych wewnatrz-komoérko-
wych cialek wtr¢towych (ciatka Seifrieda), ktore uwaza
SI¢ za patognomoniczne.

4.2. Aparatura i odczynniki

a) Mikroskop.

b) Szkictka podstawowe.

¢) Ptytki Petriego.

d) Barwnik Giemzy.

4.3. Opis metody. W celu wykazania wewngtrzko-
moérkowych  cialek  wtrgtowych nalezy na szkietku
podstawowym przygotowaé preparaty mazane z blony
sluzowej narzadéw wymienionych w 3.1, zabarwic je
roztworem barwnika Giemzy (1 kropla na 1 cm’ wody’
destylowanej). nastepnie przetrzymaé w ciggu 1213 h
w temperaturze pokojowej lub 2 h w temperaturze
37 °C i przejrze¢ w mikroskopie pod immersjq.

4.4. Ocena wynikow badania. O obecnosci wewnatrz-
komorkowych cialek wtrgtowych §wiadczy nastgpujacy
obraz badanego preparatu: jadra zmienionych komorek
sa powi¢kszone, ich blony sa zabarwione znacznie in-
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tensywniej na ciemnofioletowo, cytoplazma zabarwia
si¢ na jasnoniebiesko, a ciatka wtretowe wewnatrzjadro-
we (okragle, owalne, trojkatne) — na czerwono. Do-
okota cialek wtrgtowych wystepuje strefa nie zabarwio-
na.

5. METODA IZOLACJI WIRUSA

5.1. Zasady metody. Metoda polega na izolowaniu
wirusa na zarodkach kurzych lub w hodowli komor-
kowej.

5.2. Aparatura, materialy, odczynniki i podioza

a) Termostat lub inkubator.

b) Mozdzierze porcelanowe.

¢) Wirowki.

d) Homogenizator do rozdrabniania tkanek.

e) Probowki.

f) Butelki.

g) Strzykawki 1 igly.

h) Termometr.

1) Penicylina.

J) Streptomycyna.

k) Zarodki kurze 9 =+ 12 dniowe.

1) Hodowla komorek nerki zarodkow kurzych 1 kur-
czat.

1) Hydrolizat laktoalbuminy 0,5 % w ptynie Hanksa.

5.3. Przeprowadzenie badan

5.3.1. Przygotowanie materiatu do badania. Material
patologiczny, pobrany w celu wyizolowania wirusa (wg
3.1), podda¢ homogenizacji w izotonicznym roztworze
buforowym w stosunku 1 =+ 5, w homogenizatorze
lub mozdzierzu z piaskiem kwarcowym. Mieszaning
wirowac przy 1500 <+ 2000 obr/min w ciggu 10 <+ 15 min.
Ptyn znad osadu zla¢, doda¢ po 1000 jednostek peni-
cyliny i streptomycyny na 1 cm® zawiesiny i przetrzy-
mac¢ w temperaturze 2 +~ 4 °C w ciagu 3 ~ 12 h.

5.3.2. Izolowanie wirusa. Przy izolacji wirusa na za-
rodkach kurzych do kazdej proby uzyé po 10 9 =+ 12-
dniowych zarodkéw kurzych. Przygotowany zgodnic
z 5.3.1 material wprowadzi¢ na btong¢ kosmoéwkowo-
-omoczniowg w ilosci po 0,1 + 0,2 cm?®. Zarodki za-
kazone oraz kontrolne inkubowa¢ jednocze$nie w tem-
peraturze 37 °C przez 8 dni. Zarodki prze$wietlaé nie
rzadziej niz jeden raz na dobg, odrzucajgc zamarte w
ciggu pierwszych 24 h. Zamarte pdZniej natychmiast
usuwa¢ 1 przechowywaé¢ w chltodni w temperaturze
+4 °C. Pozostate zarodki poddaé schtodzeniu 6 + 8
dnia po zakazeniu, umieszczajac je na 2 ~ 3 h w tem-
peraturze +4 °C.

5.4. Ocena wynikéw badan

5.4.1. Wykrywanie wirusa. Patogenne szczepy wirusa
zakaZznego zapalenia krtani i tchawicy zabijajg zarodki
w ciggu 4 + 6 dni; w przypadku zakazenia bardziej
tagodnymi szczepami zarodki ging pdZniej lub pozosta-
ja zywe, lecz s3 zahamowane w rozwoju, pomniejszone
1 lzejsze. Dla wykrycia swoistego zakazenia zarodka
kurzego konieczne jest przeprowadzenie dodatko-
wych 2 = 3 $lepych pasazy. Do nast¢pnego pasazu
wirusa uzy¢ do zakazenia btong kosméwkowo-omocz-
niowg, zawieszong w plynie omoczniowym, oraz caly
zarodek. Na powierzchni blony kosméwkowo-omocz-
niowej zarodkéw, ktére zamarty w 3 = 5 dniu po

zakazeniu, stwierdza si¢ swoiste zmiany, zmgtnienie,
zgrubienie blony kosmowkowo-omoczniowej, a na niej
mate (wielkosci gtowki od szpilki lub wigksze o $red-
nicy 5 = 7 mm) ogniska koloru od szarego do zbito-
biatawego, o réznym ksztalcie — okragle, plaskie lub
bezksztattne.

5.4.2. Identyfikacja wyizolowanego wirusa. Wyizolo-
wanie wirusa powinno by¢ potwierdzone wykazaniem
wewnatrzkomérkowych  cialek  wtrgtowych (ciatka
Seifrieda), odczynem neutralizacji, reakcja precypitacji
dyfuzyjnej w zelu agarowym lub proba biologiczng.
Identyfikacji wirusa mozna dokona¢ za pomocg odczy-
nu immunofluorescencji i mikroskopii elektronowej.

5.4.3. Namnazanie wirusa. Wirus zakaZnego zapale-
nia krtani i tchawicy nalezy namnaza¢ w hodowli ko-

~morkowej nerek zarodkéw kurzych 1 kurczgt. Efekt

cytopatyczny wystepuje w 4 +— 6 dnia po zakazeniu.
Obserwuje si¢ obecnos¢ licznych wielojadrzastych ko-
morek (polikariocytow). Pod mikroskopem mozna w
nich stwierdzi¢c wewngtrzkomorkowe ciatka wtrgtowe.
Swoisto$¢ tych zmian nalezy potwierdzi¢ za pomocg
odczynu immunofluorescencji lub odczynu seroneutra-
lizacji ze swoistymi surowicami.

6. METODA NASTAWIANIA PROBY
BIOLOGICZNEJ

6.1. Zasada metody. Metoda polega na wywolaniu za-
kaznego zapalenia krtani 1 tchawicy u wrazliwych
miodych kurczat; pozwala ona na okreslenie zjadliwos-
ci szczepu oraz odrdéznienie go od wiruséw, wywotu-
jacych podobne zmiany na blonie kosmowkowo-
-omoczniowe] u zakazonych zarodkéw kurzych.

6.2. Materialy

a) Pipety pasteurowskie.

b) Strzykawki.

c) Igly do strzykawek.

6.3. Przeprowadzenie badania. Do proby biologicznej
nalezy uzywa¢ miode, wrazliwe kurczgta w wieku
I + 2.5 miesigcy. Ptaki zakaza¢ przez wprowadzanie
materiatu zawierajgcego wirus, dotchawicowo 1 przez
wcieranie go w blong $luzowa kloaki. Zakazone ptaki
obserwowa¢ przez 10 <+ 14 dni.

6.4. Ocena wynikow badania

6.4.1. Badanie kliniczne. O zakaznym zapaleniu krta-
ni 1 tchawicy $wiadcza nast¢pujace objawy kliniczne:
kaszel, charczenie, porazenie krtani, katar wyst¢puje
u kurczat w 3 <+ 7 dni lecz nie pdzniej niz 12 dni
po zakazeniu. Stan zapalny blony §luzowej stwierdza
si¢ u ptakéw zakazonych do kloaki. Niektore bardziej
tagodne szczepy, nawet i w duzych dawkach, wywo-
tuja tylko charczenie i wyciek z nozdrzy.

6.4.2. Wykluczenie wirusa ospy kur. W celu wyklu-
czenia wirusa ospy kur, ktory wywotuje ogniska na bio-
nie kosmowkowo-omoczniowej, podobne do wirusa za-
kaZznego zapalenia krtani 1 tchawicy, nalezy zakazi¢
wrazliwe kurczeta w wieku 30 =+ 60 dni, wcierajac im
materiat zawierajacy wirus do skaryfikowanych broda-
wek pior na udzie, do grzebienia oraz podajac go do
krtani.Reakcja na wirus ospy wystepuje u ptakow w
6 + 8 dni po zakazeniu w postaci obrzgku i przekrwie-
nia brodawek pidr oraz tworzenia si¢ dyfterytycznych
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nalotéw w jamie dzioba. Przy badaniu metoda wg Mo-
rozowa w rozmazach z obrz¢ktych brodawek zwykle
stwierdza si¢ elementarne ciatka wirusa ospy.

7. METODA SEROLOGICZNA
7.1. Zasada metody. Metoda polega na wykrywaniu

u ptakéw swoistych przeciwcial za pomoca odczynu
seroneutralizacji oraz reakcji precypitacji dyfuzyjnej w

zelu agarowym.

1.2,

a)
b)
¢)
d)
€)
f)
g)
h)
1)
j)
i 100
k)
)

Aparatura

Laznia wodna.

Termostat.

Mikroskop.

Wirowka.

Lodowka z zamrazalnikiem.
Statywy.

Palnik gazowy.

Probdéwki bakteriologiczne.
Korki gumowe.
Pipety pomiarowe
cm?,
Homogenizator do rozdrabniania tkanek.
Pehametr.

pojemnosci 1, 2, 5, 10

1) Ptyty Petriego.
m) Szkietka podstawowe.
7.3. Odczynniki, roztwory, podtoza i materialy
a) Penicylina.
b) Streptomycyna.
c) Agar oczyszczony.
Chlorek sodowy.
Weronal (Acidum diaethyl barbituricum).
{) Medinal (Barbital, Natrium).
g) Woda destylowana.

h) Zarodki kurze 9 =+ 12-dniowe.

1) Hodowla komorek nerki zarodkéw kurzych lub
kurczat.

J) Podtoza do hodowli komérkowych.

7.4. Przygotowanie do badania

74.1. Przygotowanie roztworu buforu weronalowego
o pH 7.2. Odwazy¢ 1,84 g weronalu, rozpusci¢c w
100 cm® goracej wody destylowanej, doprowadzi¢ do
wrzenia, a nast¢pnie po ostudzeniu objgto$¢ uzupetnic
wodg destylowang do 1000 c¢cm’. W tym roztworze
rozpusci¢ 10,3 g medinalu (Barbital Natrium).
Roztwor przechowywaé w temperaturze nie wyzszej niz
+4& *C., '

o A

)
)
)

7.4.2. Przygotowanie agaru 1,5 %.Odwazy¢ 1,5 g su-
chego agaru, doda¢ 100 cm’ buforu weronalowego
i 8 g chlorku sodowego, nast¢pnie podgrzewa¢ w fazni
wodnej o temperaturze 80 °C do petnego rozpuszcze-
nia i rozlaé do ptytek Petriego lub na szkietka podsta-
wowe, tak aby grubo$¢ warstwy byla nie mniejsza niz
6 mm. Po zastygnieciu w agarze wycia¢ baseniki o $red-
nicy 4 mm (odlegto$¢ migdzy basenikami 8 =+ 10 mm),
rozmieszczajgc je w rogach kwadratu lub szesciokata
i jeden basenik w centrum.

7.4.3. Przygotowanie antygenu. Antygen do odczynu
neutralizacji i reakcji precypitacji dyfuzyjne] w zelu
agarowym przygotowa¢ z bton kosmoéwkowo-omocz-
niowych zarodkéw kurzych, wykazujacych zmiany cha-

_rakterystyczne dla danego wirusa. Blony kosmowkowo-

omoczniowe homogenizowa¢ z réwng iloScig izoto-
nicznego roztworu buforowego o pH 7.2 = 74, do
ktorego dodano antybiotyki (w przeliczeniu po 100
jednostek penicyliny i streptomycyny na 1 cm’ roz-
tworu). Zawiesing wirowa¢ w ciggu 20 min przy
3000 obr/min. Ptyn znad osadu zla¢ i wykorzystywac
jako antygen, je$li zawiera on nie mniej niz 10°EIDs¢/
1 ¢cm?®. Do chwili uzycia antygen przechowywaé w za-
topionych amputkach w stanie zamrozenia.

7.4.4. Przygotowanie surowic. Surowice (ptakéw cho-
rych lub rekonwalescentow, kontrolne dodatnie i1 ujem-
ne kurze) inaktywowac¢ w taZzni wodnej w temperaturze
56 °C w ciagu 30 min i do rozpoczgcia badan prze-
chowywac¢ rOwniez w stanie zamrozenia.

7.5. Przeprowadzenie badania

7.5.1. Odczyn seroneutralizacji przeprowadzi¢ na za-
rodkach kurzych lub hodowlach komoérkowych, uzywa-
jac statej ilosci surowicy 1 wzrastajacych dziesigciokrot-
nych rozcienczen wirusa — antygenu. Odczyn serone-
utralizacji przeprowadza¢ wg schematu przedstawione-
go w tablicy.

Do statywu wstawi¢ kilka rzgdow jatowych probo-
wek. Liczba rzgdow odpowiada liczbie surowic bada-
nych, a liczba probowek w rzg¢dzie — liczbie rozcien-
czen antygenu wirusowego. Do wszystkich probéwek
w rzedzie wlaé¢ po 0,5 cm® odpowiedniej surowicy.
Rownolegle nastawi¢ badanie kontrolne z surowicg nor-
malng (znana ujemna) i odpornosciowa (znana dodat-
nig) przeciwko zakaznemu zapaleniu krtani i tchawicy
w tych samych dawkach. Nast¢pnie do wszystkich pro-
bowek z surowicami badanymi i1 kontrolnymi doda¢

Nr Surowica Surowica Rozcienczenia wirusa
I Numery Pl
rzedu probowek o DR 107 102 107 107 107
cm cm’
1 0,5 — 0.5
2 0,5 —_ 0,5
3 0,5 — 0,5
l 4 0,5 — 0,5
5 0,5 — 0,5
1 _— 0,5 0,5
2 —_ 0,5 0.5
3 — 0,5 0.5
2 4 =3 0,5 0,5
5 — 0,5 0,5
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t¢ samg ilo$¢ (0,5 c¢cm’) odpowiednich dziesieciokrot-
nych rozcienczen antygenu wirusowego. Antygen moz-
na rozlewac ta sama pipeta, jesh zaczyna si¢ od najwyz-

szego rozcienczenia. Probowki energicznie wstrzasngdé

1 pozostawi¢ w temperaturze pokojowej na 1 h. Kazdvm .

rozcienczeniem zakazi¢ po 4 = 5 zarodkéw (lub 4 = 5
probowek hodowli komérkowej), wprowadzajac mate-
rial na blon¢ kosméwkowo-omoczniowag w ilosci po
0.2 cm?. Jaja inkubowa¢ w temperaturze 37 °C w ciggu
6 dni, przeprowadzajgc przeSwietlenie raz na dobg. Za-
marte w ciggu pierwszych 24 h zarodki wyrzucié, a
pozostate poddac¢ schtodzeniu 6 dnia 1 otworzy¢ jaja
w celu stwierdzenia obecnosci swoistych zmian na blo-
nie kosmowkowo-omoczniowe) zarodkow.

W odczynie seroneutralizacji nalezy uzywac surowice
nierozcienczone, poniewaz mogg wystapi¢ pewne nie-
pozadane roznice pomigdzy indeksem neutralizacyjnym
Z tg sama surowicg, jesli uzywa si¢ ja w stanie roz-
cienczonym i nierozcienczonym. Mimo to, gdy ilo$c¢
surowicy jest niewystarczajaca, rozcienczy¢ ja do nie-
zbednego minimum (1 : 2, 1 : 3 id). W tym przypadku
do wyliczonego indeksu neutralizacy doda¢ odpowiedni
wspolczvnnik rozcienczenia (log 2, log 3 itd.).

7.5.2. Reakcja precypitacji dyfuzyjnej w zelu agaro-
wym. Do centralnie polozonego basenika wla¢ antygen,
a do pozostatych — surowice (lub odwrotnie) w ilosci
po okoto 0.2 cm’. Do kazdej serii badanej dolgczyé
kontrolny antygen 1 kontrolng surowicg¢. Proby pozo-
stawi¢ w komorze wilgotnej w ciggu 3 dni w tempe-
raturze pokojowej lub przez 14 = 18 h w tempera-
turze termostatu 37 °C.

7.6. Ocena wynikéw badania

7.6.1. Obliczenie indeksu neutralizacji. Na podstawic
uzyskanych wynikéw odczynu seroneutralizacji obliczyc
wg Reeda 1 Muencha intekeyjng dawkg dla 50 % za-
rodkow (EIDs) lub infekcying dawke dla 50 % hodowli
komérkowej] — TCIDsy dla mieszaniny wirusa z kaz-
dg surowicg oddzielnie.

Indeks neutralizacji jest to réznica migdzy logaryt-
mami EIDso mieszaniny wirusa z surowicg ujemna i do-
datnig. Odpowiednia liczba znaleziona w tabeli antylo-
garytmoéw bedzie indeksem neutralizacji.

7.6.2. Ocena wirusa badanej surowicy. Izolat wiruso-
wiy, ktory surowica dodatnia przeciwko zakaznemu
zapaleniu krtani 1 tchawicy zobojgtnia z indeksem wyz-
szym niz 10, identyfikowac jako wirus zakaznego za-
palenia krtani i tchawicy. Surowic¢ o indeksie neutra-
lizacji rtownym 10 lub mniejszym (w odczynic serone-
utralizacji z odpowiednim szczepem wirusa zakaZznego
zapalenia krtani 1 tchawicy) uwazac¢ za ujemng. a su-
rowic¢ o indeksic wyzszym niz 10 — za dodatnia.

7.6.3. Ocena reakcji precypitacji dyfuzyjnej w zelu
agarowym. Za dodatnie uwazac surowice. ktore daja
bardzo wyrazne linie
mnicj wigee) w srodku migdzy antvgenem 1 surowicy.

precypitacyjne, rozmieszezone

K O

INFORMACIE

1. Instytucja adaptujyca norm¢ — instyviut Wetervnarn. Zaklad
Badanin Choroh
2. Normy migdzynarodowe
CT C92B 1743-79  Ttuua

Drobiu. Puliaw

Me-

CCIIBCKOX OIS HCTRCHHAA,

Za pomocg tego testu mozna wykry¢ 25 <+ 50 % pta-
kéw, ktére przechorowaly zakaZzne zapalenie krtani
1 tchawicy.

8. METODA IMMUNOFLUORESCENCJI

8.1. Zasada metody. Metoda polega na wykrywaniu
antygenu wirusowego za pomocg swoistej surowicy od-
pornosciowej, znakowanej fluoresceina, w rozmazach
z bltony $luzowej tchawicy lub spojowki ptakow we
wezesnej, ostrej postaci choroby lub w btonie kosmow-
kowo-omoczniowe)] zarodkow, albo w zakazonych ho-
dowlach komoérkowych.

8.2. Aparatura

a) Mikroskop luminescencyjny.

b) Termostat.

¢) Szkietka podstawowe.

d) Kuwety metalowe.

8.3. Odczynniki, roztwory, materiaty

a) Chlorek sodowy, 0.85-procentowy.

b) Accton.

¢) Bufor fosforanowy 0,01M o pH 7.2 = 7.4 zawie-
rajacy 0,85 % chiorku sodowego.

d) Olejek immersyjny (niefluoryzujacy).

¢) Surowice znakowane fluoresceing.

8.4. Przeprowadzenie badania. Preparaty odciskowe,
przygotowane na szkietku podstawowym ze zmienionej
blony kosmoéwkowo-omoczniowe] zarodka kurzego,
blony Sluzowej tchawicy. spojowki chorego ptaka lub
hodowli komorkowe) (hodowla na szkietku typu ,la-
melle™) podsuszy¢ na powietrzu, sptukac¢ ptynem fizjo-
logicznym 1 wlozy¢ do acetonu o temperaturze +4 °C na
10 min. Nastgpnie preparaty uwtozy¢ na zwilzonym dnie
kuwety i na kazdy preparat nanie$¢ po 0.5 cm® robo-
czego rozelenczenia koniugatu. Dla kontroli, na cz¢sc
preparatow odciskowych naniesé¢ po 0.5 em’ normal-
nej (ujemnej) surowicy znakowane) fluoresceing. Ku-
wety przykry¢ 1 przetrzymac przez 30 min w termosta-
cie w temperaturze 37 °C. Zabarwione preparaty plu-
ka¢ przez 2 h pod biezacg wody.

8.5. Ocena wynikow badania. Wysuszone preparaty
przeglgdac¢ w mikroskopie fluorescencyjnym przy uzy-
ciu obicktywu immersyjnego. Wynik ocenia si¢ w za-
leznosci od nasilenmia fluorescencji i liczby komorek
Swiecgeych. Przy metodzie posredniej, w preparatach
o' ptakow chorvch. swiecenie obserwuje si¢ w okresie
ostrego przebiegu choroby, kiedy stwierdza si¢ wew-
natrzkomorkowe ciatka wirgtowe 1 mozna wyizolowad
wirus na zarodkach kurzych.

8.6. Protokol powinien zawiera¢ nastgpujace dane:

a) numer normy,

b) wyniki badan.

¢) opis postgpowania. warunkow lub nieprzewidzia-
nych normyg szczegdotow, ktore mogly mie¢ wplyw na
wyniki badan.
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