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WETERYNARIA l 

Metody laboratoryjnego 
rozpoznawania zakaźnego 

L __ zapalenia 

l. WSTĘP 

1.1. Przedmiot normy. Przedmiotem nO I m y s: 7Jletody 
Ltho r,ltoryjnego ru zpoznawania zak(lźL ,~ g() , ~ pale nia 

,)~\.;rzdi kur (lnfe('fiosis bronchitis = IB). Norm •• o bej

muje ty lko kurcz<;t'l i kury m ltxle . 

1.2. Zakres stosowania normy. Normę nalei.y stoso

\\'"ć w przypadkach oceny zdrowom ości s tada r<" pro

dukc y jnego. z kt órego pochod ,:ą pi sk lęta i jaja wyh; 

:! llwe h<;dące przedmiotem wym i:lny to warowej lT;iędzy 

PRL" p070stalymi krajami RWPG. 

2. ZASADY OGÓLNE 

2.1. Charakterystyka drobnoust roj u. 

\\"y\\'oluj ~c y zakalne zapak"ie oskrzeli 

d0l!rllp y koron ·.l\virusów. za wiera kwas' 

(RNA). " .lego wielkość waha s ię .A: 

.j, 0 bnoust rój 

. " llezally jest 

~ ukleinowy 

do 135 nm. 

2.2. Rozpoznawanie choroby. Z" . . l e zapalenie 

o~kfi'l'ii !"07poznaje si<; na podsta wie o bjawów klinicz

nych. zmian anatomo-patologicznyeh. danych epizo

• • til)logionych. wyosobnienia i identyfikacji wirusa 

.>ral bad'lI] serologionych. Ze względu na to. ż t: w więk 

~/()ś ci kraj()\v cho roba ma przebieg utajony . można 

<Idz i ć () rozprzeqrl.c nianiu s ię jej pr7ede wszystkim 

l1a podstawlc wykrywan ia przeciwciał w surowicy krwi 

ptaków. które j<l przebyły. 

3. POBIERANIE PRÓBEK DO BADAN 

Do balhll'l \Vi ru " ,)logicZl~ych pobrać wypłuczyn; z 

bł oll ~ Iu'lo wych t ch~lvvicy. jamy nosowej i zatok okc,! o

" l.' , ' \ \ v ~' h nrai' płuc ptaków poddanych ubojowi lub 

~ \\' il'L (l padłych . " mi ptaków dorosłych - IH:rki i jaJo
\\ od) . 

P n" hLi n ;Iil'7~ pri'echow~ wać w temperaturzc - 20 "C. 
n il' r,)i'c idl cwnt: lub w postaci 10 (,i: zawiesiny . 

K rew do b;l dań serologicznych pobrać 14 i 2~ dnia 

" d LilVVili I.achorowania . od nie mniej niż 5 ptakó ).'. 

p ll ) cm 3 od każ(kgo ptaka. 

Odd t io:lić sur(l\\i co; i do chwili przeprowadzenia b a 

d. ,,') pr:' L'chować (nil' dodając środków kon serwujących) 

\\ , tan i,' 7.amroit:ll i; 1 w tempera turze -20 oC. 

oskrzeli kur Grupa katalogowa 1578 

4. BADANIA WIRUSOLOGICZNE 

4 .1. Zasada badania. Badanie polega na wyizolowa

niu i identyfikacji na zarodkach kurzych lub w ho

dowli drobno ustroj u. wywołującego chorobę. 

4.2. Aparatura, materiały, odczynniki 

al Termos tat. 
b) inkubator. 

c) Moździerze porcelanowe. 
d) Wirówka. 

d Probówki . 

I') Strzykawki i igły . 

g) Zarodki kurze w wieku 9 -:-- I I dni. 

h) Hodowla komórek nerki lub fibroblas tó w zarod

ka kurzego. 

i) Płyn Hanksa. 

4.3. Przygotowanie materiału do badań. Materiał po

brany zgodnie z rozdz . 3 rozetrzeć w jałowym moździe

rzu. w buforowym roztworze izotonicznym. w stosunku 

I: 10. Zawiesi nę wirować przy 2000 do 3000 obr/min 

przcz 15 min . Do płynu znad osad u dodać 

2000 j.m./cmJ penicyliny i I mglc: m J streptomycyny . 

4.4. Opis badań 

4.4.1. Zakażenie ~rodków kurzych. Ma teriałem 
z każdej próbki przygotowanym wg 4.3 za kazić do 

worka o mocznio wego po 6 zarod ków kurzych w wieku 

9 -:-- I I dni do jamy omoczniowej w dawce po 0.1 cm J . 

Zakażone zarodki in kubować w temperaturze 37.5 oC 

i wilgo tn ości względnej 60 -:--70 (!r,. prześwietlając jeden 

raz d ziennie. Zarodków zamarłych przed upływem 24 h 

po za ka żeni u nie należy brać pod uwagę. 
Jeśli zarodki ż yją 72 -7- 120 h . dwa z nich należy 

schłodzi ć w temperaturze 4 oc. a resztę schłodzić po 

upływie l6H -:-- 192 h. Z pierwszych dwóch zarodków 

pobrać płyn omoczniowy i błonę kosmówkowo-omocz

ni ow,j do na s tępnego pasażu. Pozostałe zarodk i badać 

na obecność 7n ,i<l n makroskopowych . 

Wirus zakaźnego zapak ni a oskrze li hamujc rozwój 

zarod ków. a7 do ka rłowatości wl'Jcznie (X -:--4 g zamias t 

35 g): sam zarodek jest skręcony. zwi nięty w kulkę, 

z.ma rs z.czony. objętość płynu owodnioweg,() jes t zmniej

szona. błon y '''I ,)br7.~kn i ~te i m ocno przylegają do 
7ll rod ka. 

• Zgłoszona przez Instytut 'v 2(·.' ynarii 
I Ustanowiona przez Ministra Rolnictwa dnia 7 s ierlJnli! 1981 ' r. 
I jak c no rma obowiązująca od dnia l stycznia ·, 982 r . 

L (Oz Norm . i Miar nr 19/ 1981 poz. n I 

---- ----
~) r llh . Wyc. Norm W-wa. Ark wyd 0 50 '''a kł 1 100 ·55 Zam. 2898/ 81 Cena zł 3.60 
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Zazwya"lj pierwszy pasaż wIrusa nie powoduje 
,mierci lub zmian zarodków i dlatego niezbędne jest 
wykonanie czterech kolejnych pasaży w celu jego 
adaptacji. 

4.4.2. Identyfikacja wirusa na 97 II dniowych za
rodkach należy przeprowadzić za pomocą odczynu 
scroncutrJlizilcji ze znaml surowicą swoistą, której 
indeks scroneutralizacji powinien być większy niż 3. 
Wiru!. uwai.a się za zidentyfikowany, jeśli zarodki za
każane mieszaniną badanego wirusa ze swoistą surowicą 
odpornościową pozostają żywe i rozwijają się normal
nie, a zarodki zakażone samym wirusem zamierają 

lub obserwuje się u nich zmiany opisane jak w 4.4.1. 
Wirus można identyfikować również za pomocą od

czynu seroneutralizacji w hodowli komórek nerki lub 
fibroblastów zarodka kurzego. Swoista surowica od
pornościowa hamuje efekt cytopatyczny wywołany 

wirusem zakaźnego :mpalenia oskrzeli . Ponieważ adap
tilcja wirusa do hodowli komórkowej nie udaje się 

w pierwszym pasażu, niezbędne jest przeprowadzenie 
kilkll wstępnych pasaży. 

W cdu określenia izolatu do odpowiedniego serotypu 
niezbędne jest posiadanie typowo swoistych surowic 
od pornościowych (przynajmniej dwóch podstawowych 
s~'rotypów Massachusetts i Connecticut). 

W przypadk u wystąpienia charakterystycznych zmian 
u zarodków. przy ujemnym odczynie seroneutralizacji 
ze ~wt)ist'l surowicą odpornościową, konieczne jest na
nastawil'nie odczynu precypitacji w żelu agarowym. 

Odl"Zyn ten nic jest ~pecyficzny dla poszczególnych 
serotypów i można przy jego pomocy identyfikować 

wszystkie szczepy wirusa IB, używając dowolnej pre
cypitujilcej surowicy anty-IB. 

5. BA[)ANIE SEROLOGICZNE 

5.1. Zasada badania. H .. danic polega na wykrywaniu 
li ptaków. którl' przechorowały. swoistych przeciwciał 
odczynem seroneut ra liz_acji (SN) i odczynem precypi tacji 
w żelu agarowym (AGP). 

5.2. Aparatura i szkło 

ił) Łaźnia wodna. 
b) Termostat. 
c) Wirówka. 
d) Probówki . 
c) Pipet y pomiarowe pojemności I . 2, 5 i 10 cml

. 

I") Płytki Petriego. 
5.3. Odczynniki, roztwory, podłoża i mateńały 
a) Penicylina . 
b) St reptomycyna . 
c) Agar oczyszt:lon)'. 
d) Chlorek sodu. 
c) Woda destylowana . 
n Zarodki kurze 9 -;.- 11 dniowe . 
g) Hodowla komórek nerki zarodka kurzcgo . 
h) Podłoża do hodowli komórkowych. 
S.4. Przygotowanie do badań. Próbki krwi ptaków, 

które przechorow<lly. pobmć w sposób podany 
w rozdz. 3. SurowiCt, inaktywować przez podgrzewanie 
w temperaturze 56 .o C w ciągu 30 min i wykorzystać 

bezpośrednio do badal1 luh przechowywać w stanie za
mrożonym. Jeśli surowica jest zanieczyszczona. nalc7\ 
j'l przesączyć przCl filtry bakteryjne. 

5.5. Opis badań 
5.5.1. Odczyn seroneutralizacji na zarodkach kurzych. 

Dla nastawienia tego odczynu niezbędny jest wzorcowy, 
adaptowany do zarodków kurzych, szczep wirusowy 
(np. szczep BeGlldetle sero typu Massachusetts) dodatnia 
swoista surowica odpornościowa i surowica badana . 
W przypadku występowania w terenie innych typów 
antygenowych wirusa IB, niezbędne jest posiadanie 
szczepów wzorcowych odpowiednich serotypów oraz 
swoistych surowic odpornościowych . Do odczynu uży
wać wirusa w postaci świeżo otrzymanego płynu omo
czniowego, którego miano jest nie niższe niż 107 ELO 
(Embriole/al Dosis) 50/ I cm). Z płynu tego przygotować 
seryj ne lO-krotne rozcieńczenia od IO - ~ do 10". 
Następnie mieszać równe ilości rozcieńczonego wiru

sa i surowic badanych oraz surowicy kontrolnej. Mie
szaninę pozostawić na 3 min w temperaturze pokojo
wej , a następnie każdym rozcieńczeniem wirusa oraz I 

mieszaniny wirusa z surowicą zakazić worek omocznio·· 
wy 5 dziewięciodniowych zarodków kurzych w dawce 
po O, I cm 3

• Zakażone zarodki prześwietlać codziennie 
przez 378 dni ( w zależności od szczepu). Zarodków 
zamarłych w ciągu pierwszych 24 h nie należy bra ': 
pod uwagę. 

S.5.2. Ocena wyników badań. Po upływie terminów 
podanych w 5.5.1 określić liczbę zarodków w każdej 
grupie. które uległy zakażeniu, a następnie obliczyć 

ELD5o. Różnica między logarytmem miana samego 
wirusa i miana mieszaniny wirusa z surowicą badaną 
stanowi indeks neutralizacji (NI) . 

S.S.3. Odczyn seroneutralizacji w hodowli komórkowej 
(SN). Zawiesinę komórkow'l zawierającą 106 komórek 
w l cm) podłoża wzrostowego (zawierającego 10 (?cI 
surowicy cielęcej) inkubować w probówkach w ilości 

po I cm1
• Po utworzeniu kompletnej warstwy komórek 

(w ciągu 48 h w temperaturze 37 OC) hodowl<; zakażać, 
a podłoże wzrostowe zastąpić podłożem utrzymuj,!cym 
(zawierającym 275 Cfc surowicy cicł<;cej) . 

Do zakażenia używać wirw .. a IB. adop towanego do 
hodowli komórek nerki zarodka kurzego. W tym celu 
stosować adoptowane na za rodkach kurzych szczepy. 
którc w ciągu kilku pasaży (5 7 10 -:- 15) przyslOsowaly 
się do hodowli komórkO\\iej . Do odczynu uży wać wiru sa 
w postaci świeżo uzyskanego płynu z hodowli komór
kowej (przechowywanego nil' dłużej niż przel tydzieli). 
który należy zebrac.: w ciągu 24 "'- 72 h po zakażeniu. 
gdy efekt cytopatycZllY jest wyraź ny . lecz jeszCle nie 
wystą piło pełne Z1liszezcl1i~' wars twy komó rd . Loga
rytm TCID,o (TisslIccu/tur In(ec/iom' Dosis) szczepów 
dobrze adaptowanych do hodowli komórek nerki Z~l 

rodka kurzego wynosi zwykk 575.5 na I cm\. 
Z płynu tego przygotować seryjne lO-krotne ro z

ci\.'lkzenia od IO- j do lO-X. następnie zmieszać równe 
ilości rozciCl'lczonego wirusa i surowic badanych oraz 
surowicy kontrolnej. Mieszanin!; pozostawić na 3 min 
w temp\.'raturze pokojow\.'j, ił następnie każdym roz
cieliczcniem wirusa oraz miesZ<łI1iny wirusa z surowicą 
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/;'lkażać po 4 pro bów ki hodo"dę komórkowi/o dodaj;ll: 
po O. I 1:n1'1 inok ulum na k:li.dq probówkę . 

Następnie hod owk pOlosta \\ ii' "" tl'mperaturl.L' '}.7 oC 
przl:I. 30 min w I:l'Iu absorpcji wirusa . Pu tym (;Zas ie 
podl oża zIm' i zasqpić podlożami utl7ymuj'll·ymi . D .', 
każdego hada nia na lóy nastawić nic zak ażone hodowk 
ja ko kLl ntro lę . 

Obse rwacje pr/eprowadzać I:odziennie w ei,}gu ń dl1 i 
luh tak d lugl). aż w hodowli kontrolnej nic wy ~, t ;tpi :.! 

zllllany. 
El'ck I eytopatyuny uwidm.? nia si<; \\' no~ t. : C:! lI a r

nisto~el i licznyl:h wakuoli w l:ytopla Ziilit: . ', ... , ~ p!ljl: 

przerwanie I:iągł()~(i warstwy komórek 0 1';;'/ ;..: h .kge
nCfal:ja i rozpad. Ol: en . .; wyników przcpwwad / ić zgod
nie z 5.5.2. 

W przypadku używania do odczyn u króliczych suw
wic ko nlrolnyl:h (dodatnią i ujem mi t, na le ży je ro / ·· 
cielkzy~ 10-1, ponieważ surowice nierozcieńczon.: w y
wołuj" powstawanie nieswoistYl:h zia rnistości w cyto
plazmie komó rki. W takil:h przypadkac h rozcieńczen ie 

należy koniecznie uwzględniać przy obli czeniach. 
5.5.4. Ocena wyników badań. Przy indeksie neutra

lizacji (N I) równym od 0.0 do 1,0 - badana surowica 
jest ujemna: przy N 1 równ ym od I. I do 1.9 - badana 
surowica jl'st w<,tpliwa ; przy NI równym 2.0 lub więk
szym - badana surowil:a jest doda tnia. 

J eśli dla 20 % lub więcej su rowic uzyska się wynik 
w<tlpliwy, badania należy powtórzyć za pomoC:} od
aynu precypi tal:ji w żl'lu agarowym. 

Przy uzyska niu wyników wi}tpliwych również w tym 
odczynie należy przeprowadzić ponowne badania tej 
samej grupy ptaków po 14 +21 dniach. 

Przel: iwciala zob oję t niaj<tl:e wirus tworzą się w ciągu 
2 + 3 tygodni po wystąpieniu choroby i utrzymują się 

mniej więcej przez 5 + 6 miesięcy. a przeciwc iała pre
cypitujące od 2 do 7 tygodni od chwili zakażenia. 

5.6. Odczyn precypitacji w żelu agarowym (AGP) 
5.6.1. Przeprowadzenie badań . Agar oczyszczony od 

1.1 do 1.5 % zawinająl:Y X IJ!c NaCI. któ rego pH 
wynosI 7,6 + 7.X rozlać do pł ytek Petriego. 

Nastlamie wyc i ąć ba seniki o średnicy 4 mm lub (, mm 
w odstępach co 4 mm. Na dno każdego basenika wpro
wadzić krop!" płynnego agaru . 

Anfygen uzyskuje si" z homogenizowanych błon 

kosmó wkowo-omoczniowych zarodków kurzych 7 ... 1-

ma r/ yeh po za ka żeniu adaptowanym SlCZl:pem wirusa 
113. Wybiera ć tylko te błon )' kosmówkowo-omoczniowe. 
ldl'Pfe wykazuj,! wyraźny i silny odczyn z precypitacją 
swoistą slIro wiC<-) od pornościową. Surowice kontrolne 
(dodatnia i ujemna) i badane powinny być rozcień

czone i nicinaktywowane. 
Oprócz kon trolnej dodatniej i ujemnej surowicy wod

czynie precypitacji w żelu agarowym nastawić również 
konI rol ny anlygen przygotowany 7 homogenizatu z błon 
kosmówkowo-omoczniowych nie zakażonych zarodków 
kurzyl:h w tym samym wieku. 

Po napełnieniu baseników, płytki Petriego przetrzy
mywać w komorze wilgotnej. w temperaturze 37 oC 
lub w temperaturze pokojowej. 

5.6.2. Ocena wyników. Przy uzyskaniu odczynu do
datniego występują po 24 + 72 h linie precypitacyjne 
między antygenem i surowicami. 

W przypadku gdy zakażenie ptaków miało miejsce 
wcześniej niż na 2 + 7 tygodni przed badaniem. od
czynem precypitacji w żelu agarowym uzyskuje się 

zwykle mały odsetek dodatnich wyników. Jeśli stwier
dza się duży odsetek surowic precypitujących. stado 
kur uważa się za zakażone wirusem IB. 

6. PROTOKÓŁ 

Protokół poWIlllen zawierać co najmniej następująl:e 
dane : 

a) numer normy , 
. b) wyniki badań. 

c ) opis postę powania . warunków lub nieprzewidzia
nych normą szczegółów. które mogłyby mieć wpływ 
na wyniki bad ~lI1. 

KONIEC 

INFORMACJE DODATKOWE 

I. Instytucja autoryzująca normę RWPG - Inslylul W,·lcrynar; i. LIklad Badania C1wruh Drohiu . Pul;l w". 
2. No rmy międzynarodowe 

H wre; CT (" ':) 13 1744-74 . nTllilil CC; lbl: KOXU'JHlicTRCllIIaH . MCTOJlbl J'. ió"pa ropHL.ii : lll arHOCTltKlt lłlHIlCKi "toilHOru 6pOilXIlTa - norma 

równnwa żn" . 
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