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1. WSTEP 4. BADANIA WIRUSOLOGICZNE

I.1. Przedmiot normy. Przedmiotem nciiny & metody
laboratoryjnego rozpoznawania zakazrcge | palema
oskrzeli kur (Infecniosis bronchitis = IB). Norma obej-
muje tylko kurcz¢ta 1 kury miode.

1.2. Zakres stosowania normy. Normg nalezy stoso-
wac¢ w przypadkach oceny zdrowoinosct stada repro-
dukeyvinego. 7z Ktdérego pochodzg pisklgta i jaja wylg-
2owe bedgee przedmiotem wymiany towarowej nigdzy
PRL & pozostalymi krajami RWFG.

2. ZASADY OGOLNE

2.1. Charakterystyka drobnoustreji:.
wywolujacy zakazne zapalenie oskrzeh

~obnoustroj
“hiczany jest

do grupy koronawirusow, zawicra kwas - ukleinowy
(RNA), a jego wielkos¢ waha si¢ o do 135 nm.
2.2. Rozpoznawanie choroby. Z. . ae zapalenie

oskrzeil rozpoznaje sig na podstawie objawow klinicz-
nvch, zmian anatomo-patologicznych, danych epizo-
otiologicznych,  wyosobnienia 1 1dentyfikacji  wirusa
oriaz badan serologicznych. Ze wzglgdu na to. z¢ w wigk-
szoscl krajow choroba ma przebieg utajony, mozna
sadzic o rozprzestrzenianiu sig jej przede wszystkim
na podstawie wykivwania przeciwcial w surowicy krwi
ptakow. ktore ja przebyly,

2. POBIERANIE PROBEK DO BADAN

Do badan wirusologiczrych pobra¢ wyptuczyny z
blon sluzowych tchawicy, jamy nosowej 1 zatok okaoio-
nosowveh oraz plue ptakow poddanych ubojowt iub
swiezo padiveh, o od ptakow dorostveh — nerki 1 jajo-
vody .

Probhi nalezy przechowywad w temperaturze =20 “C.
nicrozeeniczone lub w postaci 10 % zawiesiny.

Krew do badan serologicznych pobra¢ 14 1 28 dnia
od chwili zachorowania, od nie mnie) niz § ptakoy .
po 5 em’ od kazdego ptaka.

Oddziche surowice 1 do chwili przeprowadzenia ba-
dint prrechowad (mie dodajgce sSrodkdw konserwujgcych)
Wostanie zamrozenia wotemperaturze =20 °C.

4.1. Zasada badania. Badanie polega na wyizolowa-
niu 1 identyfikacji na zarodkach kurzyvch lub w ho-
dowli drobnoustroju, wywoltujacego chorobg.

4.2. Apuratura, materiaty, odczynniki

a) Termostat.

b) Inkubator.

¢) Moidzierze porcelanowe.

Jy Wiréwka.

¢} Probowki.

i) Strzykawki 1 ighy.

¢) Zarodki kurze w wieku 9-+11 dm.

h) Hodowla komorek nerki lub fibroblastow zarod-
ka kurzego.

1) Plyn Hanksa.

4.3. Przygotowanie materiaiu do badan. Materiat po-
brany zgodnie z rozdz. 3 rozetrze¢ w jatlowym mozdzie-
rzu. w buforowym roztworze izotonicznym, w stosunku
1:10. Zawiesing wirowac przy 2000 do 3000 obr/min
przez 15 min. Do ptynu znad osadu dodac
2000 j.m./cm® penicyliny i 1 mg/cm’ streptomycyny.

4.4. Opis badan

4.4.1. Zakazenie zarodkow kurzych. Materiatem
z kazde) probki przygotowanym wg 4.3 zakazi¢c do
worka omoczniowego po 6 zarodkow kurzych w wieku
9 1! dni do jamy omoczniowe] w dawce po 0.1 cm?,
Zakazone zarodki inkubowad w temperaturze 375 °C
1 wilgetnosci wzglednej 60 =70 9% . przeswictlajac jeden
raz dziennie. Zarodkoéw zamartych przed uptywem 24 h
po zakazeniu nie nalezy bra¢ pod uwage.

Jesli zarodki zyja 72-+120 h, dwa 7z nich nalezy
schtodzic w temperaturze 4 °C. a reszt¢ schiodzi¢ po
uptvwic 168 =192 h. Z pierwszych dwoch zarodkow
pobra¢ ptyn omoczniowy i blon¢g kosmowkowo-omocz-
niowg do nastgpnego pasazu. Pozostate zarodki badac
na obecnos¢ zmian makroskopowych.

Wirus zakaznego zapaienia oskrzeli hamuje rozwoj
zarodkow. az do kartowatoscr wigcznie (8 +4 g zamiast
35 g) sam zarodek jest skrgcony. swinigty w kulkg.
zmarszczony. objetos¢ ptynu owodniowego jest zmnie)-
szona. blony sg obrzgknigte 1 mocno przvlegaja do
7arodka.
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Zarwycza) pierwszy pasaz wirusa nie powoduje
smierct lub zmian zarodkow i dlatego niczbgdne jest
wykonanic czterech kolejnych pasazy w celu jego
adaptacji.

4.4.2. Identyfikacja wirusa na 9 <11 dniowych za-
rodkach nalezy przeprowadzi¢c za pomocg odczynu
scroncutralizacji  ze znang surowicg swoistg, ktorej
indeks seroncutralizacji powinien by¢ wigkszy niz 3.
Wirus uwaza si¢ za zidentytikowany, jesli zarodki za-
kazane mieszaning badanego wirusa ze swoistg surowicg
odpornosciowa pozostaja zywe i1 rozwijajg si¢ normal-
nie. a zarodki zakazone samym wirusem zamierajg
lub obserwuje si¢ u nich zmiany opisane jak w 4.4.1.

Wirus mozna identyfikowac¢ rowniez za pomocg od-
czynu scroncutralizacji w hodowli komorek nerki lub
fibroblastow zarodka kurzego. Swoista surowica od-
pornosciowa hamuje efekt cytopatyczny wywolany
wirusem zakaZnego zapalenia oskrzeli. Poniewaz adap-
tacja. wirusa do hodowli komoérkowej nie udaje sig
w pierwszym pasazu, niezbg¢dne jest przeprowadzenie
kilku wstgpnych pasazy.

W celu okreslenia izolatu do odpowiedniego serotypu
niczb¢dne jest posiadanie typowo swoistych surowic
odpornosciowych (przynajmniej dwoch podstawowych
serotypow Massachusetts 1+ Connecticut).

W przypadku wystapicnia charakterystycznych zmian
u zarodkow, przy ujemnym odczynie scroneutralizacji
7¢ swoisty surowicg odpornosciowy, konieczne jest na-
nastawicnie  odezynu  precypitacji w zelu agarowym.

Odczyn ten nie jest specyficzny dla poszczegolnych
serotypOw i mozna przy jego pomocy identyfikowac
wszystkie szczepy wirusa 1B, uzywajac dowolnej pre-
cypitiggeej surowicy anty-IB.

S. BADANIE SEROLOGICZNE

5.1. Zasada badania. Badanic polega na wykrywaniu
u ptakow, ktdre przechorowaty, swoistych przeciwciat
odczynem seroneutralizacji (SN) i1 odczynem precypitac)i
w zelu agarowym (AGP).

5.2. Aparatura i szkio

a) Laznmia wodna.

b) Termostat.

¢) Wirowka.

d) Probowki.

¢) Pipety pomiarowe pojemnosct |,

) Plytki Petricgo.

5.3. Odczynniki, roztwory, podtoza i materiaty

a) Penicvlina.

b) Streptomycyna.

¢) Agar oczyszczony.

d) Chlorek sodu.

¢) Woda destylowana.

1 Zarodki kurze 9 =11 dniowe.

g) Hodowla komorek nerki zarodka kurzego.

h) Podloza do hodowli komérkowych.

5.4. Przygotowanie do badan. Probki krwi ptakow,
ktore  przechorowaly, pobra¢  w sposdb  podany
w rozdz. 3. Surowice inaktywowaé przez podgrrewanie
w temperaturze 56 °C w ciggu 30 min i wvkorzystac

2.51 10 cm?.

bezposrednio do badan lub przechowywaé w stanie za-
mrozonym. Jesh surowica jest zanicczyszczona, nalezy
Ja przesgezyc przez filtry bakteryjne.

3.5. Opis badan

5.5.1. Odczyn seroneutralizacji na zarodkach kurzych.
Dla nastawienia tego odczynu niezb¢dny jest wzorcowy,
adaptowany do zarodkow kurzych, szczep wirusowy
(np. szczep Beaudetie serotypu Massachusetts) dodatnia
swoista surowica odpornosciowa 1 surowica badana.
W przypadku wystgpowania w terenie innych typow
antygenowych wirusa IB, niezbgdne jest posiadanie
szczepow wzorcowych odpowiednich scrotypéw oraz
swoistych surowic odpornosciowych. Do odczynu uzy-
waé wirusa w postaci $wiczo otrzymanego plynu omo-
czniowego. ktorego miano jest nie nizsze niz 107 ELD
(Embrioletal Dosis) 50/1 cm®. Z ptynu tego przygotowac
seryjne 10-krotne rozcienczenia od 107 do 10™.

Nast¢pnie miesza¢ rowne ilo$ci rozcienczonego wiru-
sa i surowic badanych oraz surowicy kontrolnej. Mie-
szaning pozostawi¢ na 3 min w temperaturze pokojo-
wej, a nastgpnie kazdym rozciefczeniem wirusa oraz
mieszaniny wirusa z surowicyg zakazi¢ worek omocznio-
wy 5 dziewig¢ciodniowych zarodkow kurzych w dawce
po 0.1 cm’. Zakazone zarodki przeswietla¢ codziennie
przez 3 +8 dni ( w zalezno$ci od szczepu). Zarodkow
zamartych w ciggu pierwszych 24 h nie nalezy bral
pod uwage.

5.5.2. Ocena wynikéw badan. Po uplywie terminow
podanych w 5.5.1 okresli¢ liczb¢ zarodkéw w kazdej
grupie, ktore ulegly zakazZeniu, a nastgpnie obliczy¢
ELDso. Roéznica migdzy logarytmem miana samego
wirusa i miana mieszaniny wirusa z surowicg badang
stanow! indeks neutralizacj (NI).

5.5.3. Odczyn seroneutralizacji w hodowli komérkowej
(SN). Zawiesing komorkowy zawierajacg 10° komorek
w | cm? podloza wzrostowego (zawierajacego 10 %
surowicy cielgcej) inkubowaé¢ w probowkach w ilosci
po | cm?. Po utworzeniu kompletnej warstwy komorek
(w ciggu 48 h w temperaturze 37 °C) hodowlg zakazac,
a podioze wzrostowe zastapi¢ podlozem utrzymujgeym
(zawierajacym 2 -+5 9% surowicy cielgeey).

Do zakazenia uzywac¢ wirusa 1B, adoptowancgo do
hodowli komérek nerki zarodka kurzego. W tym celu
stosowa¢ adoptowane na zarodkach kurzych szczepy.
ktore w ciggu kilku pasazy (5 10--15) przystosowaly
si¢ do hodowli komorkowej. Do odezynu uzywac wirusa
w postaci $wiezo uzyskanego ptynu z hodowli komor-
kowej (przechowywanego nic dluzej niz przez tydzien),
ktory nalezy zebra¢ w ciagu 2472 h po zakazeniu,
edy elekt cytopatyczny jest wyrazny, lecz jeszeze nie
wystapito petne zmszezenie warstwy komorek. lLoga-
rvim TCIDso (Tissuecultur Infections Dosis) szczepow
dobrze adaptowanych do hodowli komorek nerki za-
rodka kurzego wynosi zwykle 555 na | cm’.

Z plynu tego przyvgotowa¢ seryjne 10-krotne roz-
cienczenia od 107 do 10*, nastgpnic zmiesza¢ rowne
ilosci rozcienczonego wirusa i surowic badanych oraz
surowicy kontrolnej. Mieszaning pozostawi¢ na 3 min
w temperaturze pokojowej., a nastepnie kazdym roz-
clenczeniem wirusa Oraz mieszaniny wirusa 7z surowicg
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zakazac¢ po 4 probowki hodowlg komorkowy, dodajac
po 0.1 e¢m? inokulum na kazda probowkg.

Nastgpnic hodowle pozostawié w temperaturze 37 °C
przez 30 min w celu absorpen wirusa. Po tym czasie
podloza zla¢ i zastgpi¢ podiozami utrzvmujgeymi. 170
kazdego badania nalezy nastawic nic zakazone hodowle
Jako kontrolg.

Obserwacje przeprowadzac codziennie w ciggu 6 dni
lub tak dlugo. az w hodowli kontrolnej nie wystapig
/miany.

Efckt cytopatyezny uwidacznia sic w postoet zar-
nistosci 1 licznych wakuolt w cytoplazinie, o ¢puje
przerwanic cigglosct warstwy komorek oraz oh dege-
neracja i rozpad. Oceny wynikow przeprowadzic zgod-
nie z 5.5.2

W przypadku uzywania do odczyvnu kréliczych suro-
wic kontrolnych (dodatnig 1 ujemit, nalezy jc rov-
cienczy¢ 107", poniewaz surowice nierozcienczone wy-
wolujg powstawanic nieswoistych ziarnistosci w cyto-
plazmie komorki. W takich przypadkach rozcienczenie
nalezy koniecznie uwzgl¢dniac przy obliczeniach.

5.5.4. Ocena wynikow badan. Przy indeksie neutra-
lizacji (NI) rownym od 0.0 do 1,0 — badana surowica
Jest ujemna; przy NI rownym od 1,1 do 1.9 — badana
surowica jest watpliwa; przy NI rownym 2.0 lub wigk-
szvm — badana surowica jest dodatnia.

Jeshi dla 20 % lub wigeej surowic uzyska si¢ wynik
wytpliwy, badania nalezy powtdrzy¢ za pomocy od-
czynu precypitacji w zelu agarowym.

Przy uzyskaniu wynikéw watpliwych rowniez w tym
odczynie nalezy przeprowadzi¢ ponowne badania tej
samej grupy ptakéw po 1421 dniach.

Przeciwciala zoboj¢tniajgce wirus tworzg si¢ w ciagu
2 +3 tygodni po wystapieniu choroby i utrzymujg si¢
mniej wigeej przez 5 +6 miesigey, a przeciwciala pre-
cypitujace od 2 do 7 tygodni od chwili zakazenia.

5.6. Odczyn precypitacji w Zelu agarowym (AGP)

5.6.1. Przeprowadzenie badan. Agar oczyszczony od
[.1 do 1.5 % zawierajgcy 8 % NaCl. ktorego pH
wynosi 7,6 =78 rozla¢ do plviek Petriego.

Nast¢pnice wyciac baseniki o Srednicy 4 mm lub 6 mm
w odstgpach co 4 mm. Na dno kazdego basenika wpro-
wadzi¢ kroply plynnego agaru.

Antvgen  uzyskuje si¢ z homogenizowanych blon
kosmowkowo-omoczniowych zarodkow kurzych za-
marlych po zakazeniu adaptowanym szczepem wirusa
IB. Wybicrac tylko te blony kosméwkowo-omoczniowe,
htare wykazujg wyrazny i silny odczyn z precypitacja
swoistg surowicy odpornos$ciowq. Surowice kontrolne
(dodatnia 1 ujemna) i1 badane powinny byé rozcien-
czone 1 nicinaktywowane.

Oprocz kontrolnej dodatnicj i ujemnej surowicy w od-
czynie precypitac)i w Zzelu agarowym nastawi¢ rOwniez
kontrolny antygen przygotowany 7 homogenizatu z bion
kosmowkowo-omoczniowych nie zakazonych zarodkow
kurzych w tym samym wieku.

Po napelnieniu basenikéw, ptytki Petriego przetrzy-
ntywaé w komorze wilgotnej, w temperaturze 37 °C
lub w temperaturze pokojowe;.

5.6.2. Ocena wynikéw. Przy uzyskaniu odczynu do-
datniego wystepuja po 2472 h linie precypitacyjne
mi¢dzy antygenem i surowicami.

W przypadku gdy zakazenie ptakéw mialo miejsce
wezesniej niz na 2-+7 tygodni przed badaniem, od-
czynem precypitacji w zelu agarowvm uzyskuje sig
zwykle maty odsetek dodatnich wynikow. Jesli stwier-
dza si¢ duzy odsetek surowic precypitujgcych, stado
kur uwaza si¢ za zakazone wirusem IB.

6. PROTOKOL

Protokot powinien zawiera¢ co najmnie¢j nastgpujgee
dane:

a) numer normy,

b) wyniki badan,

¢) opis postgpowania, warunkow lub nieprzewidzia-
nvch norma szczegdlow, ktore moglyby mie¢ wplyw
na wyniki badan.

KONIEC

INFORMACJE DODATKOWE

1. Instytucja autoryzujgca norm¢ RWPG — Instytut Weterynarn, Zaklad Badania Chordb Drobiu. Pulawy.

2. Normy mi¢dzynarodowe

RWPG CT C3B 1744-79. I cCineKoXo3siicTRCHHAn, MeToAbl Had0oparopiol ImardocTikil HHEEKUHOHHOPO OpOHXHTAa — norma

rownowazna.
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