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Ramisz A., Szańkowska Z., Komorowski A., Koźmiń-
ska A., Mychalczuk Z. - Zoo-sanitary situation of
rabies in the Kraków province in 1967-71.

The authors pay attention ti the rapid deteriora-
tion of zoo-sanitary situation of rabies in the Kra-

ków province in the course of last three years. In
1971 there were observed 11 times more cases of
rabies than in 1967. In this period also increased
the exposition of men to ill and su§pected of infec-
tion animals. The number of vaccinated persons in
1969--11971 was twice higher than that in 1967-1968.
Rabies of sylvatic animals, mainly in foxes, appea-
red in 84.09o of all cases in 1967-1971. The authors
emphasise an increasing role of cats in epizootiolo-
gical chain of rabies in domestic animals. They also
point to an alarming phenomenon of spreading of
the disease in the new species of animals. First ca-
ses of rabies after the II world war were noted in
deers, reo-deers and polecats in the Kraków pro-
vince in 1971,

WITOLD GOLNIK

Chonoba Mareka zwana dawniej neurolimfo-
matozą, Iimfomatozą trzewną lub paraliżem za-
kaźnym kur charakteryzuje się powstawaniem
nacieków komórek limfoidalnych oraz gu.zów
limfo-retikularnych w narządach wewnętr zny ch
i tkankach zakażonego organizmu ptaka. Wirus

- czynnik etiologiczny chor,oby Mareka został
wyizolowany po raz pierwszy przez Churchilla
i Biggsa w Wielkiej Brytanii (1967) i Nazeri,ana
i wsp. w Stanach Zjedno,czonych Ameryki Pół-
nocnej (I7, 22), Badania powyższych autorów,
potwierdzone dalszymi doniesieniami, wykazały,
że należy on do grupy wirusów Herpes B i od-
znacza się Ścisłym związaniern z komórką gospo-
flrrzą l(15, l7, 20, 2l, 23). W zakażonym orga-
nizmie ptaka wirus choroby Mareka może wy-
stępować w postaci genomu, cząstki niekom-
pletnej lub też cząstki kompletnej posiadającej
osłonę zewnętrzną (2, 9, 10, 73,25,27,28).

Jedną z metod izolacji wirusa jest wyosabnia-
nie go w hodowlach komórek nerki kucr,cząt
spontanicznie zakażonych lub też zakażanie ho-
dowli komórek ptasich krwią,oraz homogeniza-
tami guzów, pobranymi od ptaków chorych. Po
5 - 10 dniach inkubacji hodowli pojawia się w
nich charakterystyczny efekt cytopatyczny i(l2,
t6, 17, 79, 25,26). Inną z metod izolacji i iden-
tyfikacji wirusa jest dożółtkowe zakażanie za-
rodków kwy, z tym jednak zastrzeż,eniem, że
embriony muszą być wolne od swoistych prze-
ciwciał biernych (7, B). Obecność antygenu wiru-
so\Mego w zakażonych hodowlach komórkowych
lub tkankach organizmu stwierdza się metodami
serologicznymi lub przy pornocy mikroskopii
elektronowe: (2I, 22, 23, 27). Jak wykazano w
badaniach autorów amerykańskich, hodowle ko-
rnórek ssaków nie są wrażliwe na zakażenie wi-
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lzolocio wiruso z przypqdku ostrei formy choroby
Moreko u kurczqł

Inst'tut c'^or ób zakaż*"il,I;11"l;§:":i:lH"§l?"""" sGGw w warszas-ie

rusem choroby Mareka (11). Gospodarzem nai-
bardziej wrażIiwym na infekcję, służącym
między innymi do izolacji, identyfikacji i pasa-
żowania wirusa są pisklęta kury wolne od prze-
ciwciał biernych skierowanych przeciw wiruso-
wi choroby Mareka, a pochodzące od ptaków
genetycznie wrażliwych na tę chorobę (1). W
warunkach naturalnych wirus choroby Mareka
reprezentowany jest przez szczepy o różnej pa-
togenności, wywołująoe chorobę przebiegającą
w formie ostrej lub klasycznej oraz ptzez liczne
szczepy niepatogenne ,(5, 6, 24). Wykazano, że
niektóre szczepy chorobotwórcze wirusa pasa-
żowane wielokrotnie w hodowlach komórko-
wych tracą właściwŃci onkogenne dla kurcząt
(1B).

Celem naszej pracy była izolacja i identyfi-
kacja szczepu wirusa chor,oby Mareka. Stanowi
to wstępny etap do dalszych badań w tym kie-
runku.

Materiał i metody
Żródł,o izolacji ,winusa stanowiły kurczęla l}-ty-

godniowe pochodzące z naturalnego ogniska zaka-
żenia. U ptaków tych stwierdzono anatomo-patolo-
gicznie, a następnie histopatologicztie, zrniany cha-
rakterystyczne dla choroby Mareka.

Jaja wylęgowe. Do wszystkich badań używano jaj
wylęgowych pochodzących od kur rasy Leghorn Bia-
ły. W stadzie tym nie stwierdzano klinicznie i ana-
tomo-patologicznie chorób nowotworowych drobiu.
Do badań użyto 25 szt. piskląt jednodniowych typu
broiler, zakupionych w zakładzie wylęgowym.

Przygotowanie hodowli komórkowych. Jednowar-
stwowe hodowle komórek nerki kurcząt przygotowy-
wano wg metody własnej. Tkankę nerkową pobierano
od kurcząt skrwawianych przed badaniem, siekano
ją nożyczkami i zalewano 0,250fr roztworem trypsyny
przygotowanym w zbuforowanym rozŁwotze soli fizjo-
logicznej. Po 10-minutowej trypsynizacji zlewano
płyn znad osadu i wlewano świeżą trypsynę. Trypsy-
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nizację prowadzono przez 30 min. w temp, 37oC
wstrząsając tkankę ręcznie w odstępach 5-minuto-
wych. Strypsynizowane komórki sączono przez czte-
rowarstwową gazę, a uzyskany przesącz wirowano
ptzez 70 min, przy 400 obr./min. Osad komórkowy
plukano płynem Earle'a i wirowano powtarzając za-
bieg trzykrotnie. Przemyte komórki nerki zawiesza-
no w stosunku 1:200 w środowisku wzrostowym o
składzie: płyn Earle'a z dodatkiem antybiotyków -907o i surowica cielęca - |00k. Komórki zawieszone
w płynie wzrostowym w]ewano do butelek Legroux,
zamykano korkami gumowymi i inkubowano przez
14 dni w temp. 37oC. Po 3-4 dniach uzyskiwano peł-
ne pokrycie ściany naczynia jedną warstwą komó-
rek. zmieniano wówczas środowisko wzrostowe na
utrzymujące o składzie: płyn Earle'a z dodatkiem
antybiotyków - 98% i surowica cielęca 20lo.

Zakażanie zarodków kury. Zastosowano metodę von
Bi.ilou,a (7). Czterodniowe zarodki kury zakażano do
woreczka żółtkowego. Materiał zakażający stanowiła
zeskrobina hodowli komórek nerki kurcząt, wykazu-
jącej minimum 300/o zmian cytopatycznych charakte-
rystycznl,qh dla zakażenia wirusem choroby Mareka.
Jednorazoił,o wprowadzano po 0,2 ml zawiesiny, za-
wiarającej ł 10ł komórek w 1 ml.

Embriony inkubowano nadal przez 14 dni. Kon-
trolę próby stanowiły zarodki kury, którym w miej-
sce badanego matcriału wprowadzano zeskrobinę z
niezakażorrej hodowli komórek nerki kurczęcia. Wy-
konanis próby jak wyżej.

Reizolacja rvirusa z zakażonych zarodków kury.
W 18 dniu inkubacji zakażonych jak wyżej zarodków,
rvyjmowano je na płytki Fetriego, skrwawiano i ba-
dano anatomo-patologicznie. Do osobnych płytek
przenoszono błony kosmówkowo-omoczniowe i pod-
dawano badaniu. Po obejrzeniu wątroby i śledziony,
usutń/ano z jamy ciala przewód pokarmowy wraz z
,"vymienionymi narzaCami i pobierano tkankę ner-
kową. Z nerek zarodkólv przygotowywano jednowar-
strvou,e hodorvle komórkor,ł,e rł,g poprzednio podanej
metodv. I\/Tonolayerv nerkowe inkubowano przez
t4 dni w temp. 37oC prowadząc codzienną kontrole
mikroskoporł,ą hodowli. Z zarodkami stanowiącymi
grupę kontrolną próby postęporł,ano wg powyżej po-
danego schematu.

Zakażanie piskląt jednodniowych. Pisklęta zaka-
żano dootrzewnowo. Materiał zakażający stanowiła
zeskrobina hodovrli nerki kurcząt, wvkazującej mi-
nimum 30% zmian cytopatycznych charakterystycz-
nych dla zakażenia wirusem chorobv Mareka. Jedno-
razowo rvprou,adzano po 0.5 ml zawiesiny zawieraip-
cej + 104 komórek r"z 1 mI. Kurczęta obserwowano
plzez 10 tygodni. Kontrole próbv stanowiło 10 szt.
oiskląt, którvm .rr miejsce badanego materiału vlDro-
rvadzano zeskrobinę z niezakażonej hodowli komór-
koulej. Pisklefa kontrolne przetrzymyl,ano w izola-
torach poza terenem przeznaczonym dla ptaków do-
śvriadczalnych.

Reizolacia wirusa od kurczat. Po okresie 10 tvgod-
ni,owei,oŁlserwacji kurczęta skr-rvawiano. badano ana-
tomc i hist,opat,o oqicznie. Dc reiz,olacji wir.usa po-
bierano tkankn nerkowa, z której sporzadzano iedno-
rxzarstworłle hodowle kornórkowe wE ooprzednio po-
danci metodv. kurczęta grupv kontrolnej badano w
ten sam sposób.

Badanie histopatologiczne. Do badania histopa-
tologicznego pobierano wycinki z następujących na-
rządów: wątroba, nerka, trzustka, żołądek gruczoło-
wy, nerwy kulszorve, odcinek lędzwiowy rdzenia krę-,
gowego oraz mózg. Po utrwaleniu tkanek lv zbuforo-
wanym roztrrrorze f ormaliny, sporządzano skrawki
parafinowe i barw-iono je hematoksyliną- eozyną,

Wyniki
Zmiany cytopatyczne w jedno\Marst\Mowych

hodowlach komórek nerki. Zarówno w przypad-

ku izolacji oryginalnej od ptaków pochodzących
z natura]nego ogniska zakażenia jak i reizolacii
wirusa w hodowlach komórek nerki zaro,rlków
kury o raz kur cząt zakażony ch eksp eryme ntalnie,
obserwowano zmiany cytopatyczne tego samego
charakteru. Po 5-7 dniach inkubacji pojedyń-
cze komórki hodowli ulegały powiększeniu i za-
okrągleniu, będąc tym samym wyraźnie widocz-
ne na t]e wrzecionowatych komórek nabłonka
nerkowego, W dalszym ęf,apie inkubacji hodowli
tworzyły się skupiska komórek okrągłych -olbrzymich, silnie za-lamujących światło (ryc. 1).

Ryc. 1. Zmiany cytopatyczne w jednowarstwou,ej hodowli ko-
mórek nerki kurcząt pochodzących z naturalnego ogniska

Zakażenia wirusen choroby Mareka.

Monolayery nerkowe zachowywalv zazwyczaj
swą ciągłość, tylko w nielicznych przypadkach
obserwowaliśmy 7izę tkanki i porvstawanie
ubytków w warstwie komórek hodowli. Najlicz-
niejsze zmiany cytopatyczne stwierdzano w 9
dniu inkubacji hodow]i, Mimo dalszego prze-
trzymywania monolayerów do 21 dni i dłuzej,
ilość ognisk nie z:większała się wyr,aźnie. Po-
wyższych zmian nie obserwowano w jedno-
warstwowych hodowlach komórek nerki kurcząt
i zarodków kury stanowiących grupy kontrolne
doświadczenia.

:,, .,

Ryc. 2. Polviększenie wątroby i śledziony oraz białe ogniska
w śtedzionie Zarodków kury Zakażonyctr szczepem WA-1 wi-
rusa ctroloby Mareka. w górnej częścl żdjęcia wątroł]a i śle-

dziona 1B-dniowego Zarodka kury niezakażonego.

2l
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Zarodki kury. Pięć procent zarodków zamarło
między 5 a 1B dniem po zakażeniu. Badanie bak-
teriologiczne tych embrionów dało wynik nega-
tywny. Pozostałe zarodki badane w 1B dniu lęgu
były prawidłowo rozwinięte, co stwierdzono. po-
równując je z zarodkami grupy kontrolnej. Ba-
danie anat omo-pato1o giczne zakażony cŁl zar o d-
ków wykazało powiększenie wątroby i śledzio-
ny. W pojedyńczych przypadkach stwierdzano
w śledzionie obecność białych guzków wielkości
łebka szpilki (ryc. 2). W błonkach ko,smówkowo-
-omoczniowych tych zarodków widoczne były
Iiczne białe ogniska wielkości ztarna maku
(ryc. 3). Podobnych zmian w zarodkach i na

Ryc. 3. Białe ogniska wielkości ziarna maku w blonie kos-
mó!vkoWo-o]noczniowej 1B-dnioweEo zarodka kury, poWStalew u'Yniku "'u"'u'""no",oJ3$urii"."f.ll'"o""' \VA-1 \viluSa

błonach zarodkowych nie obserwowano w przy-
paclku embrionów kontrolnvch.

Kurczęta zakażone. W czasie 10-tvgodniorvej
observu-ac,ii kurcząt zakażanych eksperymental-
nie, u dwóch ptaków stwierdzono krótkotrrł,ały,
trrilkudniowy niedowłacl kończyn dołnych. Dalsze
dwie sztuki, wykazuiące w 9 tvgodniu po zaka-
zetriu obiawy ogólne, takie jak: wychudzenie,

mórek Iimfoidalnych w większości badanych na-
rządóvł i tkanek. W ocenie zrnian histopatolo-
gicznych posłuzono, się skalą wprowadzoną przez
Wight'a (29), w odniesieniu do zmian w cen-
tralnvm układzie nerwowym, Wyniki zestawio-
no w tab. 1. W grupie kurcząt kontrolnych nie
obserwowano żadnych objawów klinicznych
choroby, zmiar' anatomo- i histopatologicznych.
W jednym przypadku stwierdzono w badaniu
mikroskopowym pojedvńczy okołonaczyniowy
naciek limfocytarn), w mózgu.

Onrówienie wyników
W hodowlach ko,mórek nerki kurcząt pocho-

dzących z ogniska zakażenia naturalnego, wy-
kazano obecność efektu cvtopatogennego cha-
rakterystycznego dla zakażenia wirusem choro-
by Mareka. Po 7 dniach inkubacii hodowli ob-
serwo\Mano, na tle wrzecionowatych komórek
nabłonka nerki, obecnośc duzych poiedvńczych
komórek okrągł;zch, silnie załamujących światło.
W dalszym okresie inkubacii monolayerów two-
rzyły się skupiska zmienionych komórek, leżą-
cych w bezpośrednie,i styczności ze sobą, co mo-
ze świadczyć o rozprzestrzenianiu się zakazenia
od komórki do komórki. Jak stwierdzono bo-
wiem w innych badaniach, wirus choroby Mare-
ka nie urvalnia się z komórek do płvnu hodowli
(72, 16, 17. 19. 22. 25), W celu potwierdzenia.
wstępnei identyfikacii wirusa materiałem ze
zmienionych hodowli komórkowvch zakażano
zarodki kur;r, rn, przvpadku których po 14-dnio-
rvym okresie inkubacii stwierdzano charakte-
rystyczne zmian;r,anatomo-patologiczne. Uzys-
kane przez nas wvniki potwierdzają doniesienia
von Br.ilowa (7, B) o patogennym działaniu wi-
rusa choroby Mareka na rozwiiaiące się zarodki

Tab. 1. Zmiany histopatologiczne w badanych narządach wewnętrznych i tkankach kurcząt zakażanych
szczepem'WA-l wilusa chor,oby Mareka (poclano wyniki 500/o badanych kurcząt)

Badane narządy i tkanki
Nr ptaka
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oznaczenie: - brak Zmian charakterystycznych; t pojedyńcze nacieki komórek limfoidalnych; * znriany łagodne;
]- ]- ztrliany Llmiarkowane ; -l- ł l- zrniany silne.

posmutnienie i utratę apetytu, padły po 6
dniach choroby. w badaniu sekc5zjnym tych
kurcząt obserwowano 2-3-krotne powiększenie
wątroby i śledziony, powiększenie jajnika, kilka-
krotne zgrubienie ściany żołądka gruczołcwego
oraz guzy o charakterze nowotworowym w
nrięśniu sercov/ym, płucach, mięśniach piersio-
wych i udowych. Badanie histopatolo,giczne kur-
cząt padłych, jak i skrwawionych w celu i,eizo-
lacji wirusa, wykazało obecność nacieków ko-
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kury. Przy braku podobnych zmian w zarod-
kach grupy kontrołnej oraz pozytywnej izolacii
wirusa w hodowlach komórek nerki zarodków
zakażanych doświadczal.nie, należy sądzić, że
obserwowane zmiany anatomo-patologiczne były
wynikiem swoistego działania wirusa choroby
Mareka. Do dalszei próbv biołogicznei użyto
piskląt iednodniowych o nieznanym genotypie.
Po 10 tygodniach od zakażenia dwa kurczęta
padły i stwierdzono w ich przypadku obraz ana-
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+
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+
+
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torno-patologiczny charakterys tv czny dla choro-
by Mareka. Część kurcząt skrwawiołrvch w tym
samym czasie wykazvwała również zmiany
nowotworowe w narządach wewnętrznych lecz
były one słabiei nasilone. U wszystkich kurcząt
zakażany ch eksperymentalnie stwierdzano w ba-
daniu histopatologicznynt obecność nacieków
komórek limfoidalnych w większości badanych
narządów i tkanek. Reizoiacja wirusa w hodow-
1ach komórek nerki kurcząt z,akażanycll do-
świadczalnie, obecność zmian anatomo- i histo-
patologiczn;lch u badanych ptaków potwierdza
przypuszczenie, że czynnik cytopatyczny \^/y-

osobniony z kurcząt zakażonydn natur,alnie ,iest

patogennynr szczepem wirusa choloby Mareka.
Sz,łzep ten okreśIono nrianem WA-1 (Warszawa

- 1). Dodatkowym potwierdzeniem powyz-
szych spostrzeżeń były uiemne wyniki badań
wirusologicznych, anatomo- i lristopatotrogicz-
nych ptaków gfupy kontrołrrej, skrwawionych
w 10 tygodniu życia. Uzycie do badań piskląt
o nieznanei wrazliwości genetycznei na chorobę
Mareka nie miało wyraźnego wpływu na wyni-
ki badań wirusologicznych. Zdaniein Ca]neke
i Hitchnera (10) oraz Spencera (26), konstytucja
genetyczna może warunkować proces now,o,two-
rowy w organizmie oi-az poziom namnazania się
wirusa w tkankach. Nie ma ona jednak decydu-
jącego wpłvwu na ochronę ptaka przed zakaże-
niem wirlrsem choroby Mareka.

Wnioski
1. Z hodowli komórek nerki kurcząt zakażo-

nych spontanicznie izolorvano czynnik cytopa-
tyczny, który jest wirusem choroby Mareka.

2. Nowoizolowany szczep wirusa iest patogen-
ny dla zarodków kury, wywołując zmiany ana-
tomo-patologiczne w narządach wewnętrznych
zarodkóvl oraz w błonach kosmórvkowo-omocz-
niowych.

3. Szczep WA-1 wirusa choroby Mareka iest
patogennv dla kurcząt typu broiler, u których
wywołuje on charakterystyczne obiawy k]inicz-
ne, zmiany anatomo- i histopatologiczne.

4. Szczep WA-1 jest pierwszym szczepem wi-
rusa choroby Mareka wyizolowanym w kraju.
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fonr,uląx B. 
- 

BurpenenłIe BlĄpyca ,I3 cJlyqafi ocrpoli
{lopnarr Gonegrrn 1Vlapexa y qbIIIJIflT.

Blłpyc, BItrI3bIBaIoil]I4ż xapaxrepHble AJIE szpyca Ma-
peKa ql4TonaTj{qecKT4e J4sMeHeH.I4ff, BbIAeJi'4JII4 B KyJIL,-
Typax KJIeTo,K noqK]4 I]bInJIET ilpol4cxo,Arlil{fix '{3 

oqa-
la 3Toro sa6oneeaH]ag. flo.rryserrrrr,rż rutarnrlr BbI3L,IBaJl
MaKpocKollrfqecK]4e rl3Mel{eHr{.fi B IIeqeHJ4, B ce.TIe3eT-IKe

I1 lta xopr4oH-aJIJIaaTomArrsrx o6ono,łr<ax sudpmorłoe
ryp. Orr oKa3aJIcE iIaToreI{HL,IM TaKx<e AJTfi TlF,Trr,lra'l 

-6pofi.nepoe y KoTopblx oH BL,I3LIBaJI xapaKTepHble ItJII{-

FII4Tf ecl(ue, aHaToMlqecKile IĄ l]4clofiaToJlolT,lqecKme n3-
I{€HoI]tr4E. tr4sonrpolearłHltń ntauu Y/a 1 (Warszawa

- 
1) RelraeTc.Fl rrepBblM I{3oJIrfpoBaHHbIM B cTpaHe

IIITalłnIoLI B]4}]yca Mapexa.

Golnik W. - A virus strain isolated from chickens
slrowing tlre symptoms of acute Marek's disease,

Tn the cultures of kidney cells, derived from natu-
rally infe cted chickens with symptoms of Marek's
disease. an agent shorł,ing cytopathic effect has been
isoiated, The t-rew isclated strain was patlrogenic for
c ycs and chicks and produced
c of Marek's disease. The strain
t is the first strain of MD virus
in Poland.

TESKE R. L. D G. G.: Stę-
żenlc penic ostre w surowicy
wolców po lub m stosowa-

llin ancl dihydrostreptomycin
after administration in single
eder steers). J. Am. vet, me

8?3-878, 1972 (6).
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