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ΥΓΙΕΙΝΗ ΚΑΙ ΠΑΘΟΛΟΓΙΑ ΤΩΝ ΠΟΥΛΕΡΙΚΩΝ 

Έκ τού Κτηνιατρικού Μικροβιολογικού 'Ινστιτούτου 

τοΰ 'Υπουργείου Γεωργίας 

Διευθυντής: Δρ. Π. Α. ΚΑΡΒΟΥΝΑΡΗΣ 

Η ΕΓΚΕΦΑΛΟΜΥΕΛΙΤΙΣ ΤΩΝ ΟΡΝΙΘΩΝ ΕΝ ΕΛΛΑΔΙ 

Ι. Πρώτη άπομόνωσις τ ο ϋ ιού έ κ τ ή ς υπαίθρου 

(Πρόδρομος άνακοίνωσις) 

ύ τ τ ο 

Ι. ΜΕΝΑΙΕ Π. ΚΑΡΒΟΥΝΑΡΗ Γ. ΒΕΙΜΟΥ Α. ΣΕΪΜΕΝΗ Σ. ΜΑΛΛΙΑΡΗ 

Εις χα πρώτα δημοσιευθέντα, το 1955, στατιστικά στοιχεία επί 

τής συχνότητος τών νοσημάτων τών κατοικίδιων πτηνών έν Ε λ λ ά δ ι , 

δια τήν περίοδον 1953—54, ύπό τών Ταρλατζή και Δραγώνα (1), ή 

Έγκεφαλομυελΐτις τών ορνίθων δέν αναφέρεται ώς έμφανισθεΐσα. 

Κλινικώς, ή νόσος αυτή αναφέρεται διαγνωσθεΐσα δια πρώτην 

φοράν έν Ε λ λ ά δ ι κατά το 1959 ύπο του Α. Παπαδοπούλου (2), κα­

τόπιν δέ, συμφώνως προς δημοσιευθέντα στατιστικά παρόμοια ώς 

άνω στοιχεία : 

α) υπό τών Σ. Ά ϋ φ α ν τ ή , Α. Παπαδοπούλου και Α. Χριστοδου-

λοπούλου κατά τήν περίοδον 1955 — 1960, εις τρία περιστατικά τό 

1959 και είς τέσσαρα περιστατικά το 1960 (3). 

β) ύπο τών Α. Παπαδοπούλου και συνεργατών κατά τήν περίο­

δον 1961 —1964, εις δύο περιστατικά (4). 

Είς τα ύπό του 'Εργαστηρίου Πτηνοπαθολογίας του Κ. Μ. Ι. τη­

ρούμενα βιβλία, σημειώνεται μία περίπτωσις κλινικών συμπτωμάτων 

υπόπτων Έγκεφαλομυελίτιδος τών ορνίθων (ΕΟ) κατά τον Νοέμβριον 

1965, έκ δέ του τακτικώς λαμβανομένου ιστορικού, επανειλημμένους 

υπήρξαν ενδείξεις υπάρξεως τής νόσου εις τήν Χώραν μας. 

Τα ανωτέρω εκτεθέντα, έξ ων προκύπτει ή είς τιεριωρισμένον 

αριθμόν περιστατικών κλινική διάγνωσις τής ΕΟ, κατά τό χρονικόν 

διάστημα μιας δωδεκαετίας, ουδόλως εναρμονίζονται μέ τό γεγονός 

τής γνωστής μεγάλης μεταδοτικότητος του ίου τής ΕΟ και μάλιστα 

υπό τάς κρατούσας σήμερον είς τήν Χώραν μας συνθήκας εντατικής 

εκτροφής, ώς και τών αθρόων έκ του εξωτερικού εισαγωγών νεοσσών 

αναπαραγωγής. 

Δελτίον Ε.Κ.Ε. Τόμος XVII. Τβϋχος 3ον 1966 
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Ώ ς γνωστόν, είναι μεγάλη ή πιθανότης συγχύσεως των νευρικών 

συμπτωμάτων της ΕΟ και τών συμπτωμάτων των οφειλομένων εις 

αλλάς ασθενείας ή παθολογικός καταστάσεις, ως ή άτυπική μορφή 

ψευδοπανώλους, αί Μυκητιάσεις, Άβιταμινώσεις, κλπ. 

Επομένως, ή ΕΟ θα είναι έτι περισσότερον διαδεδομένη εις τήν 

Χώραν μας και πολλά περιστατικά της νόσου δέν θα έχουν περιέλθη 

εις τήν άντίληψιν τ ο ν Πτηνοπαθολόγων κατά το παρελθόν. 

Ή κατωτέρω άναφεροιιένη πρώτη άπομόνωσις και ταυτοποίησις 

του ίου της ΕΟ έκ παθολογικού ύλικοΰ προερχομένου έκ της περιο­

χής Χαλκίδος, αποδεικνύει κατηγορηματικώς τήν ύπαρξιν της νόσου 

έν Ε λ λ ά δ ι . 

Κατόπιν αύτοϋ, πρώτον μέλημα μας θα εΐναι ό προσδιορισμός 

της εκτάσεως της νόσου εις τήν Χώραν, βάσει εργαστηριακών εξετά­

σεων. Τά αποτελέσματα θέλουσι άνακοινωθη αμα τη περατώσει της 

έρεύνης. 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

Ι. Υ λ ι κ ά 

Ύλικον ενοφθαλμισμού τών έμβρυοφόρων ώών και νεοσσών απε­
τέλεσαν οι εγκέφαλοι νεοσσών, οϊτινες παρουσίασαν συμπτώματα 
ύποπτα ΕΟ, κατόπιν όμοιογενοποιήσεώς των εις άναλογίαν 20 "/<>, 
εντός άπεστειρωμένου και περιέχοντος αντιβιοτικά διαλύματος τρι-
πτικάσης 2°/.· 

Ύλικον π ε ρ ι έ χ ο ν τ α ν Ιόν προς ταυτοποίησιν απετέλεσαν οί όμοιο-
γενοποιηθέντες ως άνω εγκέφαλοι τών νεοσσών τών προερχομένων 
έξ ένοφθαλμισθέντων ώών, ως και οί εγκέφαλοι τών ένοφθαλμισθέν-
των νεοσσών, δσων παρουσίασαν συμπτώματα ύποπτα ΕΟ. 'Επί του 
ύλικου τούτου έγένοντο αί δέουσαι εργαστηριακοί εξετάσεις προς 
άποκλεισμόν έτερων παθογόνων παραγόντων, ήτοι μικροβίων, P.P.L.O, 
ως επίσης και λοιπών ιών δυναμένων να προκαλέσουν παρόμοια τής 
ΕΟ νευρικά συμπτώματα. 

Τα κατόπιν επωάσεως 5 ήμερων έμβρυοφόρα ώά, ως και οί 
νεοσσοί μιας ημέρας προήρχοντο έκ πτηνοτροφείου άπηλλαγμένου 
μεταδοτικών νοσημάτων και εις τό όποιον ουδέποτε είχε χρησιμο-
ποιηθή έμβόλιον κατά της ΕΟ. 

Δια τάς δοκιμάς όροεξουδετερώσεως εις έμβρυοφόρα ωά ως και 
εις νεοσσούς μιας ημέρας : 

Ίον Standard* απετέλεσαν οί όμοιογενοποιηθέντες ως άνω έγκέ-

* Γνωστόν ει ναι ότι έξ αιτίας τών ιδιαζόντων χαρακτηριστικών τοϋ λοιμογόνου 
ιού της έγκεφαλομυελίτιδος δύσκολος είναι και ή τιτλοποίησις αυτού μετ' ακριβείας. 
Παρ' όλα ταοτα υιοθετείται ή λέξις «Standard» δια τα διάφορα χρησιμοποιηθέντα 
υλικά ώς στελέχη ioö και ορούς, με τήν έννοιαν τοΰ «υλικού παραβολής» (Reference 
material). 
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φαλοι νεοσσών ένοφθαλμισθέντων διά γνωστής λοιμογόνου φυλής ΕΟ και 
παρουσιαζόντων έκδηλα συμπτώματα τής νόσου. Τό ύλικον τούτο ετέθη 
εις θερμοκρασίαν — 30° Κ 

Θετικον όρον Standard άπετέλεσεν ύπεράνοσος ορός κατά τής ΕΟ 
προερχόμενος εξ ύπερανοσοποιηθεισών ορνίθων δια γνωστού Ιοϋ τής νό­
σου ταύτης. 

Ώ ς αρνητικός όρος Standard εχρησιμοποιήθη ήλεγμένος κανονι­
κός όρος ορνίθων, τουτέστιν αποδεδειγμένως μή περιέχων αντισώματα 
κατά τής Έγκεφαλομυελίτιδος. 

Δια την δοκιμήν προστασίας, ώς έμβόλιον γνωστής φυλής ίοϋ ΕΟ 
(έμβόλιον Standard), εχρησιμοποιήθη το νεκρόν τοιούτον «Tremovax».* 
Εις την δοκιμήν ταύτην υλικόν τεχνητής μολύνσεως άπετέλεσεν ό απομο­
νωθείς ιός. 

I I . Μέθοδοι 

Α'. Μ έ θ ο δ ο ι α π ο μ ο ν ώ σ ε ω ς τ ο ϋ ί ο ϋ . 

1) 'Επί έμβρυοφόρων ώων όρνιθος. 

Δια τοϋ ανωτέρω υπόπτου υλικού ενωφθαλμίσθησαν εντός τής λε-

κύθου 100 ώά, εκαστον δια ποσότητος 0,2 κ. εκ. 

"Ετερα 100 ώα τής αυτής προελεύσεως δεν ενωφθαλμίσθησαν, ϊνα χρη-

σιμεύσωσιν ώς μάρτυρες. 

"Απαντα τα έμβρυοφόρα ώα επωάσθησαν μέχρις εκκολάψεως, κεχω-

ρισμένως τα ενοφθαλμισθέντα από τους μάρτυρας. 

Οΐ εκκολαφθέντες νεοσσοί, έκτρεφόμενοι εις δύο άπομεμονωμένους αλ­

λήλων θαλάμους, ετέθησαν υπό συνεχή παρακολούθησιν μέχρις εκδηλώ­

σεως συμπτωμάτων εις τον πρώτον όμιλον νεοσσών, άτινα ήδύναντο να 

αποδοθούν εις τήν ΕΟ. 

Το αποτέλεσμα εθεωρήθη Θετικόν εφ' όσον από τής εκδηλώσεως των 

πρώτων ώς άνω συμπτωμάτων εις τον πρώτον ομιλον νεοσσών, ουδείς 

εκ των μαρτύρων νεοσσών παρουσίασε παρόμοια συμπτώματα επί ενα 

μήνα. 

Οί εγκέφαλοι των ασθενών νεοσσών συνελέγοντο και ετίθεντο εις 

κατάψυξιν, αποτελούντες, ώς ανεφέρθη, το προς ταυτοποίησιν τού ιού 

υλικόν. 

2) Είς νεοσσούς μιας ημέρας. 

Επίσης, δια τού υπόπτου υλικού ενωφθαλμίσθησαν ενδοκρανιακώς 

100 νεοσσοί μιας ημέρας, έκαστος δια ποσότητος 0,1 κ. εκ. 

* Το έμβόλιον «Tremovax» παρασκευάζεται υπό τοΰ Οίκου Burrough Wellcome 
και Co, τής 'Αγγλίας, δια τοϋ στελέχους Van Roekel ίου ΕΟ, αδρανοποιημένου δια 
Beta - Propiolactone και ενισχυμένου δι' υδροξειδίου τοΰ αλουμινίου. 
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"Ετεροι 100 νεοσσοί τής αυτής προελεύσεως αφέθησαν ώς μάρτυρες. 

"Απαντες οι ανωτέρω νεοσσοί, εκτρεφόμενοι εις δύο άπομεμονωμένους 

αλλήλων θαλάμους, ετέθησαν υπό συνεχή παρακολούθησιν μέχρις εκδη­

λώσεως συμπτωμάτων δυναμένων ν' αποδοθούν είς την ΕΟ. 

Το αποτέλεσμα εθεωρήθη θετικόν, έφ3 όσον, άπο τής εκδηλώσεως 

των π ρ ώ τ ω ν συμπτωμάτων εις τους ενοφθαλμισθέντας νεοσσούς, ουδείς 

εκ των μη ένοφθαλμισθέντων μαρτύρων νεοσσών παρουσίασε παρόμοια 

συμπτώματα επί ενα μήνα. 

Οί εγκέφαλοι τών ασθενών νεοσσών συνελέγοντο, ϊνα χρησιμεύωσιν 

επίσης ώς ύλικον προς ταύτοποίησιν. 

Β'. Μέθοδοι τ α υ τ ο π ο ι ή σ ε ω ς του ά π ο μ ο ν ω δ έ ν τ ο ς ίου. 

1) Όροεξουδετέρωσις αυτού είς έμβρυοφόρα ώα και είς νεοσσούς 

μιας ημέρας. 

Αϊ δοκιμαί όροεξουδετερώσεως εγένοντο είς 100 έμβρυοφόρα ώα και 

είς ισαρίθμους νεοσσούς δι' εκαστον τών κατωτέρω παραλλήλων ενοφθαλ­

μισμών : 

Δια ποσότητος 0,1 κ. εκ. τοϋ υλικού τού περιέχοντος τον προς ταύ­

τοποίησιν ιόν (θετικοί μάρτυρες τοϋ προς ταύτοποίησιν ίου). 

Δια ποσότητος 0,1 κ. εκ. τοϋ ίου Standard (Θετικοί μάρτυρες γνω­

στού ιού Έγκεφαλομυελίτιδος). 

Δια ποσότητος 0,2 κ. εκ. μίγματος άνά ίσα μέρη τού υλικού τού πε­

ριέχοντος τον προς ταύτοποίησιν ιόν και θετικού ορού Standard. (Κυρία 

έξουδετέρωσις, ήτοι άνάσχεσις τών συμπτωμάτων τών δυναμένων ν' απο­

δοθούν εις τήν ΕΟ δια τής παρουσίας υπερανόσου κατά τής νόσου ταύ­

της ορού). 

Δια ποσότητος 0,2 κ. εκ. μίγματος άνά ϊσα μέρη ιού Standard και 

θετικού ορού Standard. ("Ελεγχος τού Θετικού ορού Standard.) 

Δια ποσότητος 0,2 κ. εκ. μίγματος άνά ϊσα μέρη τού προς ταύτο­

ποίησιν άπομονωθέντος ιού και κανονικού ορού όρνιθος ("Ελεγχος τού 

άπομονωθέντος ιού παρουσία αρνητικού ορού Standard). 

Δια ποσότητος 0,2 κ. έκ. μίγματος άνά ϊσα μέρη τού ίού Standard 

και τού αρνητικού ορού Standard. ("Ελεγχος τού Ιού Standard παρουσία 

αρνητικού ορού Standard). 

Τα αναφερθέντα ανωτέρω μίγματα, προ τού ενοφθαλμισμού, παρέμε-

νον είς τήν θερμοκρασίαν τού περιβάλλοντος επί ήμίσειαν ώραν. 

2) Δοκιμή προστασίας 

Εκατόν νεοσσοί 7 ημερών ένωφθαλμίσθησαν δια τού εμβολίου Stan­

dard συμφώνως ταΐς όδηγίαις τού παρασκευαστού Οϊκου. Μετά παρέ-

λευσιν ενός δεκαπενθημέρου, οί ανωτέρω νεοσσοί, ώς επίσης και 100 μη 
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έμβολιασθέντες μάρτυρες, ένωφθαλμίσθησαν έκαστος δια ποσότητος 

0,1 κ. εκ. εκ του άπομονωθέντος ίου, ένδοκρανιακώς. 

Οί ένοφθαλμισθέντες νεοσσοί ετέθησαν υπό παρακολούθησιν έπί 

ενα μήνα. 

3) Ίστοπαοολογική έξέτασις 

Α υ τ ή έγένετο δια της χρωστικής μεθόδου α ί μ α τ ο ξ υ λ ί ν η ς - ή ω σ ί -

νης έπί ιστολογικών παρασκευασμάτων προερχομένων εκ του νευρι­

κού συστήματος, του παγκρέατος κ α ι του άδενώδους στομάχου των 

παρουσιαζόντων νευρικά συμπτώματα νεοσσών. 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

Τινές εκ τών 100 νεοσσών, τών έκκολαφθέντων εξ ωών ένοφθαλ-

μισθέντων δια του υπόπτου ΕΟ υλικού, παρουσίασαν κ α τ ά το δεύ­

τερον ή τρ ίτον δεκαήμερον της παρακολουθήσεως των έκδηλα συμ­

πτώματα δυνάμενα ν'αποδοθούν εις την Έ γ κ ε φ α λ ο μ υ ε λ ί τ ι δ α . 

Επίσης παρουσίασαν παρόμοια συμπτώματα, κ α τ ά τήν αυτήν 

περίοδον παρακολουθήσεως και τ ίνες εκ τών 100 ένοφθαλμισθέντων 

δια του αύτοϋ ύλικου νεοσσών μιας ημέρας. 

Κ α τ ά τον εν λόγω μήνα παρακολουθήσεως, οί νεοσσοί οί έκκο-

λαφθέντες έκ τών 100 μή ένοφθαλμισθέντων ωών κ α ι οί 100 μή ένο-

φθαλμισθέντες νεοσσοί μιας ημέρας, ήτο ι οί αρνητικοί μάρτυρες, οό-

δεμίαν έκδήλωσιν ασθενείας παρουσίασαν. 

Τ α αποτελέσματα τών δοκιμών όρροεξουδετερώσεως είς|έμβρυο-

φόρα ώά κ α ι εις νεοσσούς μιας ημέρας αναφέρονται είς|τους|κατω-

τέρω πίνακας : 
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Έ ν ώ κατά τον χρόνον παρακολουθήσεως μερικοί των μή έμβο-
λιασθέντων μαρτύρων νεοσσών εξεδήλωσαν συμπτώματα δυνάμενα 
να αποδοθούν εις τήν ΕΟ, ουδείς έκ τών έμβολιασθέντων νεοσσών 
ήσθένησεν. 

Εις τους νεοσσούς (όλων τών ομίλων) οί όποιοι παρουσίασαν 
έκδηλα συμπτώματα ΕΟ ή δυνάμενα ν 'αποδοθούν είς αυτήν, έση-
μειώθησαν τυπικαί της ΕΟ ίστολογικαί αλλοιώσεις, ώς έπεται : 

Γλοιωμάτωσις και περιαγγειακαί περιελίξεις είς τον έγκέφαλον, 
ειδικώς δέ τήν παρεγκεφαλίδα και τον μεσεγκέφαλον. Λεμφοκυττα­
ρικοί διηθήσεις είς το πάγκρεας και τήν ύποβλεννογόνιον μυϊκήν 
στοιβάδα. 

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

Ή έμφάνισις συμπτωμάτων, δυναμένων ν 'αποδοθούν είς τήν ΕΟ, 
εί'ς τινας νεοσσούς προερχομένους εξ ώων ένοφθαλμισθέντων δια 
του υπόπτου υλικού, 

Ή τοιαύτη εί'ς τινας νεοσσούς έκ τών ένοφθαλμισθέντων είς ήλι-
κίαν μιας ημέρας δια του αύτοΰ παθολογικού υλικού, 

Ή μή έκδήλωσις συμπτωμάτων είς τους, ώς ανεφέρθη αρνητι­
κούς μάρτυρας νεοσσούς, αποδεικνύει δτι τα συμπτώματα τ α ύ τ α 
ώφείλοντο είς το ύλικον ενοφθαλμισμού. 

Τά αποτελέσματα : 

— της άνασχέσεως τών ειδικών αντισωμάτων έκ του ύπερανόσου 
κατά της ΕΟ όρου, κατά τάς δοκιμάς όροεξουδετερώσεως, 

— τών διαφόρων έλεγχων τών δοκιμών τούτων, 
— της δοκιμής προστασίας δια γνωστού κατά της ΕΟ εμβολίου, 

— ώς και αί χαρακτηριστικοί ίστοπαθολογικαί αλλοιώσεις, αί 
σημειωθεΐσαι έπί του κεντρικού νευρικού συστήματος, του παγκρέα­
τος και του άδενώδους στομάχου τών παρουσιαζόντων συμπτώματα 
νεοσσών, αποδεικνύουν, δτι ό απομονωθείς έκ της υπαίθρου ιός έχει 
απάντα τά χαρακτηριστικά του ίου της έγκεφαλομυελίτιδος τών ορ­
νίθων. 

Οί Συγγραφείς θεωροϋν καθήκον των όπως εκφράσουν τάς ευχαριστίας των 
προς τους κ. κ. Th. Nobel, Δ/ντήν τοΰ Τμήματος Παθολογικής 'Ανατομικής και Ίστο-
παθολογίας, τοϋ Κτηνιατρικού Ινστιτούτου Betdagan (Ισραήλ) καί P. Newman, Βοη-
θον τοΰ αύτοϋ Τμήματος είς το αυτό Ίνστιτοϋτον, δια τάς υπ' αυτών διενεργηθείσας 
§στοπαθολογικάς εξετάσεις. 



198 

Β Ι Β Λ Ι Ο Γ Ρ Α Φ Ι Α 

1) Κ. Β. Ταρλατζής καί Π. Ν. Δραγώνας. 

Ή συχνότης των νοσημάτων τών κατοικίδιων πτηνών έν Ε λ ­

λάδι, κατά τα ετη 1953—1954. 

Δελτίον Ελληνικής Κτηνιατρικής Ε τ α ι ρ ε ί α ς (1955), 19, 3. 

2) Α. Παπαδόπουλος. Ή λοιμώδης έγκεφαλομυελΐτις των νεοσ­

σών εις τήν Ε λ λ ά δ α . 
Πτηνοτροφικον Δελτίον (1959) 96, 97. 14 — 15. 

3) Σ. Άϋφαντής, Α. Παπαδόπουλος, Α. Χριστοδουλόπουλος. 

Στατιστικά στοιχεία καί συμπεράσματα επί της συχνότητος 

καί της θεραπείας τ ο ν νόσων τών κατοικίδιων πτηνών κατά 

τα ετη 1955 — 1960. 

Δελτίον Ελληνικής Κτηνιατρικής Ε τ α ι ρ ε ί α ς (1961), 41. 

4) Α. Παπαδόπουλος, Α. Χριστοδουλόπουλος, Γ. Βέϊμος, Ε. 'Αρ­

τοποιός, Α. Τσολιάκος, Σ. Μαλλιαρής, Κ. Τατσιράμος. 

Ή συχνοτης τών νοσημάτων τών ορνίθων (κατά τα ετη 1961 

— 1964). Στατιστικά στοιχεία καί συμπεράσματα επί της θε­

ραπείας αυτών. 

Έπιθεώρησις Πτηνοτροφικής Επιστήμης (1966), 4. 11. 



VETERINARY INSTITUTE OF MICROBIOLOGY 

ATHENS = GREECE 

Director : Dr. P. A. KARVOUNARIS 

AVIAN ENCEPHALOMYELITIS IN GREECE 

I. FIRST ISOLATION OF FIELD VIRUS 

(Preliminary report) 

I. MEHASHÉ, P. KARVOUNARIS, G. YEÏM0S, λ . SEIMENIS, a n d S. MALLIARIS 

In the first published, by Tarlatzis and Dragonas, in 1955, statistical 

data, concerning poultry diseases frequency in Greece during the years 

1953- 1954 (1), Avian Encephalomyelitis (AE) is not reported to be ap­

peared. 

The disease, has been clinically diagnosed, in 1959 for the first time 

in Greece, as A. Papadopoulos reports (2) and later, according to, as abo­

ve, published statistical data : 

a) by S. Ayfandis, A. Papadopoulos and A. Christodoulopoulos du­

ring the period 1955-1960 (1959 three cases, 1960 four cases) (3). 

b) by A. Papadopoulos and Coll. during the period 1961- 1964 (two 

cases) (4). 

In the Institute' s Poultry Departement register books, one case of su­

spected AE clinical symptoms, on November 1965, is checked. The regu­

larly taken anamnesis of the flocks, revealed repeated evidences of the 

disease presence in our Country. 

The above mentioned, reveal limited presence of clinically diagnosed 

AE, for a period of 12 years. This fact is in contrast with the high AE 

virus infectivity, especially under the intensive breeding conditions recen­

tly occuring in our Country, as well as with the continuous import of 

young breeding stock. 

As it is known, there is a large possibility to confuse nervous AE 

symptoms, with those due to other diseases or pathologic conditions, as 

atypic Newcastle disease form, Mycosis, Vitamine deficiencies, etc. 

Therefore, AE should be more widespread in our Country and seve­

ral cases of the disease should have missed poultry specialists attention. 

The present report of the first AE virus isolation and identification 

from field material, coming from Chalkis, proves that the disease is pre­

sent in Greece. 

Our first care will be the disease' s extent study, based on laboratory 

Δελτίον E.K.E: Τόμος XVII. Τεδχος 3ov 1966 
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tests. Results will be reported as soon as this work is completed. 

MATERIALS AND METHODS 

I — M A T E R I A L S 

A 20% brain suspension, in 2% trypticase solution containing anti­

biotics, Was the inoculated in embryonating eggs and day old chicks mate­

rial, obtained from farm chicks showing suspected AE symptoms. 

Also, brain suspensions from inoculated (as above) chicks or from 

those hatched of inoculated eggs, showing the same symptoms, were used 

as material containing the virus to identify. These materials have been 

examined to exclude other pathogenic agents as bacteria, PPLO, and vi­

ruses able to produce AE-like symptoms. 

Inoculated after 5 days of incubation embryonating eggs and day 

old chicks were procured from a infectious diseases free farm, where vac­

cine against AE was never introduced. 

For serum neutralization tests in embryonating eggs and day old 

chicks : 

— Standard ** virus consisted of a brain suspension from chicks ino­

culated with a known AE virulent virus strain, and showing evident signs 

of the disease. This material was stored at - 30° C. 

— Positive standard serum consisted of AE antiserum obtained from 

highly immunized chickens with a known AE virus. 

— As negative standard serum, a controled (certainly free of AE an­

tibodies), normal chicken serum was used. 

— For protection tests, as standard vaccine the inactived «Tremo-

vax»* vacine was used. In this test as challenge virus, the isolated virus 

was used. 

Ι Ι .— Μ Ε Τ Η Ο D S 

Α. —VIRUS ISOLATION 

ι ) In Chicken embryonating eggs 

Hundred eggs were each inoculated in yolk sac with 0,2 ml. of the 

original suspected brain suspension. Another 100 untreated eggs of the 

same origine have been used as controls. 

These two lots of eggs have been incubated in different incubators, 

up to hatching. 

* «Tremovax» vaccine prepared with Van Roekel AE virus strain, inactivated with 

Beta — Propiolactone, containing alluminium hydroxyde as adjuvant, is produced by Bur-

rough Wellcome and Co, England. 

** It is well known that, virulant AE virus strains titration with accuracy is dif­

ficult» because of their particular properties. Nevertheless the term «standard» is adopted, 

on materials as virus strains and sera, with the meaning of reference material. 
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Hatched chicks were kept in two isolated rooms under continuous 
observation, until first symptoms possibly due to AE were observed in 
the first group. 

The result has been considered positive as, since symptoms at the 
first group were observed, no control chicks showed equal symptoms for 
a further period of a month. 

Brains of infected chicks were collected and kept in refrigeration 
and this was material, as above mentioned, containing the virus to identify. 

a) In day old chicks 

Hundred day old chicks were each inoculated intracerebrally with 
0,1 ml of the suspected material. Another 100 untreated chicks of the 
same origine have been used as controls. 

Both groups were reared in isolated rooms under strict observation 
until symptoms possibly due to AE appeared. 

The result has been considered positive as, since symptoms at the 
first group appeared, no control chicks showed such symptoms for a pe­
riod of a month. 

Brains of infected chicks were collected and kept in refrigeration 
and this was material containing the virus to identify. 

B—TYPING ISOLATED VIRUS 

i) Serum neutralisation in embryonating eggs and day old chicks. 

Serum neutralisation tests were carried out in 100 embryonating eggs 
as well as 100 day old chicks for each of the following parallel inocula­
tions, each egg and chick receiving : 

— 0,1 ml of the virus to identify (positive control of the virus to 
identify). 

— 0,1 ml of standard virus (positive control of known AE virus stain). 

— 0,2 ml of equal parts mixture, viral material and positive standard 
serum (main serum neutralisation : inhibition of symptoms possibly due 
to AE by AE antiserum). 

— 0,2 ml of equal parts mixture, standard virus and standard posi­
tive serum (positive serum control). 

— 0,2 ml of equal parts mixture, isolated virus and normal chicken 
serum (isolated virus control in presence of standard negative serum). 

— 0,2 ml of equal parts mixture, standard virus and negative stan­
dard serum (standard virus control in presence of standard negative 
serum). 

The above mentioned mixtures, were left at room temperature for 
30 min. before inoculation. 
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2) Protection test. 

Hundred seven days old chicks, have been vaccinated with stan­
dard, vaccine according to the manutacturer instructions. A fort­
night later, these chicks as well as another ioo untreated controls, 
have been challenged intracerebrally each with 0,1 ml of the isolated 
virus. 

All challenged chicks were kept under strict observation for a 
month. 

3) Histological examination. 

Hematoxyline - eosine staining has been used on nervous system, 
pancreas and proventriculus sections from infected birds. 

R E S U L T S 

Some of the chicks hatched from inoculated with suspected ma­
terial eggs, showed evident symptoms possibly due to AE during the 
observation period between the second and the fifth week. 

Also, during the same observation period, similar symptoms 
showed some of inoculated with the same material day old chicks. 

During this monthly observation period, none of the negative 
controls presented any disease symptoms (chicks hatched from non 
inoculated eggs, and non inoculated day old chicks). 

Following tables report serum neutralisation tests in embryo-
nating eggs and day old chicks results. 

While, during the observation period, some of non vaccinated 
controls showed evident symptoms possibly due to AE, none of the 
vaccinated chicks presented such symptoms. 

Typical histological changes to chicks showing evident or pos­
sibly due to AH symptoms, have been observed as follow : 

In the brain, gliosis and perivascular cuffing, especially in the 
cerebrum and midbrain. Lymphocytic infiltrates in the pancreas and 
muscular mucosa of the proventriculus. 

C O N C L U S I O N S 

T h e appearence of symptoms, possibly due to AB, in some chi­
cks hatched from inoculated with suspected material eggs, as in 
chicks inoculated with the same material when day old, while no 
symptoms to control chicks were observed, show that these symptoms 
were due to inoculated material . 

Results of : 

a) — neutralizing specific symptoms by means of AE antiserum 
in serum neutralization tests, 
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b) —• the above tests controls, 
c) — the protection test with a known AE virus strain vaccine, 
d) — the typical changes found in central nervous system, pan­

creas and proventriculus of showing symptoms chicks, 

show that isolated field virus has all the characteristics of 
AE virus. 
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