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Radlęo..",iski N[., Kafel S. _ Co e exarn
on the drop and Koch's plate in dete
the rrurnber of bacieria in food

The number of bacterial cells was determined in

nattrrally infected milk and meat, and in broth cul-
tures of Escherichia coli, Ęacil]us celeus and Stap-

rei]ectins, the state of infeciion no|ed kly Koch's
mei]nod. Mean numbers of bacterial cells, indepen-
dentiy upon 'technic_ue ,used, rł,ere in ihe same
log intervals, ugh there were some statistical dif-
ferences amcrlg thern.

zacjiiko istosowanychwPolsce
odczynólv ch ora,z aktuainy sche-
mat okre ń kontrolnych zwterząt
na brucelozę.

Zasady standaryzacji i kontroli odczynów
serologicznych

jednostek aglutynin (miagl), wynika stąd mnoż-
i,,it Z (1000:50Ó) którv służv do przeliczania
mian OA na 1iczbę mjagl w 1 cm3 badanei
suf oy./icy (tab. 1). Kontrolę aglutvnabilności

kontrclowana jest przy pomocv Roboczego
Standardu Surowicv antv-Brucella aboTtus
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Znaczny postęp w zula7czaniu brueelozy byd-
ła w latach ?0-tych umożliwił uznanie Polski
za kraj urzędowo wolny od brucelozy w koń-
cu 19B0 roku (12). W masowych badaniach se-
rologicznych na brucelozę stosowano przez wie-
le lat równolegle dwa odczyny, określane jako
podstawowe, tzrt. odczyn aglutynacji (OA) i od-
Ózyn wiązania dopełniacza (OWD) (3, 4, 6). W
końcowym okresie walki z brucelozą wprowa-
dzono dwa dodatkowe odczyny aglutynacyjne,
tzn. odczyn antyglobulinowy (OAG) i odczyn z
Z-merkaptoetanolem (OME) (14, 19, 26), za po-
mocą których weryfikowano swoistośó dodat-
nich reakcji w OA.

Przez następne 4 lata, po uznaniu kraiu za
wolny od brucelozy, w badaniach okresowych
nadal stosowano oA i owD oraz dodatkowo
OAG i OME, Przyczynilo się to niewątpliwie
do spadku |iczby seroreagentów wykrywanych
w cĘgu roku, a mianowicie, z a,030lo w roku
1980 do 0,0010/o w roku 1984, wśród 3,5-4 mi-
lionów zwierząt badanych w ciągu roku.

W 1985 r. zmieniony zostal schemat okreso-
wych badań kontrolnych na brucelozę. Podsta-
wą tych badań stał się odczyn kwaśnej aglu-
tynacji płvtowei (OKAP), stosowany jako od-
czyn skriningowy (10). Wvmienione wyżei od-
ez\łny podstawowe (OA, OWD) oraz dodatkowe
(OAG, OME) stosowane są w tym sehemaeie
dla weryfikowania dod"atnich wvników OKAP
oraz, niezależnie od OKAP, w sytuacjach uza-
sadnionyeh względami epizootyeznymi,

weześniei opublikowano prace na temat war-
tości diagnostycznej odczynów podstawowych
i dodatkowych (21) oraz wartości OKAP (22).

Ten osta.tni odezvn został szeze!,ółowo prze-
badany w ramach pracy doktorskiei (23). Po-
niższe opracowanie zawiera zasady standa,ry-
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Tab. 1. Przeliczenie lrrian OA na jednostki między-
narcdowe aglutynin (mjagl)

Tab. 2, Przeliczenie mian OWD
jednostki przeciwciał wiążących

na międzynarodowe
dopełniacz (mjpwd)

Rozcieńczenie
surowrcy
wOAl:
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poznav/cze : rniano ) 1:50++ - wvnik dodatni,
1:25o+ - 1:50+ -- wynik wątpliwy, ś 1:25+
wynik ujenny. !V badaniu owiec i koz obowią_
zuią od 1978 r, (1B) następuiące kryteria: mia-
noż-- L:25++ - wynik dodatni, 1:12,5++
1:25+ - wynik wątpliwy, { 1:12,5+ - wynik
uJemnY.

Odczvn wiązania dopełniacza (OWD) wvko-
nywany bvł do 1981 r. techniką 1007o lizv (3).
Jak wykazano w badaniach porównawczvch
(24), stoscwane w tvm okresie kryt,eria roz-
pczna\Ą,cze zbliżone były do krvteliow za7eca-
rlyci\ plzez Komitet Ekspertów FAO/WI{O ds
błucelozy (2). Od 1982 r. odczyn wykonywany
jest standardową techniką 500/o ]izv (7), Jako
rozcieńczalnik stoso"łany iest bufor barbitalo-
wy w tab]etkach o pH 7,3-7,4 z dadatkiem
jonów Mg i Ca (16). Inkubac,ia I i II fazv pro-
wadzona jest w łaźni wodnej o temp. 37oC
przez 30 minui. W układzie hemolitycznvm
stosuie się 2% zawiesinę owczvch ervtrocytów

zynę w ilości 5 iednostek,
1000ń lizv. Dopełniacz (C'
3 ,iednostek (3C'Hro). Jako

sttje się zawiesinę kornórek Brucell,q. abortus,
szczep S-19, produkowaną przez Zak|ady ,,Bio-,wet" w Puławach. Liofilizowana zawiesina o
gęstości 10 voV7o standaryzowana jest do gę-

stości roboczej, która zapewnia z ISAbS-II
miano 1:250++. Ponieważ 1 cm'.ISAbS-II za-
łviera 10C0 międzynarodowych iednostek prze-
ciw-ciał wiązących dopełniacz (mipwd), wynika
stąd mnożnik 4 (1000:250), którv służy do prze-
liczania mian OWD na liczbę mipwd w 1 cm3
badanej surowicy (tab. 2). Kontrolę aktywności
każdei serii antvgenu wykonuje się przy po-
mocy Kraioweg,c Standardu Surowicy antv-
-Brucella abortus do OWD (KSSaBa-OWD),
kiórv nod wzgiędem zawartcści mi,owC od,oo-
.łiade ISAbS-II. Liofi]izowanv KSSaBa-OłYD
1ltill,.§a Taz w roku spra,łldzeniu wobec ISAbS-
-iI. W 1aboratoiiach rozpoznawczych cztrłość
O\frrD kontrolowana iest przy użvciu Robocze-
,qo §tairCardu Surowicy anty-Brucella abortus
do OWD (RSSaBa_O1VD). I-iofi]izowanv
ij"§SaBa-OV,II-} posiada miano 1:5++, co odpo-
rviada 1/50 aktywności ISAbS-II. W ]abora-
tcrlzinei ccenie wynixóiv badania wszystkich
Ęgtunkó"w z\^lieTząt domowych nie szczepionych

cze: miano ż1:5++ wynik dodatni, 1:2,5++ -1:5+ - wynik w liwy,{l;Z,5+ - w-ynik
ujemny.

Odczvn antvglobulinowy (OAG) wykonywa-
ny jest techniką standardową z l97B r. (26) w
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ce]u stwierdzenia agiutvnin niekornoletnvch,
niervvkrvrvainvch w OA (21). Po odczvtaniu
rr,zynikow OA. antvgen zawarty w }:robórvkaeh,
rv których brak agltrtvnacji, przemyrn,a się kil-
kakrotnie w 0.850/o t,oztworze NaC]. droga wi-
rowania przy 2500 8 Dlzez 20 minut. Uzl,skanv
osai] bruceli zalviesza Się rł, 1 cms su r"orvicv
ant.iglchtllinourei (SAC) Rohoeze rozcieńczenie
SAG (hanr]lorł,r, Antvbowielobin) oJ<reśla się
w drocze mianawanial w rrkładzie: antr,len do
OA uczu'lonl, Wzłi"cowa SuIo1Ą,ica antr,-Rrll-
cella do OAG (WSAB-CAG) o mianie 1:320]'++
(25. 26il. Tnkubacia i cdczyt w_vników rłlvkony-
wana jest analogicznie iak ,,v OĄ. W labora-
tcriach rozpoznawczych czułość OAG rr fur,,dła

kontro-1owana jest przv użvciu '|iofilizowane j

surov,ricy l,vzorcowej (WSAts-O ts) o mianie
1:320+++. W ocenie,nr,,vników h ń przyjmuje
sjl: za pods+.ar,vę siopień przewvzszenia nriana
L1AG nad rniano OA {13.26j: pTzewyzszenie)
ż-- 3o - 

,,vvnik clodatni. 2o - ę,ynik watpli-
wy, < 10 _- wynik ujemny.

Odczyn z Z-merkaptoetanolem (OME) rn,v-

konvwany jest techniką standardorvą z 1979 r.
(14) w celu wykrycia aglutvnin klasy TgG. cha-
rakterystycznvch d]a czynnego zakażenia bru-
celami (21). Badanie w OME wykonuje się rów-
nolep]e z badaniem w OA, Zawatte w st:rowiev
badanei aqlutvniny kiasl, IgM reduku je się
pIzy ltzvciu 2-merkaptoetanolu (2-},{E). Na-
stępnie aną rozcieńcza się,
i]odaje ink czvtuje wvniki
w sposó zny - W ocenie wy-
ników bierze sie pccl uwaqę poziom aglutvnin
(miano) przecl i po redukcii lv Z-ME, nieza]eż-
nie oc] wielkości miana stwierdzonegc w OA:
hrak redukcji aglutvnin - wynik dodatni, częś-
ciowa redukcia - 

,łynik wątpliwv, całkowita
redukcja - wvnik uiemny.

mieszad]e OKAP, odczytuie się wynik. Krzdy
ślad aglutynacji przyimuie się za wvnik c]o-

datni, brak ag]utynacii za wynik ujemnv. Ka-
ów l.vątpliwych nie stosr-rje się.

stosuie się zawiesinę Brueella
p S-19, barwioną rożem bengal-

skim, o pH ?.3-7,6. Ant wany jest
przez Zakłady ,,Biowet" w postaci
żarviesinv 6-8 vo1/0/o, any przy

tygen rozcieńczony 1:20
ranowym o pH 7.0 za-
miano 1:600++ (17). W
wczvch czułość OKAP

kontrolowana -jest przy użyciu RSSaBa-OA. Z
roboczym rozcieńczeniem tej surowicv, wyka-
zuiącyń w OA miano 1:50++, uzyskuje się w
OKAP wynik dodatni.
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Aktualny schemat okresorvych badań zwierząt
rra brucelczę

Ptzez wiele lat stada bvdła w gospodarstwach
uspołecznionych badane były dwukrotnie w
ciągu roku (5). Od 1983 r. woiew-odzki lekarz
we'uerynarii może zmnieiszyĆ częstotiir,voŚĆ tych
badan do jednego badania w roku (9). Do 19B5 r.
zanim wprowadzono skriningowe badania prz-7

Badania te wykonywane bvły w 11 wytypo-
wanych zaklada y nej
(zhw) oraz odwo Pr nia
Bruce]ozv iWet. to nia
stosowany był pizy badaniu bydła w gospo-
darstwacń indywiduainych oIaz -w stadach
świri i owiec, z tą różnicą, że OAG u świń wy-
konywano tylko w IłVet, zaś OAG u owiec nie
jest do tej porv stosowany.

Stosowanie OAG i OME miało na celu we-
ryf ikowanie svroistości rvątpltwyclr, a nawet
ciodatnich wvntkow OA (i5, 21). Takie wyko-
rzystanie dodatkowych odczynow aglutvnacvj-
nych ulatwrał brak, praktv
tynin poszczepiennych w
gospodarskich w Polsce. Jak
zaprzestano ostatecznie sto
kralu szczepionki S-19 bydła, zaś u świń i owiec
szczepleń ochronnych przeciw bruce]ozie nigdy
nie stosowano. Bl,orąc powyższe pod uwagę,

trakŁowano jako nieswoiste dla brucelozy, spo-
wodowane przez inne drobnoustroie, spokrerv-
nione antygenowo z rodzaiem Brucell.ą (15, 21).

daniom serologicznvm i bakteriologicznym w
kierunku brucelozy i jersiniozv (20).

Od 1985 r. po wplowadzeniu OKAP dc ba-
dań kontrolnych na brucelozę w stadach bv-
dła, świń i owiec, schemat tvch badań uległ
zmianie (10). Aktualny schemat badań ma cha-
rakter dwustopniowy. W I etapie lvvkonuje
się skriningowe badanie całych stad zwierząt
przy użyciu OKAP. W przvpadku wyniku
ujemnego zwierzęta uznawane są za zdrowe.
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Natomiast dodatni wynik w okAp zobowią-
zuje do zbadania tei samej probki surowicy
w oclczynach podstawowvch (OA i OWDl.
Ujemne wyniki w obu tych odczvnach ptlzw-a-
laią wvkluczyć brucelozę u badanvch zivierząt,
zaś wynik dodatni w OWD oznacza zakażenie.
Natomiast wątpliwv wynik w OWD, jak rów-
nież wątpliwy ]ub dodatni wynik w o;\ jest
wskazaniem do II etapu badań po 21 dniach,
za pomocą odczynow podstawowvch (OA
i OWD) oraz odczynów dodatkowych (OME
i OAG). Ocenę uzyskanych wyników tvch ba-
dań przeprowadza się zgodnie z odnośnvmi
przepisami (6, 8, 18, 19).

Najeży podkreślić, że okAp stosuje się w
okłesowych badaniach całvch stad zwierząt
wolnych cd brucelozy. W przypadkach podei-
rzenia o bruce]ozę, jak również przv badaniu
zwierząt hodow]anych, przeznaczonych do ob-
rotu wewnętrznego lub na eksport, uzasadnio-
ne ,iest badanie przy użvciu OA i OV/D, z ?o-
minięciem skriningowego badania w OKAP.

Przedstawiony schemat postępowania opracc-
wany zostal z mvśią o skutecznei ochronie
stad zwierząt przed nawrotami brucelozy, a
iednocześnie w celu zmniejszenia pracochton-
ności i kosztów okresowvch badań kontroln-ycir
na brucelozę. Natomiast podane zasady stan-
daryzacii oraz przeliczania mian OA i OWD
na jednostki międzvnalodowe przecirvciał win-
ny byc pomocne w zabezpieczeniu kraiu przed
zawleczeniem brucelozy ze zwierzętami impor-
towanymi. wyniki tych dv;óch odczvnow są
bowiem powszechnie przyimowane jako pod-
stawa ocenv stanu zdrowia zwierząt w obrocie
międzynarodowym (11). Należy przy tym zaz-
TLaczyć, że przv-ięte w Polsce krvteria diagno-
styczne s4 wyższe w OA oraz niższe w OWD,
,uv porównaniu do kryteriórv zalecanych przez
Międzvnarodowy Urząd Epizootii (OIE) w mię_
dzynarodowym kodeksie zoosanitarnym (11).
Tak więc u bydła wynik uiemny w polsce wy-
nosi w OA poniżei 50 miagl, 8 w OWD poni-
żei 10 m,ipwd (4, 7), zaś według OIE za wv_
nik ujemnv przvimuje się w OA poniżei 30
mjagl, a w OWD poniżei 20 mipwd (11). Przv-
jęte w Polsce krvteria w OWD oparte zostały
na wieloletnich krajowych obserwacjach (24)
oraz danych piśmiennictwa (21), według któ-
rYCh OWD 'iest odczynem bardziei swoistvm
i miarodainym niż OA w ocenie stanu zdro-
wia poiedvnczych zwierząt. Wiadomo bowiem,
że wvniki OA mogą być w znacznei mierze
cbarczone błędem wvnikaiącvm z reakcii nie-
swoistvch (15, 21). Fakt ten spowodował ko-
nieczność wervfikowania wyników OA pTz:f
pomocy OAG i OME (19),
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G.

ME!{ĘOTiłA B. §.: żwlązek Aspergillus
z zapaleniem nosa. (Associltion of Asper-
igatus with rhinitis). Vet. Rec, 115, 16?,

nowe, przeciwzapalne (hydrokortyzon) i terramycynę.
Wyizolowane szczepy były patogenne dla myszek bia-
łych.

G.
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