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yennoe meromoMm Koxa. IToMMMO HEKCTOPBIX CTATUCTU-
YecKM CYyLLeCTBEHHBLIX PAa3HWL Cpefuue ducna GakTe-
puit, mosyvaeMble pPa3HbIMU METHOAMM IDU MCCIEN0-
BaHMM TOTO IKE CaMOro MaTrepuaja, Ppacnonaraich
BCEerZa B TOM K€ CaMOM JorapuMUHECKOM MHTepBaJIe.

Radkowski M., Kafel S. — Comparative examinationg
on the drop and Koek’s plate methed in determining
the number of bacieria in foed

The number of bacterial cells was determined in

naturally infected milk and meat, and in broth ecul-
tures of Escherichia coli, Eacillus cereus and Stap-
hylocoeccus aureus by means of surface seed on agar
media, drop :nethod, and drop method modified. It
was found that the both drop methods gave resulis
reflecting the state of infection ncted by Xoch’s
methed. Mean numbers of bacterial cells, indepen-
dently upon th2 technigue wused, were in the same
log intervals, though there were some statistical dif-
ferences among them.
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Zasady oraz aktualny schemat serodiagnostyki

brucelozy zwierzqt w Polsce

Precownia Badania Brucelozy Instytutu Weterynaril, ul Kapréw 10, 80-316 Gdansk-Oliwa

Znaczny postep w zwalczaniu brucelozy byd-
la w latach 70-tych umozliwil uznanie Polski
za kraj urzedowo wolny od brucelozy w kon-
cu 1980 roku (12). W masowych badaniach se-
rologicznych na bruceloze stosowano przez wie-
le lat rownolegle dwa odczyny, okreslane jako
podstawowe, tzn. odczyn aglutynacji (OA) i od-
czyn wiazania dopelniacza (OWD) (3, 4, 6). W
koncowym okresie walki z brucelozg wprowa-
dzono dwa dodatkowe odczyny aglutynacyine,
tzn. odezyn antyglobulinowy (OAG) 1 odczyn z
2-merkaptoetanolem (OME) (14, 19, 26), za po-
moca ktérych weryfikowano swoisto$é dodat-
nich reakcji w OA.

Przez nastenne 4 lata, po uznaniu kraju za
wolny od brucelozy, w badaniach okresowych
nadal stosowano OA i OWD oraz dodatkowo
OAG i OME. Przyczynilo sie to niewatpliwie
do spadku liczby seroreagentéw wykrywanych
w ciagu roku, a mianowicie, z 0,03% w roku
1980 do 0,001% w roku 1984, wérdd 3,5—4 mi-
lionéw zwierzat badanych w ciaggu roku.

W 1985 r. zmieniony zostal! schemat okreso-
wych badan kontrolnych na bruceloze. Podsta-
wa tych badan stal sie odczyn kwasnej aglu-
tynacji plytowej (OKAP), stosowany jako od-
czyn skriningowy (10). Wymienione wyzej od-
czyvny podstawowe (OA, OWD) oraz dodatkowe
(OAG, OME) stosowane sa w tym schemacie
dla weryfikowania dodatnich wynikéw OKAP
oraz, niezaleznie od OKAP, w sytuacjach uza-
sadnionych wzgledami epizootycznymi.

Wezesniej opublikowano prace na temat war-
todei diagnostycznej odezyndéw podstawowych
i dodatkowych (21) oraz wartosci OKAP (22).

Ten ostatni odezyn zostal szczegélowo prze-
badany w ramach pracy doktorskiej (23). Po-
nizsze opracowanie zawiera zasady standary-
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zacji 1 kontroli czulodei stosowanych w Polsce
odezynéw serologicznych oraz aktualny sche-
mat okresowych badan kontrolnych zwierzat
na bruceloze.

Zasady standaryzacji i kontroli odczynéw
serclogicznych

Odezyn aglutynacji probéwkowej (OA) wy-
konywany jest technika standardowa z 1964 r.
(4). Jako rozeienczalnik stosuje sig 5% roztwor
NaCl z dodatkiem 0,5% fenolu. Antygen produ-
kowany przez Zaklady ,Biowet” w Pulawach
stanowi zawiesine zabitych komérek Brucella
abortus, szczep S-19, barwionych przyzyciowo
TTC (1) i standaryzowana do takiej gestosci
roboczej, ktéra zapewnia z drugim Migdzyna-
rodowym Standardem Surowicy anty-Brucella
abortus (ISAbS-II) miano 1 :5007", Poniewaz
1 em?® ISAbBS-1I zawiera 1000 miedzynarodowych
jednostek aglutynin (mjagl), wynika stad mnoz-
nik 2 (1000:500) ktory stuzy do przeliczania
mian OA na liczbe mjagl w 1 cm® badanej
surowicy (tab. 1). Kontrolg aglutynabilnosci
kazdej serii antygenu wykonuje sig przy po-
mocy Krajowego Standardu Surowicy anty-
-Brucslla abortus do aglutynaciji (KSSaBa-OA),
ktory pod wzgledem zawartodei aglutynin od-
powiada ISAbS-II Liofilizowany KSSaBa-OA
podlega raz w roku kontroli wobec ISAbS-IL
W laboratoriach rozpoznawezych czulosé OA
kontrolowana jest przy pomocy Roboczego
Standardu Surowicy anty-Brucella abortus
do aglutynacji (RSSaBa-OA). Liofilizowany
RSSaBa-OA posiada miano 1:50"", co odpowia-
da 1/10 aktywnosci ISAbS-II. W laboratoryj-
nej ocenie wynikéw badan bydla i §win sto-
suje sie od 1964 (4) nastepujgce kryleria roz-
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Tab. 1. Przeliczenie mian OA na jednostki miedzy-
narcdowe aglutynin (mjagl)
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Tab. 2. Przeliczenie mian OWD na miedzynarodowe
jednostki przeciwcial wigzacych dopelniacz (mjpwd)

Rozcie_r’lczenie Tloé Tlosé R”ozciel_r’lczenie Tlogé Tlogé
f;xrg\xmly_ plusow mjagl/cm3 i;rgv‘;,f)y 1: plusow mjpwd/cm?
g | g
$,25 F 10,47 2,5 + 8,38
++ 12,50 ++ 10,00
+++ 14,53 +++ 11,63
++++ 16,56 ++++ 13,25
12,5 + 20,94 5 + 16,75
++ 25,00 ++ 20,00
+++ 29,06 4+ 23,25
++++ 33,12 ++++ 26,50
25 + 41,88 10 + 33,50
+ 4+ 50,00 ++ 40,00
SlsEhtls 58,13 + 4+ 45,50
++++ 66,25 ++++ 53,00
50 9 83,75 29 -+ 63,00
++ 100,00 ++ 80,00
+++ 116,25 e 93,00
+4+++ 132,50 ++4++ 106,00
100 + 167,50 49 + 134,00
++ 200,00 ++ 160,00
+-++ 232,50 +++ 186,00
++-++ 265,00 ++++ 212,00
209 -+ 335,00 80 + 268,00
++ 400,00 + 4+ 320,00
++-+ 463,00 +++ 372,00
++++ 530,00 ++++ 424,03
400 s 670,00 160 + 536,00
++ 800,00 + 4 640,00
+++ 930,00 +4++ 744,00
++++ 1060,00 4+ 4 848,00
poznawcze : miano 2= 1:50"* — wynik dodatni, stoéci roboczej, ktéra zapewnia z ISAbLS-II

1:25"" — 1:50* — wynik watpliwy, < 1:25% —
wynik ujemny. W badaniu owiec i k6z obowig-
zuja od 1978 r. (18) nastepujgce kryteria: mia-
no =>1:25** — wynik dodatni, 1:12,57*
1:25" — wynik watpliwy, << 1:12,5* — wynik
ujemny.

Odczyn wigzania dopelniacza (OWD) wyko-
nywany byt do 1981 r. technikg 100% lizy (3).
Jak wykazano w badaniach poréwnawczych
(24), stosowane w tym okresie kryteria roz-
poznawcze zblizone byly do kryteriéw zaleca-
nych przez Komitet Ekspertéw FAQ/WHO ds
brucelozy (2). Od 1982 r. odczyn wykonywany
jest standardowg technika 50% lizy (7). Jako
rozcienczalnik stosowany jest bufor barbitalo-
wy w tabletkach o pH 7,3—7,4 z dodatkiem
jondéw Mg i Ca (16). Inkubacja I i II fazy pro-
wadzona jest w lazni wodnej o temp. 37°C
przez 30 minut. W ukladzie hemolitycznym
stosuje sie 2% zawiesine owczych erytrocytow
i hemalizyne w ilosci 5 jednostek, okreslonych
metoda 100% lizy. Dopelniacz (C') stosuje sie
w ilosci 3 jednostek (3C'Hyy). Jako antygen sto-
suje sie zawiesine komodrek Brucella abortus,
szczep 5-19, produkowang przez Zaklady ,,Bio-
wet” w Pulawach. Liofilizowana zawiesina o
gestosei 10 vol/% standaryzowana jest do ge-

miano 1:250"*, Poniewaz 1 cm?® ISAbS-II za-
wiera 1000 miedzynarodowych jednostek prze-
ciwcial wigzgcych dopelniacz (mjpwd), wynika
stad mnoznik 4 (1000:250), ktéry stuzy do prze-
liczania mian OWD na liczbe mipwd w 1 cm?®
badanej surowicy (tab. 2). Kontrole aktywnosci
kazdej serii antygenu wykonuje sie przy po-
mocy Krajowego Standardu Surowicy anty-
-Brucella abortus do OWD (KSSaBa-OWD),
ktéry vod wzgledem zawartodei mipwd odoo-
wiada ISADS-II. Liofilizowany KSSaBa-OWD
podlega raz w roku sprawdzeniu wobec ISAbS-
-II. W laboratoriach roznoznawezych czulosé
OWD kontrolowana jest przy uzyciu Robocze-
go Standardu Surowicy anty-Brucella abortus
do OWD (RSSaBa-OWD). Liofilizowany
REB83aBa-OWD posiada miano 1:5%*, co odpo-
wiada 1/50 aktywnosei ISAbS-II. W labora-
toryinej ccenje wynikéw badania wszystkich
gatunkdw zwierzat domowych nie szezepionych
oraz zwierzat laboratoryjnych obowigzuja
od 1982 r. (8) nastepuiaece kryteria rozpoznaw-
cze: miano == 1:5"* — wynik dodatni, 1:2,5%* —
1:5% — wynik watpliwy, <<1:25% — wynik
ujemny.

Odeczyn antvglobulinowy (OAG) wykonywa-
ny jest technikg standardowg z 1978 r. (26) w
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celu stwierdzenia aglutynin niekompletnych,
niewykrywalnvech w OA (21). Po odczytaniu
wynikéw OA. antygen zawarty w prcboéwkach,
w ktéryeh brak aglutvnacii, przemywa sie kil-
kakrotnie w 0.85% roztworze NaCl. droga wi-
rowania orzv 2500 ¢ przez 20 minut. Uzvskany
osad bruceli zawiesza sie w 1 cm® surowicv
antvslobulinowej (SACG). Rohonceze rozeienczenie
SAG (hardlowvy Antvbowiglaobin) okresla sie
w drodze mianawania w ukladzie: entveen do
OA uczulony Wizorcowa Surowica antv-Bru-
cella do OAG (WSAB-CAG) o mianie 1:320%%%
(25. 26). Inkubacia i odezyt wynikéw wykony-
wana iest analogicznie jak w OA. W lahora-
toriach rozpoznawezych czuloéé OAG u bvdia
kontrolowana jest przv uzveiu lofilizowanej
surowicy wzorcowei (WSAB-OAGB) o mianie
1:320%**. W ocenie wvnikéw bhadan orzyimuje
sic za podstawe stopien przewviszenia miana
OAG nad miano OA (13, 26): przewyzszenie =
>3° — wvnik dodatni, 2° — wynik watpli-
wy, < 1° — wynik ujemny.

Odczyn z 2-merkaptoetanolem (OME) wy-
konvwany jest technika standardowsg z 1979 r.
(14) w celu wykrycia aglutynin klasy 1gG, cha-
rakterystyeznveh dla czynnego zakazenia bru-
celami (21). Badanie w OME wykonuje sie réw-
nolegle z badaniem w OA., Zawarte w surowicy
badanej aglutyniny klasy IgM redukuje sig
przy uzyciu 2-merkaptoetanolu (2-ME). Na-
stepnie zredukowana surowice rozciencza sig,
dodaje antvgenu, inkubuje i odczvtuje wvniki
w sposdh analegiczny iak w OA. W ocenie wvy-
nikéw bierze sie ped uwage poziom aglutvnin
(miano) przed i po redukcii w 2-ME, niezalez-
nie od wielkoéci miana stwierdzonego w OA:
brak redukcii aglutynin — wynik dodatni, czes-
ciowa redukeja — wynik watpliwy, calkowita
redukecja — wynik ujemny.

Odezyn kwasnej aglutynacji plytowej (OKAP)
wvkonywany jest technikg standardowsg z
1984 r. (10) jako badanie skriningowe. Krople
surowicy badanej (0,03 em®) lgeczy sie z kronls
antygenu (0,03 em®) na bialej plycie i po 4 mi-
nutach mieszania skladnikow, na specjalnym
mieszadle OKAP, odezytuje sie wynik. Kandy
§lad aglutynacii przyjmuje sie za wynik do-
datni, brak aglutynacji za wynik ujemny. Ka-
tegorii wynikow watpliwych nie stosuje sie.
Jako antveen stosuje sie zawiesine Brucella
abortus, szczep S-19, barwiong roézem bengal-
skim, o pH 7.3—17.6. Antygen produkowany jest
przez Zaklady . Biowet” w Pulawach w postaci
zawiesiny 6—8 wvol/%, standarvzowany przy
uzyeiu KSSaBa-0A; antygen rozeienczony 1:20
w 0.1 M buforze fosforanowym o pH 7.0 za-
pewnia z KSSaBa-OA miano 1:600°* (17). W
laboratoriach roznoznawezych czulos¢é OKAP
kontrolowana .jest przy uzyciu RSSaBa-OA. Z
roboczym rozcienczeniem tej surowicy, wyka-
zujacym w OA miano 1:50%%, uzyskuje sig w
OKAP wynik dodatni.
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Aktualny schemat okresowych badan zwierzagt
na bruceloze

Przez wiele lat stada bydia w gospodarstwach
uspolecznionych badane byly dwukrotnie w
ciggu roku (5). Od 1983 r. wojewédzki lekarz
weterynarii moze zmniejszy¢ czestotliwosé tych
badan do jednego badania w roku (9). Do 1985 r.
zanim wprowadzono skriningowe badania przy
pomocy OKAP (10), okresowe badania kontrol-
ne zwierzat na bruceloze wykonywane byly
przy uzyciu CA i OWD (6). Dodatkowo, od
1979 r., zwierzeta reagujace dodatnio tylko w
OA badane byly przy uzyciu OAG i OME (189).
Badania te wykonywane byly w 11 wytypo-
wanych zakladach higieny weterynaryjinej
(zhw) oraz odwolawczo w Pracowni Badania
Brucelozy IWet. Podobay tok postepowania
stosowany byt przy badaniu bydla w gospo-
darstwach indywidualnych oraz w stadach
$win i owiec, z ta roznica, ze OAG u swin wy-
konywano tylko w IWet, zas OAG u owiec nie
jest do tej pory stosowany.

Stosowanie OAG i OME mialo na celu we-
ryfikowanie swoistosci wgtpliwych, a nawet
dodatnich wynikow OA (13, 21). Takie wyko-
rzystanie dodatkowych odczynéw aglutynacyj-
nych ulatwial brak, praktycznie biorge, aglu-
tynin poszczepiennych w populacji zwierzgt
gospodarskich w Polsce. Jak wiadomo, w 1975 1.
zaprzestano ostatecznie stosowania W calym
kraju szczepionki S-19 bydia, zas u $win i owiec
szczepien ochronnych przeciw brucelozie nigdy
nie stosowano. Biorgc powyzsze pod uwage,
przyjeto w praklyce nastgpujacy schemat po-
stepowania. Jesli w dwoch kolejnych badaniach,
wykonanych w odstgpach 21 dni, ilosc agliu-
tynin utrzymywata si¢ na poziomie == 50 mjagl,
a jednoczesnie zwierze bylo ujemne w QWD,
OAG lub OME, to dodatnie reakcje w OA
traktowano jako nieswoiste dia brucelozy, spo-
wodowane przez inne drobnoustroje, spokrew-
nione antygenowo z rodzajem Brucella (15, 21).
Zwierzeta reagujace wedlug powyzszego wzoru
nie podlegaly eliminowaniu ze stada. Nie do-
tyczylo to przypadkow, w ktorych istnialo
podejrzenie komplikacji serodiagnostyki bru-
celozy na tle zakazen Yersinia enterocolitica,
serotyp 09. Podstawy do takiego podejrzenia
byly dodatnie wyniki w OWD, OAG lub OME,
przy braku danych epizootiologicznych, wska-
zujacych na brucelozg. W takich przypadkach
zwierze kierowano do uboju i poddawano ba-
daniom serologicznym i bakteriologicznym w
kierunku brucelozy i jersiniozy (20).

Od 1985 r. po wprowadzeniu OKAP do ba-
dan kontrolnych na bruceloze w stadach by-
dla, éwin i owiec, schemat tych badan ulegl
zmianie (10). Aktualny schemat badan ma cha-
rakter dwustopniowy. W I etapie wykonuje
sie skriningowe badanie calych stad zwierzat
przy uzyciu OKAP. W przypadku wyniku
ujemnego zwierzeta uznawane sa za zdrowe.
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Natomiast dodatni wynik w OKAP zohowia-
zuje do zbadania tej samej probki surowicy
w odczynach podstawowych (OA i OWD.
Ujemne wyniki w obu tych odczynach pozwa-
laja wykluczy¢ bruceloze u badanych zwierzat,
zas wynik dodatni w OWD oznacza zakazenie.
Natomiast watpliwy wynik w OWD, jak réow-
niez watpliwy lub dodatni wynik w OA jest
wskazaniem do II etapu badan po 21 dniach,
za pomocg odczynéow podstawowych (OA
i OWD) oraz odczynow dodatkowych (OME
i OAG). Ocene uzyskanych wynikéw tych ba-
dan przeprowadza sig¢ zgodnie z odnoénymi
przepisami (6, 8, 18, 19).

Nalezy podkreslie, ze OKAP stosuje sie w
okrescwych badaniach calych stad zwierzat
wolnych od brucelozy. W przypadkach podej-
rzenia o bruceloze, jak réwniez przy badaniu
zwierzagt hodowlanych, przeznaczonych do ob-
rotu wewnetrznego lub na eksport, uzasadnio-
ne jest badanie przy uzyciu OA i OWD, z po-
minigciem skriningowego badania w OKAP.

Przedstawiony schemat postepowania opraco-
wany zostal z mys$lg o skutecznej ochronie
stad zwierzat przed nawrotami brucelozy, a
jednoczesnie w celu zmniejszenia pracochton-
nosci i kosztow okresowych badan kontrolnych
na bruceloze. Natomiast podane zasady stan-
daryzacji oraz przeliczania mian OA i OWD
na jednostki miedzynarodowe przeciwcial win-
ny byé pomocne w zabezpieczeniu kraju przed
zawleczeniem brucelozy ze zwierzetami impor-
towanymi. Wyniki tych dwoéch odezynow sg
bowiem powszechnie przyjmowane jako pod-
stawa oceny stanu zdrowia zwierzagt w obrocie
miedzynarodowym (11). Nalezy przy tym zaz-
naczy¢, ze przyiete w Polsce kryteria diagno-
styczne sg wyzsze w OA oraz nizsze w OWD,
w poréwnaniu do kryteriéw zalecanych przez
Miedzynarodowy Urzad Epizootii (OIE) w mie-
dzynarodowym kodeksie zoosanitarnym (11).
Tak wiec u bydia wynik ujemny w Polsce wy-
nosi w OA ponizej 50 mjagl, a w OWD poni-
zej 10 mjpwd (4, 7), zas wedlug OIE za wy-
nik ujemny przyjmuje sie w OA ponizej 30
mjagl, a w OWD ponizej 20 mjpwd (11). Przy-
jete w Polsce kryteria w OWD oparte zostaly
na wieloletnich krajowych obserwacjach (24)
oraz danych pi$miennictwa (21), wedlug kto-
rych OWD jest odczynem bardziej swoistym
i miarodajnym niz OA w ocenie stanu zdro-
wia pojedynczych zwierzgt. Wiadomo bowiem,
ze wyniki OA mogg byé w znacznej mierze
obarczone bledem wynikajacym z reakceji nie-
swoistych (15, 21). Fakt ten spowodowal ko-
niecznos¢ weryfikowania wynikéw OA przy
pomocy OAG i OME (19).
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MACARTNEY L., MC CANDLIiSH I A, P. THOMP-
SON H., CORNWELL H. J. C.: Parwowirusowe zipa-
lenie jelit u psow. (Canine parvovirus enteritis: Patho-
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U szezenigt w wieku 8—10 fygodni po zalazeniu
doustnym parwowirusem wyizolowanym z kalu cho-
rych psow, wirus wystepuje po raz pierwszy w kale
3 dnia, osiggajac maksymalne steienie miedzy 4 a 7
dniem. Swoiste przeciwciala pojawiaja sie w surowicy
5 dnia po zzkazeniu, za§ wiremia wystepuje 1—2 dni
wezesnie], Wirus wystepuje w grasicy juz 1 dnia
po zakazeniu, w centrach rozrodezych wezlow chlon-
nych i w miazdze bialej Sledziony 2—3 dnia, zad w
kkomorkach strefy rozrodezej nablonka lkrypt jelito-
wych 4 dnia po zakazeniu, Poczgwszy od 5 dnia po
zakaZeniu stgienie antygenu wirusowego w tkance
limfatyczne] obniza sie i osiaga wartosci éladowe mie-
dzy 7T i 8 dniem,
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PAL M., MEHROTRA B. S.: Zwiazek Aspergillus
fumigatus z zapaleniem nosa. (Associalion of Asper-
gillus fumigatus with rhinitis), Vet. Rec, 115, 167,
1984 (8).

W etfiologii zapalenia nesa u zwierzat duza role
oprécz bakterii przypisuje sie Aspergillus fumigatus,
W 41 probkach wysigku z jamy nosowej pochodza-
cych od 23 muldw, 9 koni, 7 wielblgdéw i 2 §win,
wykazano badaniem hodowlanym na agarze Sa-
bourauda z glukozg obecnoié A, fumigatus w czystej
hodowli w wysieku z nosa jednego mula i jednego
wielblada. U tych zwierzat stosowano przed izolacia
A, fumigatus przez okres 25 dni leki przeciwhistami-
nowe, przeciwzapalne (hydrokortyzon) i terramycyne,
Wyizolowane szczepy byly patogenne dla myszek bia-
tych.
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