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tek z:;barwionych plemnikéw, prawdopsdobnie na
skutek obumicrania plemnikéw spowodowanego dzia-
{an:em 3-ch szoahwycn Czynmkmv dla  nasienia:
a) rozclenczenia w roztworze woanym eytryn’anu so-
du, b) wysychania 1 zmiany cidnienia osminiyeonego
oraz ¢) dzialania same] cozyny.

Dziatanie tuszu, jak wynika z doswiadczenia (iech-
nika 4—6) jest bezwzglednie szkodiiwe dla plemni.
kow 1 w bardzo krotkim czasie prowadzi do chumar-
cia 1 zabarwienia plemnikow.

Tabl

ica Nt 1. Porownanie wynikéw barwienia r16z-

niczkowego z wynikiem obliczenia plemnikéw martwych
w nasieriu niszabitym, przy zastosowaniu roznej tech-
sporzgdzania preparatéw (na 1000 plemnikow)

niki
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Zastosowanie barwienia rdizniczkowego do okresle-
nia plemnikéw martwych w nasieniu rozrzedzonym
rozcienczalnikiem Zéttkowo-cytrynianowym, wykazato
w pilerwszym rzedzie wlasciwesci ochronne rozcien-
czalnika zoltkowego. Mianowicie stwierdzono, iz
w nasieniu rozcieczonym z tego samego ejakulatu
bylto wybarwionych (martwych) plemnikow o 40%
mniej niz w nasieniu nderozcienczonym. ODbliczenie
plemnikow nieruchomych w mnasieniu niezabitym wy-
kazato réznice miedzy nasieniem nierozciericzonym
a rozcienczonym 35%p. W zastosowan®: do nasienia
rocrzedzonego, konserwowanego, metoda barwienia
rozniczkowego dala rezultaty przedstawione w tab 2.

Tablica Nr 2. Rezultaty barwienia rézniczkoweqgao
nasienia rozrzedzonego, konserwowaneqgo przez 10 dni
w temp. +10° w poréwnaniu z odsetkiem plemnikow
martwych w nasieniu niezebitym (przecietnie 6 ejakulat)

T.Udcciek plomi.

7 tabl. 2 wynika, 7ze do 6-go dnia konserwacji bar-
wienie rézniczkowe daje dos¢ zgodne rezultaty z obli-
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czaniem plemnikéw martwych w nasieniu niczabitym.
W nasieniu starszym odsetek plemnikéw nierucho-
mych jest wyzszy anizeli odsetek plemnikéw zabarwio-
nych, przy czym rémmica ta wzrasta w miare starzenia
sig nasienia. To zjawisks ttumaczymy sobie uszkodze-
niem aparatu ruchowego u plemnikéw na ckutek dzia-
fania produkiow przemiany materii w nasieniu sta-
rym; w zwiazku z tym zna]du]u sie w nim wiele plem-
nikéw jeszcze zvwych (nie barwiacych sie) ale nie-
ruchomych,

Postugujac sie metoda barwienia rézniczkowego
moina z doéé duza scistoéeia okreshié odsstek plem-
nikcéw o ruchua pregresywnym, pod  warunkiem, iz
obeenodé ruchu  progresywnego sprawdzi  sle  przez
bezpoérednie ogladanie nasienia mniezabitego. Miano-
wicie jek wynika z tabl. 2-glej, odsetek plemnikéw
o ruchu progresywnym jest przecietnie nizszy o 21
jednostek procentowych aniZeli  odsetek plemnikéw
niezabarwionych (Zywych).

Oméwienie wynikoéow

Rezultaty naszych badan przy zastesowan'n krot-
kiego barwienia 19/4 roztworem cozyny 1 hardzo fkror
kiego stykania sie nasienia miewysuszonegn z tuszem
rysunkowym, sa zgodre z wynikami autoréw wymie-
nicnych na wstep'e. W zwwykg z powyzszym do pralx-
tycznego zastesowania nadawalaby sie najlepiej na-
stepujaca technika barwienia: }M"w enie 10/0 roztwo-
vem eozyny przez o—30 sckund; zmieszanie z tuszem
i szybkie spor‘zadzcnie cienkiego rozmazu (czas trwa-
nia te] czynnoéci nie dluze] niz 5 sek.); wysuszenie
preparatu w pradzie goracego powietrza (w ciagu
3—>5 sckund).

Zagadnienie uzsskania objskiywne] metody dla
okreslenia ilosci martwych plemn kéw w nasieniu ma
duie znacrenie rardwno teoreryczme jak prakiyczne.
Metoda szacunkowa, stosowana najczescie] w prak-
iyce inseminacyjnej, jest zbyt subieklywna i naraza
na duzy btad. Liczenie martwych plemnikéw w nie-

r

e

zabilym nasieniu przy pomocy cytometri, wymaga
dugych rozeieficzen nasienia, szkodiiwych dla "plma‘ s

kéw.Scistosé jei w duzym stopriu zalnzv od technicz
nego opanowania mebody. Barwienie iwrkowe,
iak wynika 2 naszych badan, nie wiele odblwba jezeli
chodzi o wyn'ki, od metody poprzeam 2j, ma jednak
e przewage iz nie wymaga specjainyeh ur7a(’7eh
{(komory ogrzewajscei) oraz ze obliczan’e wybarwio-
rich plemnikéw mozna  przeprowadzaé w wiele go-
dzin po sporzadzeniu preparatu. Sotowiej i Ku-
Zniecow (1952} zastesowali metode Morozo-
wa do badan nad zmianami w plemnAkach w prze-
biegu konserwacji, podkreslajac jej duzg wartoéé

'r‘ﬂ7

ZZESELAW KUREK

Indeks opsonocytofagocytarny swinek morskich szczepionych Br. 519

Panstwowy Instytut Wet, w Pulawach, Wydzial Mikrobiolegli

Kierownik: Doc.

Od czasow Wrighta i Douglasa (1203, 1904)
znamy termostabilne opsoniny, obetne w normalnej su-
rowicy krwi. Neufeld i Rimpau (1904, 1905) opi-
sali bakteriotropiny, przeciwciala termostabilne i spe

dr ALFRED CHODKOWSKI

eyficzne, wyslepujace w surowicy zwierzal uodparnia-
nvch. Huddleson (1933), zaproponowal mierzenie
ilosci bakteriotropin za pomoca fagocytozy dla celow
diagnostycznych brucellozy, nazywajac probg indeksem
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opsonocytofagocytarnym (ocf). Pojecie opsonocytofagii
wprowadzili Shattock i Dudgepn (1908 cyt, wg
Huddlesona) 2) uiywajac do préby $wiezej krwi z do-
datkiem cytryn. sodu. Van der Hoeden {1949, 1641)
i Jersild (1841 cyt. wg Reroux i Simocnnata §) za-
stapili krew $wieza surowica inaktywowanga, okredlajac
préba jako tropin test”” Renoux i Simonnet
(6) stosowali technike Van der Hoedena i Jersilda
w diagnostyce brucellozy, podkreélajac duza specyfi
noé¢ i czuto$é¢ proby. Autorzy nazwali probe indsksem
bakteriotropinowym. Rossi i Dutilloy (7 przy
uzyciu podobnej techniki badali poziom bakteric-

(A

trnpin surowicy krwi i serwatki mleka zwierzat zaka-
zonych brucelloza, wysnuwajac wnioski analogiczne jak
Rencux i Sominnet. Autorzy c¢i kierowall sie innymi
kryteriami oceny fagocytozy, anizeli Huddleson (2),
ktéry za pomoca indeksu ocf okreélal stan immunolo-
giczny organizmu przy brucellozie tzn. stwierdzal jego
wrazliwo$¢ wzgl. odpornos¢é. Rabstein i Cotten
(5) okreslali za pomocg indeksu oci odpornosé bydia
szczepionego S 19. Wg Huddlesona mozna w ten spo-
sOb okresli¢ antygencwa wartosé szczepionki.

Zatozeniem niniejszej pracy bylo stwierdzenie, jak
przebiega indeks ocf Swinek morskich szczepionych
S 19 jednorazowo wegl. kilkakrotnie, przy uwzgled-
nieniu odczynu Wrighta.

Materiat i metody

Do préby uzyto $winek morskich szczepionych i nie
szczepionych S 19. Na przestrzeni 2 lat éwinki mor-
skie szczepiono podskérnie 1—3 razy 1 ml Brucella
S 19; zawiesina bakterii zawierala w 1 ml 18.109
drobnoustrojéw. Technike indeksu ocf stosowano wg
Huddlesona (2) przy uzyciu zawiesiny bakteryj-
nej w postaci $wiezego scczepu S 19 zawierajacego
18.10° zywych bakterii w 1 ml. Barwiono btekitem
toluidyny wg Calmette'a Negrea i Boqueta
(2). Liczono 25 leukocytow obojetnochtonnych,
oznaczajac w poszczeg6lnych  komoérkach sfagocyto-
wane bakterie i zaleinie od ich ilodci klasyfikowano
neutrofile jako:

ujemne -— przy braku fagocytozy,

stabo dodatnie — 1-—20 bakterii sfagocytowanyc

srednio dodatnie — 21-—40 bakterii sfagocytowa-
nveh,

silnie dodatnie — 41 1 wiecej bakterii sfagocyto-
wanych,

60%¢ neutrofiléw silnie

dodatnich kwalif.kowalo

zwierze jako odporne. Prébe oceniano tacznie z od-
ezynem Wrighta.

Zdjecia org. Pacevicz PIW.

zdj. 1 — brak fagocytozy
zdj. 2 — fagocytoza st dodat,
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zdj. 3 — fagccytoza sredn. dodat,
zdj. 4 — fagocytoza sil. dod.
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Swinki morskie badano w 3 grupach ckreslajac
odczyn Wrighta i wysokosé indeksu ocf Wyn'ki ilu-
strujg tablice 1, 2.

Tablica 1%}
Czestos¢ szczepien S 19, wysckosé miana aglutyna-

cylnego 1 sita ocf krwl $winek morskich szczepionych
kilkakrotnie i jednorazowo.

Cile

Tndeks opsonocytofagocytaray
Datawbadanialls.x.Sﬂ

fo

@ i

8 lsilnie $redn, |»stabo

8 st sredn, > |aaing

8 dodets dodat. | dodat. ugemy
23 2 - -

Tablica 2

Wysokoé¢ miaha aglutynacyjnego i sila ocf
krwl $winek morskich badanych w 23 dni

po szezepleniu 8 19 1 wyniki grupy kon-
trolnej
[ | Udanc . ——
W S=3nc 5 dpsang GsnaTbarny
&5 :f’%\g Eredn, ST
- SR
E czjue dodat.| docst,| “IREWY
E el L = =
= 500 5 = =
Ee] p = =
e8] B = =
" A00 21 i - -
1O = 4 = -
o] £0 % - =1
B 100 27 41 = -1
] fo]o] 2 2 = =1
10 g =4 1 |
Grups Rope
1 |
= 1
]
+
]

tlufefe]efu]s

(AR LARRAT L

Febodelede]eluls
“Jil\.i
=1

Dyskusja

Wyniki przedstawione w tablicy Nr 1 wskazuja, ze
indeks ocf w 9 przypadkach na 13 badanych zostal
oceniony jako silnie dodatni, gdyz minimum 609
neutrofiiéw obojetnochlonnych wykazalo fagocytoze
silnie dodatniag. Znamiennym jest faki, ze wysokosé
miana aglutacyjnego nie wplywata ma stopien Zerno-
sci leukocytéw. Swinka morska Nr 12 o ujemnym
mianie aglutacyjnym miata 100% neuirofilow silnie
dodatnich- Wyniki w grupie do$wiadczalnej otrzyma-
no bardziej jednorodne, miz w grupie pierwszej
w ktorej indeks ocf nie osiagnat we wszysikich przy-
padkach wysokosci éwiadczace] o odpornoscl.

Kilkakroine szczepienia nie wplynely na zwieksze-
nie poziomu bakteriotropin. Jednolito$¢ wynikéw gru-

") Wyniki odczynéw Wrighta otrzymatem od Dr A,
Teklinskiego.

py doswiadczalne] w postaci silnie  dcodatnich wyni-
kéw oct nalezy zawdsieczaé niewatpliwie krotkiemu
okrezocwi czasu, jaki uplynagt pomiedzy datg szezepie-
nia zwierzat, a data wykonania indeksu (23 dni).
Grupa kontrelna wykazywala ujemny odczyn Wrighta
i zupetlny brak zdolnosci fagocytowania bakterii in
vizro. Nieliczne meutrofile stabo dodatnie, zawieraty
w swej plazmie nie wiecej jak 1—35 bakterii.

Obszerne studia nad zastosowaniem indeksu ocf
w diagnostyce brucellozy przeprowadzili badacze
amerykaniscy i francuscy. Rabstein i Cotten
(5) przeprowadzili badania nad przydatnoscia tej
metody w okreflaniu stopnia odpornosci bydla szcze-
piorego S 19. Autorzy ci stwierdzili, ze reakcja po-
szczeplenna wysigpowala bardzo szybko, a iloi¢ bak-
leriotropin utrzymywata sie na wysokim poziomie
4 lata po szczepieniu. Po 7 latach indeks ocf krow
szczepionych mie r6znit sie od indeksu kréw nieszcze-
pionych. Huddleson (2) przeprowadzal badania
na obszernym klinicznym materiale ludzkim i stwier-
dzil, ze u osobnikéw zakazonych brucelloza przy wy-
raznych objawach klinicznych indeks ocf byt niski.
Odwrotnie byto przy tagodnym przebiegu klinicznym
choreby. Dalszym spostrzezeniem byt fakt wystepo-
wania wybitne] fagocytozy u ozdrowiencéw. Pewne
zasirzezenia co do uzylecznosci tej metody wysuneli
Evans, Morales-Otero, Ganzales (1).
Autorzy francuscy Renoux, Simonmnet (6)
i Rossi, Dutilloy (7) sa zgodni w wynikach,
stosujac indeks w modyfikacji Van der Hoede-
na 1 Jersilda (1940—41) cyt. wg Renoux
i Simonmnet (7). Indeks ocf stesuja oni jako
czynnik pomocniczy w diagnostyce brucellozy, trak-
tujgc go jako moment rozpoznawczy, a nie rokujacy
o przebiegu proceséw immunologicznych zakazonego
organizmu.

W bruceliozie zarnacza sie fazowos¢ odczynow
serologicznych, co wyrainie wida¢ na praykladzie
swinek morskich szezepionych S 19. Okres utrzymy-
wania sie miana aglutynacyjnego poszczepiennego
u bydta okreélany jest na */=—1 roku (3). Po tym
czasie indeks ocf moze mie¢ praktyczne zastosowanie
w okresleniu aktualnego stanu organizmu, ktéry zetk-
nat sie z pateccka romienia albo byl poddany szcze-
pieniu, tym bardziej, ze zwierzeta pozostaja odporne
dluzszy ckres czasu anizeli to wykazuje poziom aglu-
tynin  we krwi (5). Huddleson proponuje
w zwiazku z tym oceniaé stan odpornosciowy organi-
zmu w stosunku do paleczek ronienia na podstawie
zespotu prob i badai wg schematu tablicy Nr 3.

T UideZyR
Wrignta

Odczre Todess Tesna stanu

Burneta oct

=20F
neutroii-
léw stabo
dodatnich
=105
nautrofi=
10w s11-

zeka2ony ?

neutrofi-~ PR
16w sils zakaiony

niz dodat.
60%~100%
nautrofi-
low siln.
dodatnich

+
+

odparny
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Wnioski

1. Indeks ocf $winek morskich szczepionych Bru-
cella S 19 jest silnie dodatni, co wg Huddleso-
na pozwala je kwalifikowaé jako odporne przeciwko
brucellozie:

2. Szczepienia kilkakrotne nie zwiekszaja poziomu
bakteriotropin.

3. Nie ma korelacji miedzy mianem aglutacyjnym,
a poziomem bakteriotropin we krwi.

4. Wyniki badan indeksu ocf byly bardziej jedno-
rodne, gdy wykonano je krétko po szczepieniu.

5. Indeks ocf $winek kontrolnych byl ujemny.

A, KAMINSKA, Z. LARSKI, M. PROKOPECZKO
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Poziom przeciwciat dla Br. abortus bovis w surowicy kur
na terenie woj. opolskiego

Wojewodzki

Zaklad Higieny Weterynaryjnej

w Opolu

Kierownik: dr ANNA KAMINSKA

Brucelloza kur jako taka nie stanowi waznego pro-
blemu gospodarczego, gdyz siraty wywoltane przez to
schorzenie sa bardzo male. Przebiega najczeicie]
w postaci bezobjawowej, a tylko w rzadkich wypad-
kach wystepuja objawy kliniczne jak utrata apetylu,
zmniejszenie nodnosci, ostabiemie, zapalenic stzwow,
biegunka, anemia i porazenia, ktére w pewnej ilosci
przypadkéw po okoto 2—3 miesigcach prowadza do
zej$cia $miertelnego.

Z epizootiologicanego 1 epidemiologicznego punkiu
widzenia brucelloza kur jest problemem waznym, na
kiéry zwraca ostainio uwage caly szereg autordw.
Zakazona kura moze byé siewca zarazkow, ktore wy-
dostajac sie z wydalinami zakazaja wode, glebe, pa-
sz¢ dla zwierzat, produkty spozywcze itd Wedlug
Sopikowa 1 Ciro brucelle moga lokalizowaé
sie w pecherzykach zéltkowych zakazonych kur oraz
w jajach przez nie zlozonych, w kitorych zarazki za-
chowuja swa zjadliwos¢ ponad jeden miesiac, a wiec
spozycie takich jaj stanowi wnichezpieczenstwo dla
cztowieka.

Eliminacja kur zakazonych z hedowli jest mozliwa
do przeprowadzenia przy zastosowaniu laboratoryj-
nych metod wykrywania mosicieli. Diagnoza bakterio-
logiczna jednak praktycznie mie moze wchodzié w ra-
chube, gdyz nie nadaje si¢ do badai masowych,
a poca tym wyosobnienie brucelli u kur jest stosun-
kowo trudne. Ptaki te bowiem na ogdl fatwo traca
zarazki, niekiedy juz po 6—30 dniach, a w rzadkich
tylko przypadkach pozostaja nosicielami i siewcami
do 75 dni (Pankratow). Natomiast badania sero-
logiczne i allergiczne pozwalaja na przebadanie
w krotkim czasie duzej iloSci ptakow.

Badanie serologiczne przeprowadzone w rdznych
krajach daly nastepujace wyniki (cyt. wg Swinco-
wa — Bolezni Ptic 1951)- Kuricka (1936) przy
badaniu krwi 1104 kur stwierdzita u okolo 1%/
odozyn aglutynacji w mianie 1:50 do 1:200, P an-
kratow badajac 384 kury z rejonu, w ktérym pa-
nowata brucelloza bydta, stwierdzil tylko u 4-ch sztuk
dodatni odczyn serologiczny. We Francji wg danych
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Dubois‘a w niektérych fermach ilo$¢ kur reaguja-
cych dodatnio dochodzita do 60%0, we Wloszech wg
Florentiniego 55%. W USA Emmel i Hud-
dleson stwierdzili u 16.5% badanych kur miano
dodatnie. Wyniki podane przez cstatnich badaczy zo-
staty potwierdzone w badaniach Mc Nutta, Pur-
wina oraz Roekela.

Brak dotychczas danych odnos$nie procentu reagu-
jacvch kur na terenie Polski. Badania takie przepro-
wadzat w kilku fermach woj. wroctawskiego Anczy-
kowski (1950), nie podat jednak dotychczas szcze-
g6lowych wynikow: Odnosnie wysokoécl miana aglu-
tynacyjnego, $wiadczacego o zakazeniu, Beller
i Stockmayer (1952) ustalaja je na 1:150 do
1:200, wiekszos¢ jednak autoréow przyjmuje za do-
datnie miano 1:20 do 1:25. Niekiedy stwierdza sie
miana wysokie do 1:600, a nawet 1:10.000 (naj-
wyzsze dotychczas stwierdzone miano — Swin-
cow).

Badania wtltasne

PrzebadaliSmy ogolem 3.045 kur z terenu woj.
opolskiego metods aglutynacji probéwkowej przy
zastosowaniu instrukeji P. I W., obowiazujacej przy
badaniu w kierunku brucellozy bydla, poczynajac od
rozcienczenia 1:12,5. Krew pochodzita z terenu 8 po-
wiatéw woj. opolskiego od kur stanowiacych 13 ferm
P.G.R. i Spétdzielni Produkeyjnych oraz 10 wlaéci-
cieli prywatnych-

Przyjmujac krew do badania zbieraliémy w kaz-
dym przypadku doktadng anamneze dla zorientowa-
nia sie w warunkach epizootiologicznych, zwracajac
glownie uwage na mastgpujace momenty: odlegltodé
fermy od najblizszej obory, stan obory (zakazona lub
nie), czy personel majatku pracuje réwniez ma fermie
oraz czy mleko pobiera ferma wprost z majatku czy
z mleczarni. Ponadto pytalismy, czy wsrod kur byly
wypadki pasterellozy. Surowica Lowiem kur chorych
na pasterelloze posiada wlasno$é nieswoistego agluty-
nowania brucelli nawet w wysokich rozcieficzeniach
(Swincow). W dostepnej literaturze nie znalezli-



