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by czgść tych wyników była nieswoista, to mylne
wyeliminowanie nawet 159 sżtuk na przeszlo
l1 tysięcy sztuk drobiu nie posiada rviększego
znaczenia gospodarczego.

Ęeasumując omówienie wyników, i zakładając,
że podstawą do oceny jest odczyn probówkowy,
można przyjąć, że rozbieżności zaisiniałe w od-
czynie terenowym nie są istotne i nie unniej-
szają wybitnych zalet praktycznych aglutynacji
terenowej.

Stosowana od dwu lat dla odciążenia labo-
ratoriów rozpoznawczych metoda aglutynacji
szkiełkowej (płytowej) z surowicą i aniy-
genem barwionym zielenią brylantową nie po-
siada naszym zdaniem tylu stron dodatnich, co
aglutynacja płytowa z kroplą krwi. Wyniki jakie
otrzymaliśmy w sezonie l953i54 r. przy bada-
niach porównawczych 11603 prób netodą aglu-
tynacji probówkowej i Płytorvej z surowicą są
naogół zbliżone do omówionych powyżej wyrli-
ków badań z kropą krwi z tym, że rozbieżności
zachodzą czasem nie tylko względem odczynu
probówkowego, lecz także między odczynem
zlepnym szkiełkowym terenowym z kroplą krwi,
a szkiełkowym laboratoryjnym z surorvicą. Aglu-
tynacja szkiełkowa z surowicą częściowo ułatrł,ia
pracę i to tylko w laboratorium, podczas gdy
wszystkie czynności terenowe pozostają nadal
takie same jak przy aglutynacji probówkowej.
Szereg wyliczonych na wstępie trudności tech-
nicznych, większe zużycie materiałów, czasu i sił
roboczych oraz względy epizoocjologiczne prze-
mawiają za stosowaniem przynajrnniej w więk-
szych gospodarstwach drobiowych metody aglu-
tynacji szkiełkowej (płytowej) z kroplą krwi
w terenie, zamiast aglutynacji probówkowej lub
szkiełkowej z surowicą w laboratorium.
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SLIDE AGGLUTINATION TEST WITH ONE
DROP OF BLOOD IN THE DIAGNOSIS

OF WHITE DIARRHEA OF CHICKS
According to methods approved abroad 1wrrole blooa

test), the authors examinated 11603 samples of fowls
in 22 farms. Each hen was examirrated with the slide-
and tube-agglutination test. In both tests were obtaine,d
the same reśults in gB,2 per cent. The slide agglutination
test gives false positive results in 1,3 pel cent, and
false negative in 0,4 per cent.

The authors suggelst that the whole blood test with
the stained antigen (Cristallviolet) have a gleat practi-
cal va]ue in the mass diagnosis.

LEON ŻEBROWSKI

Porównanie metody hemaglutynacji i metody posiewu
na zarodkach kurzych w pośmiertnym rozpoznawaniu

rzekomego pomoru drobiu

*'"-*ńo?',|'ii} Tj;'Ti'8ii "u"',T'o*u*,

Wykazanie w tkankach zdrowych zwierząt sub- nia, że najważniejszym momentem dla rozpoz-
stancji hamujących hemaglutynację wywołaną nawania choroby zakaźnej jest wyizolowanie
przez wirusy grupy influenzy wyjaśniło w znacz- czynnika wywołującego, postanowiono przekonać
nym stopniu wysoki odsetek ujemnych wyników się o porównawczej wartości rozpoznawczej me-
badań diagnostycznych wykonywanych metodą tody hemaglutynacji i metody posiewu badanego
hemaglutynacji (Ha) na padłych kurach podej- materiiłu na zarodkach kurzych.
rzanych klinicznie, epizoocjologicznie i sekcyjnie Odnośne badania wykonywano w dwóch eta-
o rzekomy pomór drobiu. Wychodząc z założe- pach, W etapie pierwszym, stanowiącym część
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doświadczalną, postanowiotro sobie za cel po-
równanie obu metod w warunkach laboratoryj-
nych ofaz określenie długości okresu czasu
(Iicząc od daty padnięcia), po którym wirus
można jeszcze izolować. W etapie drugim spraw-
dzono wartość metody opracowanej w etapie
pierwszym. Materiał dla tej części pracy stano-
wiły kury padłe nadsyłane z terenu, podejrzane
o rzekomy pomór drobiu,

Wyjściowe źrodło wirusa, który6 zakażono
kury użyte w doświadczeniach etapu pierwszego,
stanowiły płyny płodowe zarodków kurzych, za,
wierające wirus zjadliwy o mianie Ha 11640.

Użyto kur rasy zielononożka kuropatwia
w wieku około 12 mies., nie szczepionych, których
surowice wykazały miano hamowania hemaglu-
tynacji (HaI) mniejsze od 10.

Dla wykonania prób Ha oraz HaI używano 10/o

zawiesiny krwinek kurzych w buforowym roz,
tworze fizjologicznym.

Do prób zakażania używano 1 1-dniowych
zarodków kurzych wylęganych rv jajach, pocho-
dzących od kur zdrowych i nieszczepionych
przecirv rzekolnemu pomorowi drobiu.

Wszystkie rozcieńczenia w toku wykonywania
prób Ha, HaI oraz przygotowania zawiesin
krwinek i tkanki mózgowej wykonano w płynie
fizjo|ogicznym buforowym przy ponlocy KHzPOł
rv granicach pH 7,2.

Do dośrviadczenia pierl,vszego użyto l4 kur,
które przebadano poprzednio na obecność prze-
ciwciał w surorvicy krrvi i stwierdzono, że miano
HaI we rvszystkich przypadkach nie przekracza
wartości 1 : 10.

Wszystkie ptaki podzielono na dwie grilpy
z kiórych pierwsza doświadczalna liczyła 10

sztuk, grupa kontrolna 4. Kury grupy doświad-
czalnej zakażono domięśniowo rvirusem rzeko-
mego pomoru drobiu, wprowadzając go w formie
płynu omocznio-orł,odniowego w ilości 0,2 ml
na sztukę. Wszystkie klry zakażone padły w cią-
gu 5-7 dni po zakażentu. Badanie anatomo-
patologiczne wykazało w ośmiu przypadkach
zmiany charakterystyczne dla rzekomego pomoru
drobiu, w 2 przypadkach zmian tych nie obser-
wowano. Kury kontrolne zabito dnia 7-mego;
badanie sekcyjne nie wykazało żadnych zmian
chorobowych, Ze wszystkich kur zarówno zaka-
żonych jak i kontrolnych wydobywano, możliwie
jak najszybciej po padnięciu, mozgi i z każdego
z nich wykonano zawiesinę w 10 m1 roztworu
Iizjologicznego, Do wykonywania zawiesin uży-
wano młynka typu ,,Cyklon". Zawiesiny te pod-
dawano następnie dwukrotnenu, po 20 minut
trwającemu wirowaniu przy szybkości około
6.000 obr./min. Po zakoń,czenil wirorvania z każ-
dej probówki pobierano płyn z ponad osadu,
ktory rozdzielono na dwie części. Jedna z nich
słlżyla do wykonywania prób Ha a druga do
posiewu na zarodki, Próby Ha wykonywano wg
instrukcji podanej przez F.A.O, (l94B) dla tego

odczynu z płynami zarodkowymi zawierającymi
wirus rzekomego pomoru drobiu. Miano Ha sta-
nowiło końcowe rozcieńczenie dające częściową
aglutynację. Do prób posiewu użyto po 6 jede-
nastodniowych zarodków na każdy badany mózg.
Zarodki zakażono nierozcieńczonym płynem z po-
nad osadu odwirowanej zawiesiny z mózgów
w ilości 0,1 ml na jajko. Płyn fen wprowadzano
do worka omocznioowodniowego. Do jaj zaka-
żonych dołączono 20 jaj kontrolnych, do któ-
rych rvprowadzono sam płyn Iizjologiczny słu-
żący do wykonania zawiesin z tkanki mózgowej.
Po zakażeniu zarodki sprawdzano na żywotność
po faz pierwszy w 24 godz. po zakażeniu i na-
stępnie co 3 godz. w ciągu 72 godzin. Ze wszyst-
kich jaj, zarówno z tych, w których płody obu-
marły przed upływem 72 godzin jak i z tych,
które ten okres przeżyły oraz z kontrolnych,
pobrano płyny płodowe.

W ocenie wynil<ów posiewu posługiwano się
następującymi kryteriami: śmiertelnością zarod-
ków, zmianami anatomo-p atologic znymi obumar-
łych zarodków oraz mianem Ha płynów zarod-
kowych, pIzy czym swoistość prób Ha sprawdzo-
no każdorazowo próbą HaI przy pomocy znanej
surorvicy odpornościowej.

Obumieranie zakażonych zarodków nie było
brane za objaw rozstrzygający o ocenie wyniku
posiewu, gdyż sama technika wykonywania za-
każeń stwarza pewne możliwości urazu zarodka
lub zakażeń florą bakteryjną. Zarcdków obumar-
łych przed upływem 24 godzin po zakażeniu nie
brano pod uwagę, ponieważ śmierć ich spowodo-
wana była najczęściej urazem (uszkodzenia
naczyń). Zarodki zakażone wirusem rzekomego
pomoru drobiu obumierają najcz§ściej w okresie
od 24 do 72 czasem do 96 godzin po zakażeniu.
Przypadki, w których ,żaden z 6-cill zakażonych
płodów nie obumarł w ciągu 96 godzin po zaka-
żeniu, uważano za negatywne, gdyż w zeb-
ranych z takich jajek płynach zarodkowych
nigdy nie stwierdzono obecności wirusu przy
pomocy próby Ha i posiewu. Płody obumarłe
wskutek zakażenia wirusem rzekomego pomoru
drobiu lvykanlją dosyć często, lecz nie zawsze,
drobne o regularnym kształcie i intensywnie
czerwonym zabarwieniu wybroczyny na skórze.
Spotyka się je najczęściej na skrzydłach, szyi,
bralsznej powierzchni ciała i nożkach. Występo-
wanie takich wybroczyn jest objawem diagno-
stycznie ważnym, jednak ze względl na to, że
występowanie ich jest nieregularne, brak ich nie
powinien wpływać na ujemną ocenę wyniku,
zwłaszcza wtedy, gdy miano Ha płynów zarod-
kowych jest dostatecznie wysokie.

Wysokość miana Ha płynów zarodkowych,
zebranych z jaj użyŁych do posiewu wirusa, była
momentem rozstrzygającym o wyniku badania.
Płyny zarodkowe, które w rozcieńczeniu w!ż-
szym od t :20 aglutynowaly krwinki kurze,
uznano za zawierające wirus, Próbę tę każdora-
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zowo sprawdzono na specyficzność przy pomocy
odczynu Hal ze znaną surowicą. Wyniki wyko-
nywanych w tym doświadczeniu prób przedsta-
wia tablica nr l, z której wynika, że próba
posiewu płynu otrzymanego z ponad osadu odwi-
rowanej zawiesiny tkanki mózgowej wypadła
dodatnio we wszystkich przypadkach, ponieważ
we wszystkich przypadkach grupy doświadczal-
nej większość płodów obumarła w okresie od 24
do 72 godzin po zakażeniu, wykazując obecność
wybroczyn a miano Ha płynów zarodkowych
osiągnęło wartość wyższą niż |: B0. Specyficz-
ność próby Ha sprawdzono metodą Ha|. Podob-
nie wykonana analiza w grupie kontrolnej wy-
rażnie wskazuje na ujemny wynik próby izolacji.

Wyniki otrzymane w próbach Ha wykonywa-
nych bezpośrednio z płynami zebranymi z ponad
osadu po odwirowaniu zawiesiny tkanki mózgo-
wej kur zakażonych (te same płyny, które użyto
do prób posiewu) wskazują, że miano Ha waha
się w granicach rozcieńczeń od l :5 do l :20.
Ponieważ miano Ha w dwu przypadkach gru-
py kontrolnej osiągnęło rvartość l :20, przeto
wszystkie wyniki w próbach do§wiadczalnych
nie osiągające tej wartości lub jej równe uznano
za ujemne. Wyników takich w grupie doświad-
czalnej jest 5 na l0 wykonanych badań. Wyko-
nane jednocześnie próby HaI wskaalją nadto,
że nie we wszystkich przypadkach zjawisko he-
maglutynacji było specyficzne. W przypadku
3 i 8 grup1, doświadczalnej nie otrzymano zaha-
mowania przy pomocy specyficznej surowicy
odpornościowej.

Celem doświadczenia drugiego było wykaza-
nie po jak długim okresie czas11, licząc od daty

padnięcia kury, można rozpoznać rzekomy pomór
drobiu przy użyciu obu metod.

Do tego celu użyio 12 kur, które zakażono
w ten sam sposób jak w doświadczeniu pierw-
szym. W ciągu 6 dni po zakażeniu l0 kur padło,
2 chore zabito. Badanie anatomo-patologiczne
wykazało w 9 przypadkach obecność zmian cha-
rakterystycrnyóh Óia rzekomego pomoru drobiu.
Ucięte głowy wszystkich kur pozostawiono
w temperaturze pokojowej na otwartych płytkach
Petri'ego, Wszystkie przypadki podzielono na
trzy grupy licząc po 4 sztuki, w ten sposób, że
do grupy pierwszej należały łebki pozostawione
w temperaturze pokojowej na okres 2 dni, zaś
do grupy drugiej i trzeciej pozostawione w tych
samych warunkach na 4 i 6 dni. Wydobycie
mózgów i przygotowanie zawiesin oraz ich
wirowanie wykonywano w sposób podobny jak
w doświadczeniu pierwszym. Wyniki przedsta-
wione w tablicy nr 2 wskazu ją, że z mózgów gru-
py pierwszej (badanych w dwa dni po padnięciu
kur) wirus izolowano we wszystkich przypadkach,
a z mózgów grupy drugiej (badanych w,4 dni
po padnięciu kur) wirus izolowano w trzech przy-
padkach (nr bad, 1,2,3) a w jednym przypadku
(nr bad. 4) wynik uznano za wątpliwy. Izolacja
wirusa z mózgów grupy trzeciej (badanych
w 6 dni po padnięciu kur) dała wynik dodaini
tylko w jednym przypadku (nr bad. 2), w jed-
nym (nr bad. 3) wynik wątpliwy, zaś w dwóch
przypadkach (nr bad. l i 4) wynik ujemny.
Celem sprawdzenia wyników otrzymanych w ba-
daniu grupy drugiej i trzeciej, zakażono nową
serię zarodków płynami płodowymi otrzymanymi
z pierwszego zakażenia. W badaniu tego już dru-
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giego pasażl zwrócono uwagę, podobnie jak
w badaniu posiewu pierwszego, na śmiertelność
i zmiany anatomo-patologiczne zarodków oraz
na wysokość miana Ha płynów płodowych.
Badanie to potwierdziło wszystkie wyniki dodat-
nie i ujemne otrzymane w badaniu pierwszym.
Wyniki wątpliwe (nr bad. 4 grupy drugiej)
uznano za dodatnie, gdyż w obu przypadkach
stwierdzono zarówno wybroczyny na skórze
zarodków jak i wysokie miano płynów płodowy.ch.

Tablica 2

Próba izolacji

wymi zarodkami, przeto w takich wypadkach wy-
dobyte mózgi przechowywano w 500lo roztworze
gliceryny w płynie fizjologicznym w tempera-
turze około +4"C. Wyniki otrzymane w tym do-
świadczeniu (patrz tab. 3) wskazują, że w bada-
niu materiału nadsyłanego z terenu uzyskano
76,790/o wyników dodatnich przy pomocy posie-
wu, zaś przy pomocy Ha 22,620/v
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*) Aglutynacja nie była hamowana pnzez surowicę
specyficzną.

Jednocześnie z próbami posiewu wykonano
próby FIa z płynami otrzymanymi po odwirowa-
niu zawiesin ikanki mózgowej. W badaniu tym
otrzymano w jednym przypadku miano 1:B0,
w dwu przypadkach miano 1:40 na 12 wykony-
wanych prób. Miano Ha prób pozostałych nie
przekraczało wartości 1:20, co stanowiło war-
tość obserwowaną w niezakażonej grupie kont-
rolnej doświadczenia pierwszego. Wszystkie
próby Ha wykonywane zarówno z płynami za-
rodkowymi jak i z płynami uzyskanymi po od-
wirowaniu zawiesin tkanki mózgowej skontrolo-
wano próbami HaI przy pomocy specyficznej su-
rowicy odpornościowej. Brak hamowania hema-
gluiynacji obserwowano w 1 przypadku grupy
II (nr bad. l).

Wyniki otrzymane w pierwszym etapie pracy
skłoniły do wykonania większej ilości prób na
materiale nadsyłanym z terenu. Ogółem przeba-
dano 168 prób, stosując jednocześnie obie me-
tody. W wyniku doświadczeń zachowano całko-
wicie technikę i metody interpretacji opracowane
w pierwszym etapie pracy. W większości bada-
nych przypadków nie uzyskano dokładnych da-
nych dotyczących padnięcia kur. Ponieważ padłe
kury były nadsyłane najczęściej w dniach,
w których zakład nie dysponował jeder-rastodnio-
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Dyskusja i wnioski
Zestawienie ilości wyników clodatnich i ujem-

nych w toku wszystkich doświadczeń wykazało,
że na l90 badań wykonanych obiema meto-
dami uzyskano 149 (79,40lo) wyników dodat-
nich i 41 (2I,60lo) wyników ujemnych metodą
izo|acji, zaś metodą hemaglutynacji 46 (24,20lo)
wyników dodatnich i I4+ (75,80/o) wyników
ujemnych. Ęóżnica ilości przypadków dodat-
nich, wyrażona w odsetkach jest statystycz-
nie znamienna, gdyż t : 13 zaś p < 0,01.
Przyczyn różnicy wyników należy dopairywać się
w tym, że przy pomocy posiewu uzyskuje się
więcej danych dotyczących specyficznych cech
wirusa. Czas obunrierania i zmiany anatomo-pa-
tologiczne oraz właściwość aglutynowania krwi-
nek, którą można zahamować specyficzną suro-
wicą odpornościową ,są dostatecznynri do,wo-
dami dla stwierdzenia obecności wirusa rzeko-
mego pomoru drobiu drobiu w badanym ma-
teriale. Natomiast metoda Ha, wykonywana
z płynami otrzymanymi po odwirowaniu zawie-
siny tkanki mózgowej, dostarcza informacji do-
tyczących tylko wysokości miana Ha. Według
badań Dawsona i Elforda ilość cząstek
wirusa zaadsorbowanych na krwinkach jest
wprost proporcjonalna do stgżeń wirusa. Jed-
nak w tych próbach wysokość miana FIa nie jest
wskaźnikiem ilości cząsteczek wirusa w materia-
le badanym, gdyż istnieją w tkance rnózgowej
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gospodarza czynniki, hamujące w sposób' niespe-
cyIiczny aglutynacyjne właściwości wirusa. Mia-
no Ha płynów otrzymanych po odwirowaniu za-
wiesin tkanki mózgowej tylko w jednym przy-
padku osiągnęło wartość 1:160, gdy w tych sa-
mych próbach z plynami zarodkowymi osiągnę-
ło w 900/o przypadków miano wyższe od tej war-
tości, osiągając w niektórych przypadkach wyso-
kość do l:1600. Różnice wysokości miana w obu
próbach tłumaczyć można tylko w pewnej mie-
rze różnicą ilości cząstek znajdujących się
w płynach zarodkach i płynach otrzymanych po
odwirowaniu zawiesiny tkanki mózgowej. Me-
chanizm działania hamującego jest inny w pró-
bach in aiao niż in aitro. Ginsber g i współ-
prac. wykazali, że polisacharydy, które hamują
hemaglutynację przez blokowanie receptorów
otoczki krwinek nie wykazują tej właściwości
w stosunku do żywych komórek błon płodowych.
Ponadto w toku wykonywanych doświadczeń oka-
zało się, że w pewnym procencie przypadków
hemaglutynacyjne właściwości płynów, otrzyma-
nych po odwirowaniu zawiesiny tkanki mózgo-
wej, nie były hamowane przez odpornościowe
surowice (przypadki oznaczolle x). Zjawisko to
znajduje wytłumaczenie w pracach Francis'a
który wykazal w surowicy zwierząt a jeszcze

w większym stopniu w ich tkankach istnienie
substancji hamujących nie specyficznie ciała dzia-
łające w odczynie HaI. Wobec tego, że w tkan-
kach zwierząt mogą współistnieć obok wirusa
takie niespecyficzne czynniki hamujące hemaglu-
tynację 1ak i czynniki hamujące odczyn HaI wy-
wołany przez surowice- odpornościowe próba he-
maglutynacji wykonywana pTzy pomocy płynów
tkankowych (w badanych przypadkach płynów
otrzymanych po odwirowaniu zawiesiny tkanki
mózgowej) nie może dać rzeczywistego obrazu
ilości wirusa w badanej tkance. Trudności te
całkowicie omija metoda posiewu materiału bada-
nego na jedenastodniowe zarodki kurze. Dzieje
się to przede wszystkim dzięki wysokiej wra'żlri-
wości zarodków na zakażenie wirusem rzekome-
go polnoru drobiu oraz dzięki temu, że w płynach
zarodkowych poza cząsteczkami wirusa nie znaj-
dują się, a jeśli znajdfią to w znikomej ilości,
substancje hamujące odczyn Ha.
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Nowsze dane
Zagadnienie brucelozy, jej należytego rozpoz-

nawania, zulalczania, leczenia i zapobiegania
nadal absorbuje licznych naukowców całego
świata. Ze względu na to, że i u nas w kraju
wiele osób interesuje się tą zoonozą, postanowi-
łem podać do wiadomości ogółu lekarzy wetery-
narii kilka interesujących danych o brucelozie.

B ru c eI oz a u b uh a j ów. Znaczny rozwój
sztucznej inseminacji w ciągu ostatnich lat może
być przyczyną dużego rozprzestrzenienia chorób
zaraźliwych przenoszonych za pośredniciwem
spermy o ile nie zostaną ,zachowane niezbędne
środki ostrożności. Niebezpieczeństwo to jest
spotęgowane przez fakt, że u buhaja schorzenia
te mają często przebieg niewidoczny a rozpozna-
nie ich jest trudne i wymaga badań powtarza-
nych. Jedną z tych chorób jest bruceloza, do
której wielu badaczy nie przywiązywało specjal-
nej wagi, jeśli chodzi o buhaje, uważając, że
nie przedstawia ona w iym wypadku poważniej-
szego niebezpieczeństwa. Ostatnie jednak bada-
nia wyjaśniły nam znaczenie niebezpieczeństwa
istnienia tej choroby u buhajów. Buhaje zara-
żują się brucelozą drogą pokarmową i przez
spojówki; również uszkodzona skóra moszny
może się staó drogą wtargnięcia brucelli, inato-
miast nieuszkodzona skóra tej okolicy nie stano-
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o brucelozie
wi drogi zakażenia. Do przyczyn usposabiają-
cych do zarażenia brucelozą należą niedobory
elementów śladowych i nadmierne odżywianie
paszami białkowymi. Przyjmuje się na ogoł, że
buhaj jest mniej wrażliwy na zakażenie bruce-
1ozą, jak krowa. Hadley i Osborn wyka-
zali, że buhaje mogą przebywać przez wiele lat
w stadzie zakażonym brucelozą, nie ulegając
zarażenil, Obserwacje Lucasa i jego współ-
pracowników potwierdzają również rzadkość za,
każenia brucelozą u buhajów. Natomiast B e n-
dixen i Blom podali przypadek poważnego
zakażenia w ośrodku sztucznego unasieniania
buhajów, które stykaly się z krowami zakażony,
mi brucelozą.Brochart i Paraf wykazali,
że żakażenie buhajów na stacjach sztucznego' unasieniania następuje w większości przypadków
za pośrednictwem zakażonej krowy - probierki,
ale możliwe jest też zakażenie buhaja od buhaja,

Bruceloza umiejscawia się u buhaja w jednym,
w kilku lub we wszystkich narządach płciowych,
jak jądra, przyjądrza, bańki nasieniowodów, pę-
cherzyki nasienne. Najczęściej jednak spotyka
się zapalenie pęcherzyków nasiennych; zapa|e-
nia jąder są rzad,sze, ptzeważnie odranl wystę-
pują pod postacią przewlekłą ze stwardnieniem
i przerostem jednego lub obu jąder. Klinicznie


