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Identyfikacja beztlenowcow zarodnikujgcych wyosobnionych
z przewodu pokarmowego padtego drobiu

7 Wojewodzkiego Zakladu Higieny Weterynaryjnej
w Lublinie
Kierownik: dr TADEUSZ DABROWSKI

Problem schorzen beztlenowcowych ludzi
i zwierzat nabiera w opinii Swiatowej coraz
wiekszego znaczenia. Swiadczy o tym Miedzy-
narodowe Sympozjum w 1963 r. w sprawie
schiorzeh wywolywanych przez beztlenowce,
‘oraz 34 doroczna konferencja Tow. Mikrobiologli
-Stesowanej w Aberystwyth w Anglii w 1964 r.,
poswiecona w przewazajacej swej czesci spra-
wom beztlenowcdw, jak rowniez XXXII Sesja
Miedzynarodowego Biura Epizootycznego w
1964 r., na ktérej miedzy innymi podkresiano
wage drobnoustrojow beztlenowych w pato-
logii zwierzat. '

W $wietle literatury $wiatowej, szczegdlne
znaczenie posiadajg beztlenowcowe schorzenia
przewodu pokarmowego (1, 2, 4, 8, 10, 15, 40,
21), Nasilenie beztlenowcowych zatru¢ pokar-
mowych wydaje sie byé¢ w pewnym stopniu
zwigzane z rozwinieciem na wielkg skale prze-
myslu konserwowego, jak réwniez masowego
stosowania odzywek mineralnych, jako dodatku
‘do pasz dla zwierzat (13). '
~ Ostatnio Panish (20, 21) opisuje u kur schorzenie
“wywolane przez Clostridium perfringens przebiega-
-ja,ce w postaci enteritis mecroticans. Drobnoustrdj
‘wyizolowany z tego przypadku posiadat wszelkie
cechy Clostridium perfringens typu F, opisywanego
przez takich badaczy, jak: Zeissler i Rassfeld-Stern-
berg (27), -Hain (9), Dieckmann (5), Egerton i Wal-
ker (6), Oakley (19) z przypadkow enteritis mecroti-
cans czlowieka. W medycynie ludzkiej powazny
problem stanowig zatrucia pokarmowe wywolywane
przez termooporne szczepy CL perfringens typu A
(12). Dyskusyijng sprawg jest rola tego typu zarazka
w etiologii zatrué pokarmowych i stanow zapalnych
Jjelit zwierzat. Brak w literaturze krajowej do-
niesien dotyczacych roli beztlenowcdéw w  schorze-
‘niach przewodu pokarmowago ptakdéw, jak roéwniez
‘izolacji i typowania tych zarazkéw, skionit autordéw
do podjecia badan w tym Kkierunku.

BADANIA WLASNE

Material ‘i metody
. 1. Izolacja szczepéw. Badaniom poddano szczepy
Clostridium wyizolowane z przewodu pokarmowego
dwoéch padiych kur. Zmiany sekcyjne badanych pta-
k6w przejawialy sie w postaci martwicowego zapa-
lenia’ blony &luzowej dwunastnicy i Jelit cienkich
‘oraz zwyrodnienia watroby. Doktadnym badaniem
- bakteriologicznym nie stwierdzono u nich patogen-
‘nych -~ drobnoustrojéow tlenowych. Roéwniez badania
parazytologiczne daly wynik negatywny. Badania na
obecno&é drobroustrojdow beztlenowych pozwolity na
wyizolowanie w obu przypadkach z tre§ei jelit lase-
czek “Gram-dodatnich, okreélonych poézniej jako CI.
_perfringens. Zawarto§¢ przewodu pokarmowego wy-
siewano na podloze Wrzosek-Tarozzi, a po 5 i 16 godz.
inkubacji dokonywano przesiewébw na podioza aga-
rowe z dodatkiem 5% krwi baranie]. Hodowle prowa-
dzono metoda pyrogallolows (14,22).
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2. Identyfikacja szczepéw. W celu identyfikacji
gatunkowej wyizolowanych szczepéw wykonano
badania morfologiczne wyosobnionych drobnoustro-
jow (barwienie metodg Grama, Ellnera i Burri-
Ginsa) oraz ich kolonii (posiewy na podioza agarowe
z dodatkiem 5% krwi baraniej, koziej, konskiej i kro6-
liczej). Badania wtaéciwosci biochemicznych . obejmo-
waly fermentacje. weglowodandéw: glikozy, laktozy,
sacharozy, maltozy, mannitu i salicyny, rozkiad gli-
kozydu eskuliny, rozpuszczanie zelatyny, oraz Scigeie
mleka. Podloza do badan biochemicznych wykonano
Proby Dbiologiczne przeprowadzano
na &Swinkach morskich szczepionych domig$niowo
dawka 0,5 ml 24-godzinnej hodowli z podloza Wrzo-
sek-Tarozzi. Wilasciwosci letalne szczepdédw okre§lano
przez dozylne wprowadzenie myszkom biatym 0,4 ml
supernatantu odwirowanej, 24-godzinnej hodowli
bulionowej. Poza tym w celu okré§lenia typu zarazka
przeprowadzono szczepienia dozylne ' myszek mie-
szaning toksyn, ze swoistymi surowicami antytok-
sycznymi.

W toku dalszej pracy przeprowadzono analize
antygen6éw toksycznych glownych i pobocznych.
7 gtéwnych, letalnie dziatajacych toksymn, przebadano
toksyne alfa, beta i epsylon.

Toksyne alfa oznaczano in vilro jako lecy-
tynaze przy pomocy odczynu ovolecytynowego wg
Van Heinyngena (11) oraz proby Naglera (18, 25) wy-
konanej metoda plytkowsg i probowkows. Odczyny
te hamowaro swoicie surow.cami antytoksycznymi
typu A i D CIl. perfringens *). Obecnos¢ lecytynazy
w badanych szezepach stwierdzano réwniez na pod-
ctawie badan na $wince morskiej zakazonej do-
mieéniowo dawka 0,5 ml 24-godz. hodowli "bulio-
nowej. Wiasciwosci hemol.tyczne toksyny alfa okre§-
lano wg metodyki podawanej przez Meisla (16) i Van
Heinyngena (11), a jej wiaSciwo§ci nekrotyzujace ba-
dano na &winkach morskich albinosach. Swinkom
tym wstrzykiwano $rédskornie po 0,5 ml odwirowa-
nego filtratu 24-godz. hodowli bulionowej.

Obecno$é toksyny beta w filtratach bada-
nych szezepéw probowano wykryé testem na Swin-
kach morskich albinosach (19).

Toksyne epsylon oznaczano w filtratach
4-dniowych hodowli bulionowych wg metodyki - po-
danej w pracy Barnes i Moon (1) uzywajgc trypsyny
firmy Difco. Trypsynowane hodowle kazdego szczepu
wstrzykiwano dootrzewnowo trzem biatym myszkom.

7 antygenéw toksycznych pobocznych przebadanc
toksyne teta; tcksyne kappa (prokollagenaza);
dezoksyrybonukleaze i hialuronidaze.

Obecnos¢ toksyny teta wykrywano testami
wg Meisla (18) i Van Heinyngena (11). Przeprowa-
dzone zaréwno oddzielan‘e toksyny teta od toksyny
alfa metodg Van Heinyngena, jak réwniez stoso-
wano Pprébe uvaktywn'ania toksyny teta jonami fos-
foranowymi przy rownoczesnej inakiywacji toksyny
alfa.

Toksyne kappa okreflano in vitro testem
z papierem kolagenowym przygotowanym z kola-
genu A ogonow szczurzych metodg Nageotte-Guoyon
(cyt. wg Meisla). In vivo toksyne te wykrywano
proba biologiczng na Swince morskie].

Dezoksyrybonukleaze okreSlano metods
leukocytowa. Rozmazy przygotowywano z leukocyto-

%) 7za otrzymanie w/w surowic autorzy skladajg serdeczne
podziekowanie dr Danucie Rymkiewicz i dr Joézefowi Ko--
chanskiemu.
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wej warstwy krwi kréliczej z heparyng. Odwirowang
toksyne rozcienczano w 0,625 M buforze weronalo-
wym o pf =75 i mieszano a. a. z 0,25% zelatyna
(stabilizator) oraz 0,075 M MgSOs (aktywator). Przy-
gotowane rozmazy umieszczano w 37° na okres 24
godz. w takim roztworze. Kazdorazowo nastawiano
kontrole preparatu w mieszaninie bez toksyny. Pre-
paraty barwiono metodg Pappenheima. Odczyn do-
datni cechowala obecno$¢ w preparacie leukocytow
o zniszczonych jgdrach.

Hialuronidaze oznaczano metodg biolegiczng
na krolikach wg techniki podanej przez Meisla (17).

3. Termorezystencja wyizolowanych szczepéw. Ba-
danie wytrzymalosci na temperature badanych szcze-
poéw wykonanc z 6-dniowymi hodowlami na podiozu
Ellnera (7) sprawdzonymi uprzednio na obecno§é za-
rodnikdéw. Ogrzewanie prowadzono w temperaturze
100° przez 1, 1,5, 2,0, 2,5 i 3,0 godziny. Kazda probke
gwalttownie ochtadzano i w ilo§ci 6 ml posiewano
na podioze Wrzosek-Tarozzi z dodatkiem 1,5 ml 10%
NaHCO; oraz 10% S§wiezej, odwldoknionej krwi ba-
raniej. Podloze to znajdowalo sie w specjalnych pro-
boéwkach o wymiarach 400 X 25 mm. Posiewy inku-
bowano w 37° przez okres 3 tygodni. W przypadku
pojawienia sie wzrostu wykonywano preparaty mi-
kroskopowe i posiewy na agar z krwig w warunkach
tlenowych i beztlenowych.

Wyniki i omdwienie

1. Izolacja szczepéw. Naprzemienne, kolejne
przesiewy na podloza plynne i stale pozwolity
na uzyskanie czystych kultur dwéch szczepoéw
laseczek  beztlenowych, ktére  oznaczono
nr 9478 i nr 9516.

2. Identyfikacja szczepdw. Wstepne hadania
mialy na celu okreslenie przynaleznosci ga-
tunkowej wyizolowanych szczepoéw. Mikrosko-
powo stwierdzono obecno$é laseczek cylin-
drycznych, gramododatnich, posiadajgcych
otoczki, a w pewnych warunkach (podloze wg
Ellnera — 7) produkujgcych zarodniki. Bada-
nia hodowlane przeprowadzono na podtozach
agarowych z dodatkiem 5% krwi réznych zwie-
rzat. Otrzymane wyniki zestawiono w tabeli 1.

Tab. 1. Zachowanie sie wyizo’owanych szczepGw
laseczek beztlenowych na podlozach z krwig
o Wyglagd kolonii i rodzaj hemolizy na agarze
& z krwig:

S ¥
7)) baranig kozig kroéliczg konska
szorstkie
szorstkie emoliz zorstkie ;
D 4 fno a = szorstkie
hemoliza beta staba ]
9478 . - " hemoliza
eta staba hemoliza beta
i alfa*) hemoliza beta
alfa
szorstkie <aba
0516 slabar brak N L ernoliza bral;
hemoliza hemolizy B kemolizy
S alfa
alfa
*) — wok6t kolonii obecne dwie strefy hemolizy, Dblizej

kclonii hemgliza zupelna, na cbwodziec hemoliza typu alfa.

Otrzymane wyniki wskazujg, ze badane
szczepy laseczek beztlenowych dysponujg roz-
nymi hemolizynami w stosunku do krwi roz-
maitych gatunkéw zwierzat. Najpelniejszy
obraz hemolizy uzyskuje sie zasadniczo na po-
zywee z krwig barania. Poza tym stwierdzono,

ze wyoscbnione szczepy roznig sie miedzy so-
bg iloscig i jakoscig hemolizyn.

Pod wzgledem  biochemicznym  badane
szczepy posiadaly cechy charakterystyczne dla
gatunku Clostridium perfringens. Zestawienie
przebadanych wlasciwosci podaje tabela 2.

Tab. 2. Biochemiczne wlagciwo$ci badanych szczepoéw

Szczep

+ | Glikoza
+|Lakhza
+ |+ | Sacharoxa
V| Salicyna
V| Eskulina
+ |+ | Zelatyna

33| Meko»

+| + | Malloza
| 1| Mannit

9478
9516 +
— % #t - 5Zybkie Scigcre mleka i kurczenie skrzepy

+

Jak wynika z tabeli szczepy nr 9478 i nr
9516 nie rdéznily sie miedzy sobg wlasci-
woéciami biochemicznymi. Na uwage zaslu-
guje proba z eskuling, ktéora odgrywa duzg
role w okre$laniu czystosci szczepu. Szczepy
zanieczyszczone paciorkowcami katowymi daja
bowiem z reguly wynik dodatni proby.

Orientacyjne znaczenie dla okre$lania przy-
naleznosci gatunkowej jak i typowej laseczek
beztlenowych, posiada proba biologiczna na
$éwince morskiej. Pozwala ona na stwierdzenie
obecnogci lecytynazy, hemolizyn i toksyny
kappa. W prébie tej badane szczepy zachowy-
waly sie roéznie. Szczep nr 9478 powodowatl
émieré¢ $winek morskich w ciggu 16 godzin
z wytworzeniem zmian anatomo-patologicz-
nych, charakterystycznych dla szczepéw zgo-
rzeli gazowej typu A Cl. perfringens. Obser-
wowano checnosé pecherza ,,odklejonej” skory
ze znaczng depilacjg i martwica w miejscu
iniekcji. Po przecieciu skory stwierdzano bar-
dzo znaczne iloSci zhemolizowanego wysieku
oraz kwasow tluszczowych, bedgcych nastep-
stwem dziatania lecytynazy. Miesnie posiadaty
zmieniong konsystencje i kolor, co $wiadezyto
o obecnosci toksyny kappa. W narzadach we-
wnetrznych — zmian anat.-pat. nie zaobser-
wowano. Szczep nr 9516 nie powodowat
$mierci szczepionych $winek morskich w ciggu
4-dniowej obserwscil. W miejscu iniekeji po-
wstawal jedynie mierny obrzek gazowy, po-.
woli zanikajgey. U zwierzat uspionych na 4-ty
dzieh po zakazeniu na sekeji stwierdzano nie-
znaczng ilo§¢ krwistego, zhemolizowanego wy-
sieku i kuleczek kwaséw tluszezowych. Efektu
driatania toksyny kappa nie obserwowano:
Takze na myszkach szezepy nr 9478 i 9516
zachowywaty §ie roznie. Myszki zakazone ho-
dowlg szezepu nr 9478 padaly zawsze do
dwoch godzin, podezas gdy surowica anty-
toksyezna anty A chronila je od $mierci.
Tego rodzaju wynik $wiadczy o przynalez-
nogei badanego szezepu do typu A. Szczep
nr 9518 nie powodowal $mierci zakazonveh
myvszek. Dokladne okreslenie przynaleznosci
typowej hadanych szczepéw przeprowadzono
w oparciu o analize antygendéw toksycznych,
a uzyskene wyniki zebrano w tabeli 3.
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Tab. 3. Antygeny toksyczne i termorezystencja badanych
szczepOw (W poréwnaniu z danymi z literatury dla typow
A i C Cl. perfringens).

Rodzay anlygenu Toksycznego  |Termorezysiensa
7oksyna £ Alefz]x ¥
(8 31
S| S kS
Typ JSzczep § 2 %\ . . 9. S
RHHERHE R
9 LG |9 & =870k 2 g
s1e| 5|3 |88| g8 8|
9478 A= F | " —
9516 Flel=l=l=l=1=1#]~| # | +
szczepy + +
A 2gorzel gazowe) + il Bl Rl - e P X2 =
szczep: 7
zatrué pokarmowych| T =1 == ) |ewe| () #+
(f_; szczepy niemieckie | —|=]=|=1*]- +

« Sierne [ Warrack (24) 2asceregomya, S2Czepy aawnego typu F do poatypu ypd
Objasnienia: + Wigks205C szczepow wylwaria
#lub~ pewne siceepy wytwarzaja,
(?)  nieliczne szczepy wyhvarzafg
o Zaden szczep nie wylwarza

Na podstawie otrzymanych wynikéw stwier-

dzono réznice jakoSciowe w kompleksie
antygenow  toksycznych pomiedzy szcze-
pem nr 9478 i nr 9516. Szczep nr
9516 zespolem  posiadanych  antygenow

toksycznych, wybitng termorezystencjg oraz
stabg zjadliwo$cig dla $winek morskich
odpowiada najbardziej szczepom zatrué¢ pokar-
mowych typu A. Pewne jednak wlasciwosci,
takie jak: brak wytwarzania toksyny kappa,
toksyny teta i wybitna wytrzymato$¢ na ogrze-
wanie, zblizajg ten szczep do szczepéw typu F.
Od szczepow typu F rézni sie on zasadniczo
tylko brakiem toksyny beta. Brooks i wsp.
(2) donosza jednak, ze wérod szczepéw typu F
znajdowano pewien odsetek (ok. 15%) szcze-
poéw mnie produkujgeych tej toksyny. Drugi
z badanych szczepéw, na podstawie préby
biologicznej na $winkach morskich 1 mysz-
kach, jak i kompletu posiadanych antygenéow
toksycznych, zaszeregowano bez trudu do
typu A grupy zgorzeli gazowej.

Jak wynika z pracy, izolacja drobnoustro-
jow z grupy Clostridium perfringens, a szcze-
golnie szczepow termorezystentnych, zdaje sie
nie przedstawia¢ wiekszych trudnoéci przy za-
stosowaniu metodyki uzywanej przez autoréw.
Okreflanie natomiast przynaleznosci typowej
wyizolowanych szczepéw Cl. perfringens sta-
nowi bardze znaczne trudnosci, szczegélnie
w przypadkach badania szczepdéw o zdegrado-
wanych wlasciwosciach. Wydaje sie, ze brak
doniesien w literaturze krajowej na temat
schorzen beztlenowcowych przewodu pokarmo-
wego zwierzagt nalezy ttumaczyé nieprzygoto-
waniem laboratoriéw weterynaryjnych do tego
rodzaju badan, oraz trudnosciami zwigzanymi
z izolacjg i typowaniem zarazkéw beztleno-
wych z grupy Cl. perfringens.
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Meczennikow Majdanka 42a.
Ileiran 3., BaBxkgesnd K. — HUpentuhukanms CIo-

pPOBLIX aHASPOGOB M30JMPOBAHHBIX M3 KHIIETHIKA
magux Kyp.

ABTOpBI M3OAMPOBANN M3 KHULIEHHMEA Majgyumx KyD
TepMOPE3UCTEHTHRIE LITAMMBI Clostridium perfringens.
TIo pesyabrTaTaM NOAPOOHOTO aHajuM3a TOKCUHECKUX
AHTUCEHOB MICHTU(MUIMPOBAHO OAMH IITaMM Kak CL
perfringens Tum A rpymnna razoBoil raHrpeHsl. JIpy-
roif IITAaMM 1O HEKOTOPLIM IpM3HAKaM (KOMILIEKC
TOKCHMUECKUX AQHTMUIEHOB, GOJBIIAs TEPMOPEIUCTEHINA,
cnabasg BUPYJIEHIMA OJA MODCKMX CBMHOK) OKAa3ascsd
Gombmre Bcero moxox Ha Cl. perfringens Tum A
rpynma  9HTeporokcemmyu. Ho HEKOTOpbIe CBOJICTBA
(oTcyTcTBue TOKCHH ,kappa” m ,teta”, BBICOKai TeEP-
MOPE3MCTEHIINA) JeNaloT 9TO IIOXOXKKM Ha Cl. per-
fringens i F, OT KOTOPOTO DE3KO OTAMIAETCA TOJIb-=
KO OTCyTCTBMEM TOKCMHA ,beta”. Hazo ojHAKO CKa-
3aTb, YTO B JMUTepaType M3BeCTHhI muTaMMpl THna F,
y KOTOpBIX He YCTAHOBJIEHO STOIO TOKCHHA.

ABTOpPBI TPUXOAAT K BBIBOAY, YTO IIPM IIPUMEHAE-
MOl MMM TexHMKe wzoaupoBaHme Oakrepuit Cl. per-
fringens (0coO0eHHO TEPMOPE3UCTEHTHBIX IIITAMMOB)
He IpejacTaBJAeTcA TPYAHBIM. 3aT0 WAEHTUUKRALMA
mosnyyennblx mrammoB Cl perfringens, ocoGeHHO Ipu
nerpajamyM HEKOTOPBIX WX CBOMCTB, ObIBaeT CBA3AHA
¢ BoJblIMMY TPYHNHOCTAMINI.

Cygan Z., Wawrzkiewicz K. — The identification of
anaerobic spores isolated from the alimentary tract
of dead poultiry.

The authors isolated, from the alimentary tract
of dead chickens, heat-resistant strains of Clostri-
dium perfringens. On the basis of detailed analysis
of toxic antigens of the strains isolated, one was
identified as belonging to type A of the group ga-
seous gangrene. A second strain, a group of the
toxic antigens with extreme thermoresistance and
weak toxicity on guinea-pigs, was most similar to
the variant of food poiscning type A. Certain pro-
perties, however, such as: absence of formation
of Kapp’s toxin, theta toxin, and extreme heat-
resistance, made the strain similar to strain F. It
was essentially different to strains of type F only
in the absence of beta toxin. From the literature,
it can be seen, however, that among strains of type
F there is a certain proportion of strains where this
toxin has not been found. As is shown in these
investigations, the isolation of microorganism of
the group Clostridium perfringens and especially the
thermoresistant strains, appears to present no great
difficulties when the authors’ method is used. The
determination of the types of the strains isolated
of Clostridium perfringens is, however, very difficult,
especially if the investigations concern strains with
degraded properties.
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Rok XXI1

Cygan Z., Wawrzkiewicz K. — L’identification
d’anaérobies sporulantes éliminées des voles digesti-
ves des volailles péries.

Les auteurs éliminérent des souches de Clostridium
perfringens thermorésistantes des voies digestives de
poules péries. L’analyse détailleé des antigénes
toxiques des souches isolées démontra une souche
du type A de l'oedéeme gazeux. Une deuziéme souche
répondait par l'ensemble des antigénes toxiques, la
thermorésistance importante et la faible virulence
envers les cobayes a la variante des intoxications
alimentaires du type A, mais certaines particularités,
comme le manque de la production de la toxine

JERZY WISNIEWSKI *

- alpha? (de Kapp?), beta et la résistance trés marquée

au chaffage rapprochait cette souche au type F. Elle
se distinguait pourtant de ces souches par le manque
de la toxine beta, La littérature démontre, qu’il existe
un pourcent de souches du type F, chez lesquelles
cette toxine n’a pas été constatée,

Les recherches démontrérent que lisolation de
microorganismes du groupe Clostridium perfringens,
et surtout des souches thermorésistantes ne semble
pas présenter de grandes difficultées si on emploie la
méthode appliquée par les auteurs. La typisation des
souches isolées de Clostridium perfringens est cepen-
dant difficille, surtout quand on examine les souches
aux particularités dégradée.

Badania nad wzrostem przeciwciat zobojetniajacych
po uodpornianiu bydfa réznymi dawkami tréjwalentnej
szczepionki p/pryszczycowe;

Z Laboratorium Wirusologii Zwierzecej w Lionie
Dyrektor: prof. dr FELIKS LUCAM

Odpowiedzig wustroju na  wprowadzenie
szczepionki p/pryszezycowej jest pojawienie sie
w surowicy przeciwcial zobojetniajacych.
Ilosciowg ich oceneg okresla sie réznymi meto-
dami w seroneutralizacji, a mianowicie: na
$winkach morskich, na oseskach mysich (cyt.
wg 11), na bydle (3), na hodowli nablonka je-
zykowego (1, 4) na hodowli komoérek nerko-
wych w tescie barwnym (15, 16) oraz, od cza-
su wprowadzenia hodowli tkankowej, w jedno-
warstwowych hodowlach komérek nerkowych
(6, 7, 8, 12, 13, 14, 18, 19).

Celem niniejszej pracy bylo wustalenie mo-
mentu pojawiania sie przeciweial zobojetnia-
jacych w surowicy zwierzat uodpornionych
craz iloSciowe okreslenie ich miana dla trzech
typéw wirusa, w okresie trzech tygodni od
uodpornienia bydta przeciwpryszezycowsy
szczepionky trojwalentng produkeji fancuskiej.

Materiat i metody

Zwierzeta. Do do$wiadezenia uzyto 18 sztuk bydla
pochodzacego z departamentu Finistére, wolnego od

pryszczycy, gdzie nie przeprowadza sie szczepien
przeciwpryszczycowych.
Szczepionki. Zwierzeta uodporniono tréjwalentng

przeciwpryszczycows szczepionks saponinowsg, pocho-
dzacg z dwoch zakladéw produkeyjnych. 10 ml dawka
uodporniajgca dla bydla zawierata po 0,3 g wirusa
kazdego typu, adsorbowanego na wodorotlenku glinu.
Kazda seria szczepionki uodporniono 9 sztuk bydta,
szczepige po 3 krowy dawkami 13, 4, i 1,2 ml szcze-
pionki.

Surowica. Surowice pochodzgce od zwierzat uod-
pgrnionych szczepionka Nr 1 badano 5-krotnie:
pierwszy raz przed szczepieniem, a nastepnie w 3, 7,
14 i 21 dniu po szczepieniu. Surowice zwierzat uod-
pornionych szczepionka nr 2 ze wzgledéw technicz-
nych badano 1 raz w 21 dni po podaniu szczepionki.
Surowica po odwirowaniu byla zamrozona, przed ba-
daniem inaktywowana w 56° przez 30 minut, a na-
stepnie rozcieficzana w plynie odZzywezym przy
wspoélczynniku rozcieficzenia 2.

*) Lek. wet. Jerzy Wisnlewski adiunkt Zaktadu Prysz-
czycy Instytutu Weterynarii w Zdunskiej Woli przebywat
na 6-miesiecznym stazu naukowym we Francji.

Wirus. Do odczynu seroneutralizacji uzyto 3 typdéw
wirusa pryszczycy O, A i C namnozonych w hodowli
komoérek nerkowych i przechowywanych w ampul-
kach w temp. 70°.

Hodowlg tkankowa. Do badah uzyto hodowli komo-
rek nerki cielecia, 4-7-dniowych, przygotowanych wg
ogblnie przyjetych zasad. Plyn odzywczy stanowil
hydrolizat kazeiny i roztwér Hanksa 2z dodatkiem
5—10% surowicy cielecej i antybiotykow.

Seroneutralizacja. Mieszaniny wirus-surowica przy-
gotowywano przez zmieszanie 1 ml badanych rozcien-
czen surowicy z réwng objetoScig wirusa zawieraja-
cego ca 500 TCID;/ml. Mieszaniny te przetrzymy-
wano 1 godz. w cieplarce w 37°, a nastepnie dawka
0,2 ml inokulowano hodowle uzywajac po 5 proboéwek
na kazde rozcienczenie. Wyniki odczytywano po 48-
godz. przebywaniu probéwek w aparacie rotacyjnym
w cieplarce. Miana surowic obliczano przy uzyciu
metody 50°% dawki neutralizujgcej wg wzoru Reeda
i Muencha.

Wyniki

Szczepionka nr 1.

1. Poziom przeciwciat w surowicy bydla przed
szczepieniem.

Sposr6d badanych 9 surowic, u 3 zwierzat stwier-
dzono nieznaczng moc seroneutralizacji dla jednego
z 3 typoéw wirusa nie przekraczajaca 0,3 log. DNs..
W pozostalych surowicach nie stwierdzono obecno$ci
przeciwcial zobojetniajgcych, kadZz jedynie ich $lady.
Tak wiec wszystkie zwierzeta okazaly sie w pelni
wrazliwe na wirus pryszczycy.

2. Poziom przeciwcial w surowicy uodpornionego
bydla w 3 dni po szczepieniu.

Juz w 3 dni po szczepieniu w surowicy 5 zwierzat
stwierdzono wzrost miana przeciwcial zobojetniajg-
cych csiggajagcy najwyzsza wartos$é 0,64—0,66 log.
DN, dla wirusa typu O. Nalezy zauwazy¢é, ze wiek-
szo$¢ zwierzat wykazujgca wzrost miana seroneutra-
lizacji posiadala §lady przeciwcial juz przed szcze-
pieniem.

3. Poziom przeciweial w surowicy uodpornionego
bydia w 7 dni po szczepieniu,

W 7 dni po szczepieniu stwierdzono obecno$é prze-
ciweial dla 3 typoéw wirusa u wszystkich uodpornio-
nych zwierzat. Jedynie w 1 surowicy pochodzacej od
krowy uodpornionej najmniejszg ‘dawka szczepionki
brak bylo jeszcze przeciwcial dla wirusa typu A.
Najwieksze miana sercneutralizacji przekraczajgce
niekiedy warto$é 1 log. stwierdzano u zwierzat uod-
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