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Bada n ie mleka w oborze zakazonej brucelozą w świetle
wynikow serologicznych krwi
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W końcowym etapie zwalczania brucelozy u bydła
stosuje się zazwyczaj coraz bardziej swoiste i czułe
metody Tozpozna:wcze bez względu na ich koszt i trud-
ności techniczne, gć!.yż przypadków jest coraz mniej,
a znaczenie możliwie najbardzie j wszechstronne j
diagnozy wzrasta. Także w naszych warunkach kra-
jowych można iuż zaobserwować taką tendencje
uwidaczniającą się np. w serodiagnostyce, Zwiększa
się ilośó stosowanych odczynów serologicznych, ale
niekiedy również i on,e zawodzą (2, 76, 23, 24), Z tego
względu w przyszłości stosowane będą w szersz),nl
niż dotąd zakresie także badania bakteriologiczne.

Z własnej praktyki kazuistycznej wiadomo, że ptzy
badaniu przypadków brucelozy stwierdzonej klinicz-
nie na podstawie wywiadu, stosując odpowiedni ze-
staw podłoży uzyskuje się znaczny odsetek poz'ytyw,-
nego rozpoznania sięgający 460lr: (4). Ponieważ prócz
narządów rodnych krowy, wymię posiada także wy-
biórczą wrażliwość i podatnośó na zakażenie, diate-
go mleko pochodzące od krów zakażonych często za-
wiera brucele i może być źródłem rozprzestrzenianir
się choroby. Badanie mleka w tym kierunku jest więc
jak najbardziej celowe.

Postanowiono przekonać się czy te same podłoża
i metody hodowli,
badaniu płodów i
badania mleka. Z
bakteriologiczne m

ższe tym wyż-
zeń bioIogicz-
takie lub inne
twa. wahania

miana rrleka są tak samo spotykane, jak wahania
miana krwi. Siewstwo przy brucelozie rnoże być stałe
albo trwać bardzo krótko. Dla przykładu. autorzy no-
tolr,:]i pr-ypadki edy krowa tylko 1 dzień wydalała
z mlekiem taką ilość bruceli, którą już można bylo
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rvykryć. Autorzy podają też, że np. Houdżn.óre stwier-
dził u krowy siewstwo z mlekiem w 7 lat po poro-
nieniu.

a poświęcono wiele
alnej zależności wy-
llo w mleku od do-
ji gruczołu mleczne-

go, jak wynika z dostępnej nam literatury, nie zosta-
ło szerzej naświetlone. Wiadomo jest bowiem, że przy
mastżtźs istnieje zwiększona możliwość przenikania
z krwioobiegu do mleka m. in, specyficznych przeciw-
ciał, i że zdaniem niektórych autorów (5) w ocenie
wyników badania serologicznego mleka przydatne
jest r,ozpoznanie ewentrralnego stanu zapalnego gru-
czołu-. Postanowiono więc badać też m]eko na zawar-
tość leukocytów i obecność najczęściej spotykanych
bakterii chorobotwórczych dla wymienia, jako miaro-
dajnych wskaźników stanu sekrecji w5-mienia.

Materiał i metody
Kompleksowe badania wykonano dwukrotnie lv

odstępie półrocznym. Materiałem do badań było mleko
i krew krów znajdujących się w oborze szczegółowo
przez nas obserwowanej od 1959 r, (20). W oborze tej,
wolnej od gruźlicy, wybuchły w okresie obserwac.ii
dwie fale poronień na tle potwierdzonej laborato-
ryjnie brucelozy. Pierwsza fala dotknęła 22 krów,
l.;tóre poroniły, a miała miejsce przed 6 laty w sto-
sun}<u do obecnie opisanych badań, druga dotyczyła
9 poronień, które wvstąpiły na l<ilka miesięcy przed
rozpoczęciem t'ych badań. W oborze - w okresie obec-
nych badań - przebywało nadal kilka krów, które
poroniły w czasie pierwszego wybuchu brucelozy. W
oborze tej zgodnie z przepisami dokon;,,wano także
szczepień S-19.

Wykonano następujące badania mleka: 1) bakterio-
Iogiczne na brucelozę (4), 2) bakteriologiczne rLa ma-
stitis 1s,21), 3) serologiczne na brucelozę (9), 4) biólo-
giczne na brucelozę (11), 5) cytologiczne na mastitis
(21), 6) kliniczne na mastżtżs (21), a ponadto 7) serolo-
giczne badanie krwi na brucelozę: a) aglutynacją (9,

19), b) odczynem wiązania dopełniacza (I0, 22).

D,o badania bakteriologicznego próby mleka wiro-
wano, ze śmietanki i osadu sporządzono preparaty
mikroskopowe, barwione następnie metodą Kozłow-
skiego, Poszczególne próby mleka (w ilości ok. 10 ml)
wlewano do pożywki namnażającej (90 ml) o składzie:
bulion z LOio glukozy oraz fioletem goryczki i zielenią
malachitową w stęźeniach ustalonych eksperymen-
talnie. Namnażanie w t. + 37o trwało 96 godzin - po
czym wysiewano materiał A 3 oczka ezy na: a) agar
ziemniaczany z 2ok gliceryny, b) agar krwawy z 107o
krwi końskiej, Wszystkie podłoża były skontrolowane
na zdolnośc wzrostu bruceli (szczepu terenowego i
S-19). Posiane płytki (2 komplety) inkubowano w t.
-F 37o w warunkach tlenowych i beztlenowych ptzez
9 dni, kontrolując wzrost kolonii bakteryjnych ma-
kroskopowo, mikroskopowo i serologicznie (aglutyna-
cj ą).

Zbadano w ten sposób w pierwszej serii 46 krów,
w clrugiej tylko wybrane, tj. te, które na podstawie
w5 ników serii pierwszej wykazały najbardziej typowe
reakcje serologiczne charakterystyczne dla zakaże-
nia, względnie reakcje wzbudzające silne podejrzenie
o zakażenie. Łącznie przebadano 279 prób mleka z
poszczegÓlnych Ćwiartek wymienia.
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Wyniki
Na podstaw,ie badania serologicznego krwi

oceniono zgodnie z pl,zviątym schematem (19),
że 22 któw reaguie tvpowo dla zakażenia bru-
celozą, 3 krowy są silnie podeirz,ane a zakaże-
nie, 5 krów reaguie iak po szrczepie,niu S-19,
a 16 reaguie ujemnie.

W pr,eparatach mikroskopowych i posiewa,ch
bakteriologicznych mleka w żadnym wvpaidku
brucełi nie wVkazano. Z mlekiem 4 krów za-
każonych, wvbr,anych losowo, wvkonano próbę
biologiczną. W iednym przypadk,u zaszczepiona
świnka morska wvkazała po 6 tygodniach do-
datni odczyn aglutvnacyjny (1:200). Sekcyinie
i hodowlanie u zaszczep,i,onych śrłrinek bruce-
lozv nie wyk,azano.

Badania serologiczne mleka w,-1kazały -rv oparciu o komentarz Hżlla (7), że w 67 pró-
bach u 18 krów znaidowały się aglutyniny §vy-
kazano duże różnlicó w wvsot<bśc1 mian;"wiki-
zuiące bruce
Wśród 17 szt
lowicą dla z
nei mi cii po

zać ścisłego związku między chroni,czną względ-
nie podkliniczną formą zapalenia gruczołu
mlecznego i obecnością specvficznych dla bru-
celozy aglutyni,n w mleku (poz. 4 i 6 tab. 1 )
u krów zakażonyc]n,

Zwiększoną ilość komórek w mleku wyka-
zano u 29 krów, w tym u !4 z_akażonych bruce-
lozą. w grupie tei obeimu,iącei krowv z róż-

*) Badania klinicztre wykonał dI Ił. Grajewski.

Tab. 1. Wyniki badania serologicznego mleka i krwi
gruczołu

nymi formami stanów zapalnvch,"1,,yrnienia (bez
clstrych przvpadków- klinicznvch) aglutyniny
w mleku wykazano tylko u 10 krów. U 9 z nich
badanie serologiczne krwi wskazywało na za-
każenie, u jednej na reakcję poszczepienną.
Na uwagę z,asługuie fakt, że u B krów uzna-
lrych za zakażone, pomimo braku iakichkol-
wiek zaburzeń w obrębie gruczołu mlecznego,
wykazano obec,ność aglutvni,n w mleku.
z kolei u 5 krów równleż uztnanych za zaka-
żone pomimo stwierdzanych cvtologicznie
znłczrlych odchyleń od normy a rnawet kli,nicz-
nych zmian w m]eku i qruczole mlecznvm (3
krowy) w badanym mleku aglutynin nie wy-
i<azano. Ponadto w grup,ie krów zakażornych,
u których stwierdzono stan zapalny obejmrr-
iący ,iednocześnie wszystkie ćwiartki wymie-
nia, aglutvniny wykl,ywano przeważnie (B00/o)

w mnieiszei ilości ćwiartetk. Na 17 ćwi,artek
wymiernia (u 7 krów zatkażonych), rł, którvch
stwierdzono zmiany kliniczne na tle zapalnym,
tylko u 12 z nich wykryto przeeiwciała aglu-
tynuiące; w 5 pozostałych ćw,iarttkach prze-
ciwciał nie wyka,zalno_

Badania powtórne, przeprowadzone u 24
kró.v po upływie 6 miesięcy od pierrłrszego ba-
dania, wykazały stosunkowo znaczną stałość
utrzymywania się aglutyniLrr w mleku w po-
szczegóInvch ćwiartkach wvmlienia. Mianowi-
cie, u 19 krów w obu balda,nliach aglutvninv
rvykazano w tych samych ćwiartkach wymie-
nia danei krowv, ,natomiast u 6 krów odchy-
Ienia w obtr kierunkach. Nalezv z,aznac.zyć,
ze badania powtórne wykazały u dwu krów za-
każonvch, rLr którvch w pierwsz\rm badaniu
próbv serołogiczne z mlekiem wvpadłv nega-
tywnie obeclność przeciwciał aglutvntriących:
u iednei w 2 u drugiei w 4 ówiartkach.

Porownując wvniki obu bad,ań w sensie wy-
sokości miana, wy4razano jednak wahania w po^-

ziomie aglutv:niń w mleł<u w zakresie 1-2o
rozcieńczeń,a.

w kierunku brucelozy z uwzględnieniem stanu sekrecji
mlecznego

Badanie mleka

Badania krwi aglutynacją (agl.)
i odczynem wiązania dopełniacza

Ag1. dodatniał)
w co najmniej 1 ćw.

wymienia

Agl. ujemna
we wszystkich ćw.

wymieniarlość
krów Ilość

krów
Iloś ć
krów

l1 l6

Razem lzs

zabllrzer:ia
sekrecji w

co najmniej
l ćw. wym.**)

3

wyniki ujemne

r) miana od 1:12.5 do l:]00 (na jwyŻsze)
*+) stwierdzane eytologicZnic 1rox).

10 19

111
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omówiernie
uwzględniaiąc wielołetnie obserwacje nad

przebiegiem brucelozy w orpisywanei o]ooł:ze
zakażonej, oceniia się pozytvwnie przede
wszystkim zespół metod służących do badan]ia
serologicznego krwi. Stanowisko to zrnajduie
pośrednie potwierdzenie w nied,awrlo oLpubli-
kowanych badaniach Rżckarda (15), ktorv po-
sługiwał srię poidobn\rm zestawem testów do te-
go jaki z,astosowano w n]asze,i pracy, oraz
w pracy Nicolettź'ego i wsp., (l4) którzv w oce-
nie różrrrych meto,d diagnostVczrrrych stosowa-
nych przv bruce,I,ozie, za ,n]aibardziej wartoś-
ciowy w swoirch warunkach pracy uznali od-
czyn wiązania dopełnialcz,a.

Przeprowadzone pTzez nas badanie seroło-
giczrre mleka wykaz,ało we wszystkich przv-
padkach pozvtywne wvniki w agltrtyniacii mle-
ka u tych krów, u których badanie serołogicz-
ne krwi wvpadło dodat,nio. O podobnvch $y-
nikach ,pisz,e Dżernhofer (5), którv stwierdza,
ze rrigdv nie sLpotka} pozytvwnei agtrutvnacii
z mlekiem, a negatyrłmej aglutynacji z suro-
wicą, dość często natomiast obserwował sto-
su,nki odwrotne.

Często ptzy pozytyw,nym miianie aglutyna-
cyjnym w §urowicy, w mlek,u rliie stwi,erdza
się aglutynin w żadne,i z 4 ćwilartek. Wg Trau-
mo i. wsp. (I7) zdarza się to u 7-120lo krów,
Dżernhofer (5), podaje ].0-307o, w rraszych ba-
daniach analÓgiczne wyniki uzyślano u 320lo

krów zakażornych. w grupie krów re,aguiąpych
tak iak po szczepieniu S-19 wy,iątki,em
1 krowy - nie wykażano w mleku agltrtvnin.
Szybkie mian aglutynacyjnych
w mleku e o[< 3 miesięcy od datv
szczepieni ywali m,in. Wżlkousa (I8),
Traum i wsp. (l7). Biirkź (1) podaje, ze po
szczerpieniu S-19 aglutyniny w mleku utrzu-
muj' się dłużei niŻ 3 miesiąc,e, a u ołr. 9%

szczepione§o pogłowia laglutyniny w mlel<u nie
pojawiaią się w ogóle.

Podkreślana ptzez Dźernhofero (5) i inrrych
okotriczność (którą rr,ależałoby uwzględnić przy
interepletacii wyrr,ików), że ptzv stanie zapal-
nym gruczołu mlecznego następur'e zwiększo,ne
przenikanie białek, a więc m. ,in. przeciwciał
z krwi do mlek,a rlle zna\azło w naszvch wa-
runkach pełnego potwierdzernia, z ż^azyvacze-
niem, że nie było w badanym przez r'as mate-
riale przypa]dków ostrego zapalelnia wymienia.
lMianowiclie, w grupie 25 krów reagującvch
w badaniu serol,ogicznym krwi tvpowo dla
zakażenila, u 5 sztuk, pornimo stwierdzonych
zaburzeń w obrębie gruczołu mlecznego stwier-
dzanych cytologicznie, \a ponadto w 3
przypadkach klinicznie), aglutvrriln w mleku
nie wykazano w zadnei ćwiartce. I odwrotnie
u 17 krów zakażonycłl, aglutvninv w mlel<u
występowały zarówno przy stanie zapra|nym
wymienia (9 krów), .iak i bez stanu zapalnego
(B krów). Porladto wydaie się c,iel<awe to, że

I74

w grupie krów zakażonych, u których wyka-
zano zabutzenia sekrecji w obrębie całego grtr-
czołu mleczrlego, iaglutyniny w mldktr !vy§tę-
powaĘ na ogół nie we wszystkich ćwiarfkach.

Z wielu prac wynika, że badania bakterio-
Iogiczne mlei<a na brucelozę rnają stosunkowo
dużą wartość. Opinii tei ,nie negu,jemy pornimo
uiemnyrch rezultatów tegoz badania w naszych
warunkach placy, nię ,pozwalaiącvch na zasto-
sowanie pełnego zestawtl p,o,dłoży. Chodzi tu
przede wszystkim o wartości,owe pociłoże Kuz-
das,a i Morse'a, ,nieosiągalne z uwagi na bratk
odpowiedrlich odczvnrrików ll.^a rynku kraio-
wyffi, która to okoliczność u, konsekwencii
ogranicza możliwości diagnostyrzne praco,Wni.
Poniewaz stosowane przez nas podłożra dawał5,
dobre wyniki przy b,adaniu inrrvch mlateriałów
(np. łożysko od roniących krów), uzyskane ne-
gatvwne y7ynik,i w l,-adaniu biakteriologicznym
mleka wskaztrią na szczególne trudności
ciiagnostyczne w odniesrieniu dcl tego właśnlie
materiału oraz zawodno,ść loa,dań tego typu
lv warunka,ch prac,ovrni rozpoznawczei.

Wnioski
Kontrolując uzyskane wyniki z wieloletnimi

własnymi obserwaciami epńzootyczrlymi, po-
czynionymi w oborze zakażonej brucelozą do-
chodzi się do wniosku, że w ptzypadku jedno-
razowego badania pogłow,ia zakażonego, ,naj-
bardZiei wartosciowe rozpoznanie zapewniaią
o,dczyny serotrogiczne krwi. Natomiast iedrro-
razowe badanie serologiczne mldJ<a, które zre-
sztą można przeprowadzić tylko,Lł krów rnlecz-
nych, wvdaie się mniei miarodairne w diagno-
styce indywidualnych krów.

Badanie bakteriologiczne mleka - w Wa-
runkach iakie opisano - zawodzl Stąd przed
pracowniarni rozpozmawczyrni WZHW staie
potrz,eb,a - wobec trudności w zaopatrzeniu
ustalenia na dro,dze eksperymentalnei naiod-
powi.edniejszego zestawu podłożv przydatnvch
cio wykrywani,a bruceli w mleku.

Nie stwierdzono uchwytrrei zalezności mię-
dzv występowand,em agl,utvnirr w mleku,a chro-
niczną względnie pcd}<litniczną formą zlapalenia
gtuczołu mlecznego.
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KRYSTYNA MALTK

Zastąpienie u gronkowcow proby na koagulazę odczynem
ag lutynacji w postaci grudek

Woj ewóclzka Sta cj a sanitaIno-Epidemiotogiczna w Krakowie
Dyrektor Stacji: doc. dr M. BILEK

Od dawna stwierdzono , że szczepy gronkowców wy-
osobnione z przypadków chorobowych, wytwarzają kil-
ka czynników z:wiązanych z ich potencjalną chorobo-
twóroz,Ńcią. Do tych czynnilrów należy hemolizyna, treu-
kocydyna, fibrynolizyna, enterotoksyna, koagulaza itp.
Już w 1903 r. Loeb stwierdził, że grorrkowce wyosob-
nione z przypadków chor,obowych, a następnie inkubo-
wane w plazmie powodują jej krzepnięcie. Również
Mtłch (190B) zauważył, że gronkowce zanurzone w plaz-
mie natychmiast powodują wytworzenie się agregatów
grudkowo-kłaczkowych. Champ an (lg +4), or az H almam
(1961) uważają wytwarzanie koagulazy za kryterium
chotobotwórczości gronkowców. Cadnes Graues
i wsp. (1943) ustalili, że gronkowce w-ytwarzają 2 po-
stacie koagulazy, a to koagulazę zwlązaną, którą moż-
na wykryć za pomocą metody szkiełkowej (,,slide
test"), oraz koagulazę wolną, którą można wykryć me-
todą próbówkową, Obie koagulazy są tą samą substan-
cją białkową, tóżnią się tylko mechanizmem działania.
Koagulaza związana działa bezpośrednio na fibrynogen
(niekto,rych zwietząl) i powoduje natychmiast zlepianie
się (clumping) drobnoustrojów. Natomiast wolna ko-
agll7aza działa na protrombinę (niektórych zwierząt)
zmieniając ją na substancję tro,mbino podobną. Akty-
wator (protrombina) dla wolnej koagulazy gronkow-
ców występuje tylko w plazmie 1udzkiej i w plazmie
zwierzęcej królika, konia, Na działanie związanej ko-
agu,lazy najbardziej wrażliwa jest plazma człowieka,
króLika, psa, oraz myszy, średnio wrażliwa plazmą p6-
chodzenia krowiego i końskiego, a plazma barania
i świnki morskiej jest całkowicie niewrażliwa,

Celem ninieiszej pracy iest stwierdzenie, czy
lnożn]a zastą,pić odczyn ko,agulazy wykonanei
metodą proibówkową odczynem aglutynacji
grudkowo-kłaczkującei w plazmie ludzkiej
cytrynianowei i w plazmie króliczei.

Materiał i metodv
Materiałem do badań były szczepy gronkowców zło-

cistych i szczepy gronkowców białych wyosobnione
z artykułów żywności pocho,dzących z przypadków
zatruć pokarmowy.ch i z artykułów żywności pocho-
dzących z obrotul, przysyłanych do zbadan,ia do Woje-
wódzkiej Stacji Sanitarno-Epidemiologicznej w Kra-
kowie, w celu oceny przydatności do spożycia,

Ogólem przebadano 750 szczepów gronkowców
w tym 500 szczepów gronkowców złocistych koagu-
lazo-dodatnich i 250 szczepów gronkowców białych
koagulazo-ujemnych. Wyizolowane szczepy pochodzi-
ły z artykułów żywności, a mianowicie mleka i prze-
twonów mlecznych, mięsa i przetworów mięsnych,
przetworów cukierniczych, ryb ]i przetworów rybnych.
Materiiał do badań wysiewano na płynną pożywkę na-
mnażającą i po 48-godzinnym okresie inkubacji w 37o
przesiewano na pożywkę stałą Chapmana. Po 48 go-
dzinach inkubacji w 37c na pożywce tej zaobserwo-
wano wzrost kolonii o,krągłych, wypukłych, nieprzej-
rzystych, o gładkiej błyszczącej powierzchni, o zabar-
wieniu przejściowym od koloru białego do żółtozło-
cistego. Kolonie gronkowców przesiewano następnie

na płytkę agarową z dodatkiem 57o krwi baraniej
w cetu znaczenia hemolizy, barwnika, jak również
w celu oagulazę. odczyn na
koagula 24 godzinnej, w ten
sposób, króliczą w stosunku
1:5wr NaCIirozcieńczoną
plazmę ludzką cytrynianową w stosunku 1:25 w bu-
iionie zwyczajnym i w roztworze fizjologicznym NaC1
w stosunku 1:5 rozlewano jałowo do probówek
o średnicy 1 cm w ilości 0,5 ml. i rozcierano w nich

(1954) tłumaczą obecnośc'ą czynnika kłaczkującego
(.,clumping facior") powcdującego wytrącenie się fi-
brynogenu na powierzchni komórki drobnoustro,ju.
Rozmaz na drugim szkiełku podstawowym barwiono
metodą Grama, w ce]u potwierdzenia obecności
gronkowców.

wynil<i badań i ich omówienie

Otrzymane wyniki przedstawiono w tabeli
1i2.

Jak widzimy z polwższych danych gronkow-
ce złociste \Mykazują dodatni odczyn pnobówko-
wy na koagulazę wo]ną w 1009o przy lżyciu

l11


