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Badania nad odczynami alergicznymi w chorobie obrzekowej
i krwiotocznym zapaleniu jelit u prosiat,
l. Chemiczne i immunologiczne badania poréwnawcze wyciagéw
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Sciany jelit prosigt zdrowych i chorych na chorobe obrzekowa
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Duza réznorodno$¢ okreslen podawana przez
roznych autoréw odnoszgca sie do schorzen
przewodu pokarmowego na tle paleczki okrez-
nicy u prosigt, stwarza konieczno$é wyjasnie-
nia na nwstepie jaki schemat podziatu koliba-
kterioz prosiat bedzie uzywany w niniejszej
pracy. Ogdlnie przyjmuje sie ze schorzenia
przewodu pokarmowego na tle E. coli okre-
$lane sg ogoélnym terminem kolibakteriozy.
Szczegblowa nomenklatura jak krwiotoczne
zapalenie zotgdka i jelit, choroba obrzekowa,
okreslaja poszczegélne formy kliniczne, réz-
nigce sie miedzy sobg przebiegiem i zmianami
anatomo-patologicznymi [2].

Ostatnio coraz szersze grono autoréow przyj-
muje podzial proponowany przez pracownikow
Instytutu w Weybridge, oparty na grupach
wiekowych prosigt, u ktérych najczesciej wy-
stepujg schorzenia przewodu pokarmowego na
tle E. coli. Wedlug tego podzialu wyroéznia sie:

1. Zapalenie jelit bardzo mlodych prosigt,

2. Zapalenie jelit u prosigt w wieku trzech
tygodni,

3. Zapalenie jelit u prosigt po odsadzeniu —
z tg grupg wiekowsa zwigzane sg dwie najcze-
Sciej spotykane formy kolibakteriozy: krwio-
toczne zapalenie zolgdka i jelit, oraz choroba
obrzekowa (niektérzy autorzy uwazajg te dwie
jednostki za odmienne formy kliniczne tego
samego schorzenia — Buxton i Thomlison)

Na og6él autorzy sg zgodni w interpretacji
etiologii kolibakteriozy wystepujacej u dwu
pierwszych grup wiekowych. Fakt chorobo-
tworczego dziatania E. coli wigza sie z bra-
kiem lub obnizeniem poziomu cial odporno-
$ciowych (4, 7).

W tych dwu grupach wiekowych koliba-
kterioza najczesciej manifestuje sie biegunks,
nastepnie w =zaleznoéci od stanu odpornosci
i stopnia zakazenia rozwija sie bakteriemia
prowadzaca do zej$¢ $miertelnych, lub naste-
puje stoniowy powrdt do zdrowia.

Zupelnie odmiennie przedstawia sie prze-
bieg kolibakteriozy wystepujacy u prosigt w
okresie odsadzania. Zaréwno krwiotoczne za-
palenie jelit jak i choroba obrzekowa chara-
kteryzuja sie szybkim przebiegiem. Na ogél
zachorowujq silniejsze sztuki z miotu, przy
czym biegunek raczej nie obserwuje sie. Przy-
padki zachorowan koniczg sie szybkim zej-
Sciem Smiertelnym. Wydaje sie, ze w tym wy-
padku nie mamy do czynienia z obnizeniem
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odporno$ei jak to mialo miejsce w dwu po-
przednich grupach wiekowych. Etiologia cho-
roby obrzekowej stata sie najbardziej kontra-
wersyjnym zagadnieniem w pracach odnoszg-
cych sie do kolibakteriozy wystepujacej u pro-
sigt w wieku odsadzenia.

W chwili obecnej istnieje na ten temat calty
szereg teorii, z ktérych kazda ma swoich zwo-
lennikow 1 przeciwnikéw.

Wystarczy wymieni¢ w duzym skroécie:

»Teorie pokarmowg” wg tej teorii jako czynniki
odpowiedzialne za powstanie choroby obrzekowe] sg:
zaburzenia w metabolizmie, brak lub niedobér posz-
czegblnych witamin, zab®urzenia w ukladzie enzyma-
tycznym. B

Teoria infekcyjna — (Barron i Howell) sugeruje
istnienie wirusa, ktéry przy hipowitaminozie B wy-
woluje chorobe obrzekowsg. Schmid (1955) etiologie
choroby obrzekowej wigze sie z obecno$cig Vibrio coli.
Najwiekszg ilo§é zwolennikéw zyskala sobie teoria
wyjasniajagca powstawanie choroby obrzekowej na
drodze toksemii, Ten poglagd reprezentuje wiekszosc
autoréow angielskich (Gregory 1957, Sojka, Erskine,
Lloyd 1957, Rastegajeva 1957 1 inni). Autorzy ci
uwazaja, ze choroba obrzekowa wywolywana jest
bezposrednim  dzialaniem toksycznych produktéw
wytwarzanvch przez pewien serotyp E. coli, a wiec
jest to kolienterotoksemia. Teoria ta oparta jest na
wynikach do§wiadezen, w ktérych udalo sie auto-
rom wywolaé typowe objawy choroby obrzekowej
przez dozylne iniekcje kultur lub ekstraktéw ba-
kteryjnych patogennych serotypéw E. coli (cyt. wg 5).
Timoney uzyskiwal symptomy choroby obrzekowej
u $§win, ktérym wprowadzal dozylnie plyn z nad
osadu tre§ci jelit prosiat padiych na to schorzenie.
Autor ten wyniki swoich do$wiadczehA podsumowuje
jako toksemie wyvwolang dzialaniem toksyn powsta-
tych w $cianie jelit, lub wprowadzonych z pokar-
mem. Lemke, Bellis, Hirsch w 1957 r. wysuwajg
hipoteze, ze choroba obrzekowa na charakter szoku
anafilaktycznego. Buxton i Thomlison (1961) ozna-
czyli w teScie aglutynacji antyglobulinowej przeciw-
ciala nie aglutynacyjne wspblne dla sevotypéw
E. coli 0138, 08, 0141, Autorzy ci przyjeli hipoteze
ze polisacharydy E. coli dzialajg jako anafilakto-
geny. Organizm prosiat ciggle stykajac sie z E. coli,
resorbuje nroprzez uklad siateczkowo-§roédblonkowy
nolisacharvdv i w odpowiedzi wytwarza przeciwciala.
W ten sroséb uczulony organizm przy zetknieciu sic
ze zn=aczna iloscig E. coli w okresie odsadzania —
reaguje szokiem uczuleniowym. Buxton i Thomlison
(1962) wvrzeprowadzili doéwiadczenia na $winkach
morskich wywolujac syptomy przedtuzonego szoku
anafilaktyczneso pndobne do stwierdzanych w cho-
robie obr7ekowei. Swinki morskie byly uczulane do-
zvlnie 1vb  dootrrewnowo antvserum zawierajacym
przeciweciata dla E. coli Q138 i 0139. Wprowadzenie
do przewodu pokarmowesgo polisacharyddéw E. coli
wywolvwalo obinwy szoku u uczulonych $winek
morskich.

Espervments Stersona (1960) wvkazaly, Ze bardzo
mate ilo§ci nnlisacharyvdéw sa zdolne do stymulo-
wania przeciwcial powodujgeych uczulenie,
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Szereg innych autoréw, jak Erdos, Hirst, Szabo
(1957) Ryn Pan Yeh (1958) na podstawie badan histo-
patologicznych naczyn wlosowatych i wezt6éw chlon-
nych =z przypadkéw choroby obrzekowej sugerujg
tto alergiczne. Thus i Hess w 1956 roku dla wyja-
$nienia etiologii choroby obrzekowej zaproponowali
termin ,,alimentary allergy”. W $wietle tych hipotez
dziatanie toksycznych produktéw E. coli wywoluje
W pierwszym stadiuvm stan uczulenia, nastepstwem
czego moze byt szok, w przeciwienstwie do zwolen-
nikéw teorii toksycznych, ktérzy uwazajg ze choroba
obrzekowa Jest wynikiem bezposredniego dzialania
toksyn E. coli na organizm prosigt (cyt. wg 5).

Wobec bezpornych faktéow, ze zaréwno cho-
roba obrzekowa jak i krwiotoczne zapalenie
zoladka jelit przebiega z udzialem B-hemoli-
tycznych szezepdw E. coli i proces chorobowy
dotyczy gltownie jelit, w badaniach wtasnych
podjeto probe wyjasnienia mechanizmu od-
dziatywania E. coli na przewdd pokarmowy
w procesie rozwoju krwiotocznego zapalenia
jelit i choroby obrzekowej. W pierwszym
etapie badan starano sie odpowiedzie¢ na na-
stepujace pytania: 1) czy istnieja rdéznice w
sktadzie bialkowym wyciggdw z jelit prosiat
zdrowych i padlych na chorobe obrzekows,
2) czy wyciagi jelit zdrowych i chorobowo
zmienionych rdinig sie wlasciwosciami immu-
nologicznymi w reakcjach aglutynacji, precy-
pitacji i hemaglutynacji ze szczepami B-hemo-
lityeznymi E. coli, 3) czy w jelitach chorobo-
wo zmienionych wystepujg substancje mogace
byeé przyczyng powodujaca powstanie zaburzen
hemodynamicznych w obrebie przewodu po-
karmowego w przebiegu choroby obrzekowej.

W celu znalezienia odpowiedzi na posta-
wione pytania, przeprowadzono badania po-
rownawcze z wyciagdéw jelit prosigt zdrowych
1 padltych mna chorobe obrzekowsg i krwioto-
czne zapalenie jelit. W tym celu okreslono
poziom biatka catkowitego w wyciagach, wy-
konano elektroforeze bibulowg i immunoele-
ktroforeze w agarze, chromatografie bibulows,
aglutynacje i hemaglutynacje z antygenami
E. coli, odczyn Schultza-Dala na uczulonych
macicach i jelitach $winek morskich, oraz na
jelitach prosiat, jak réowniez odezyn Prausnitz-
Kiistnera na skérze swinek morskich.

Material i metody

Wszystkie wymienione w zaloZeniach badania prze-
prowadzone byly z uzyciem wyciagéw z jelit pro-
siat i §wiA Kklinicznie zdrowych i prosigt padlych na
chorobe obrzekowa lub krwiotoczne zapalenie jelit
(w dalszym ciggu pracy dla wyciggdéw z jelit zwie-
rzat Klinicznie zdrowych uZzywane bedy okre§lenia
wyciagi ,zdrowe” dla wyciggéw z jelit poghodza-
cych z materialu sekeyjnego przypadkéw choroby
obrzekowej i krwiotocznego zapalenia jelit przyjmuje
sie symbol wyciagi ,,chore”). Jelita ,,zdrowe” w iloSci
26 pochodzily ze §win ubojowych jak réwniez od pro-
sigt do$wiadczalnych zdrowych w wieku 8—10 ty-
godni. Jelita ,,chore” w iloSci 35 sztuk pochodzily ze
sztuk do§wiadczalnych, padlych na jedna z wyzej
wymienionych form koelibakteriozy, jak rb6wniez =z
materialu sekcyjnego otrzymanego =z gospodarstw
PGR 1 z WZHW — Warszawa.

Do badan uzyto jelit z wyraznymi zmianami ana-
tomo-patologicznymi. Rozpoznanie opierano na wy-
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nikach sekcji 1 posiewach bakteriologicznych (brano
jelita z ktorych wyhodowano czyste kultury B-hem.
E. coli). Do badan uzyto jelit cienkich, grubych, dna
zotgdka 1 $luzu ze $éwiatta jelit cienkich. Material
przechowywano w zamrazarce przy —30°C Ilub
liofilizowano.

Przygotowandie wyciggbw

Okreflone wagowo iloSci liofilizatéw bgdZz jelit
$wiezych, homogenizowano nastepnie zawieszano w
roztworze fizjologicznym, wodzie destylowanej Iub
buforze fosforanowym. Zawiesine pozostawiano w
temp. +4°C na okres 12 godzin mastepnie wirowano
przy 10—15 tys. obrotéw. Zbierano plyn znad osadu,
sgczono go przez bibulty filtracyjne i wykonywano
posiewy bakteriologiczne. Biatko catkowite okredlano
w wyciggach metoda biuretowa rozdzial frakeji
biatkowych wykonano metodg elektroforezy bibulo-
wej wg przyjetych zasad. Badanie skladu bialko-
wego przeprowadzonc réwniez w teScie dyfuzyjnym
Ouchterlony i immunoelektroforezie wg Scheidegera
z uzyciem antyserum anty-surowica $win i anty-
gamma-globulina $§wih. Przebadano 10 wyciggdbw 7
jelit ,chorych”. Aglutynacyjng wykonano wg przy-
jetych w bakteriologii zasad z mieszaning réznych
serotypéw B-hem. E. coli. Hemaglutynacje wyko-
nano wg metody podanej przez Sojke i wg metody
opisanej przez Stipkowicza. W  hemaglutynacji
sprawdzono roéwniez po 10 wyciaggéw ,zdrowych”
i ,,chorych”.

Odczyn Schultza-Dala wykonano na macicach i jeli-
tach §winek morskich jak roéwniez ma wycinkach
jelit prosigt do§wiadezalnych uczulajge te wycinki
in wvitro zarbwno wyciagami z jelit jak i antyge-
nami E. coli. Ogdétem wykonano préby na 35 odcin-
kach pochodzgcych od 7 prosiat, oraz ma 50 odcin-
Ikach jelit i macic $§winek morskich.

Odczyn skérny Prausnitz-Kiistera (P-K) wykonano
7z uzyciem wyciggdéw z jelit.(w oryginalnej metodzie
uzywa sie surowicy krwi) (3) Odczyn ten wykonano
w nastepujacy sposéb: w dokladnie wygolong po
obu bokach skore biatej $winki morskiej wstrzy-
kiwano $rodskornie 0,1 ml wyciagu na buforze fo-
sforanowym. Po 24 godzinach mierzono moniuszem
$rednice powstalego odezynu i wstrzykiwano w to
samo miejsce 0,1 ml zawiesiny E. coli (kultury
bulionowe, izawiesine w roztworze fizjologicznym
mieszanine serotypédw, lub poszczegblne serotypy w
zalezno$ci od potrzeb). Préby kontrolne wykonywane
zawsze na tej samej §wince co hadany wyciag sta-
nowily: wyciag ,,zdrowy” +E. coli, samo E. coli, sam
bulion Iub RE. Wyniki odczytywano po 1 godzinie
od chwili podania E. coli. Przykladowo: schemat
przeprowadzonego odczynu przedstawia sie jak na
rycinie 1. W odczynie tym wykonano 41 préb z 26
roznych wycinkéw jelit prosigt zdrowych z miesza-
ning réznych serotypéw E. coli, 55 prob z wyciggami
,chorych” réwmiez z mieszaning serotypéw, 11 wy-
ciggdbw ,,chorych” sprawdzono z mnastepujgcymi se-
rotypami: 0139, 0138, 0141, 08. W tym uktladzie jako
kontrola stuzyly wyciagi z jelit ,zdrowych” z tymi

234l

Ryc. 1. Schemat wykonania testu skdrnego

na §wince morskiej
Oznaczenid:

1 — wycigg badany -+ mieszanina serotypow

2 — wycigg badany + E. coli niehemolizujgce (kontrola)

3 — wycigg badany + serotyp B-hemolityczny

1 — wycigg z jelit ,,zdrowych” - mieszanina serotypow
(kontrola)

5 — tylko mieszanina serotypoéw (kontrola)

6 — wyciag z jelit ,,zdrowych” - serotyp B-hemolityczny
(kontrola).
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samymi serotypami, jak rdéwniez wyciagi ,,chorych”
-+ E. coli nie hemolizujgce — szczepy cielece 1 wy-
hodowane z wymazéw od prosigt.

Przeprowadzono réwniez prébe odezynu odwroco-
nego; w ktoérym mieszanine E. coli podano $roéd-
skornie, a po 24 godzinach wycigg podano do tetnicy
szyjnej w ilosci 2 ml. Wyniki odczytywano po 4 go-
dzinach.

Wyniki

Nalezy podkreslié, ze wszystkie badania
zmierzajace do znalezienia roéznic w skladzie
biatkowym 1 wlasciwosciach immunologicz-
nych wyciagow z jelit ,zdrowych” i choro-
bowo zmienionych nie daly zadawalajgcych
rezultatéw. Rozdziat wyciggow w elektirofo-
rezie, immunoelektroforezie i chromatografii
bibutowej nie wykazal istotnych rdéznic w
skladzie biatkowym poréwnywanych wycia-
gow. Aglutynacja i hemaglutynacja wyciaggdw
z mieszaning roéznych serotypéw B-hemoli-
tycznych E. coli dawala réwne miana w za-
leznosci od stopnia zageszczenia wyciggow,
nie stwierdzono jednak znamiennych ro6znic
miedzy wyciggami jelit ,,zdrowych” i ,,cho-
rych”. Rowniez proby zapisow kimograficz-
nych w reakeji uczuleniowej Schultza-Dala
wykonane na odcinkach jelit swinek morskich
i prosigt nie daty wynikéw znamiennie réz-
nigcych reakcje wyciggow jelit ,,zdrowych”
i ,,chorych” dlatego mie podano w niniejszej
pracy szczegoétowych wynikéw tych badan.

Ciekawie natomiast przedstawiajg sie wy-
niki uzyskane w zmodyfikowanym odczynic
Prausnitz-Kustnera. Testem tym przebadano
ogolem 26 wyciggow z jelit pochodzacych od
prosiat i $win klinicznie zdrowych, oraz 35
wyciggéw z materialu sekcyjnego prosigt pa-
diych w wyniku krwiotocznego zapalenia jelit
i choroby obrzekowej. Pordwnanie wynikow
tych préb z mieszaning serotypéw B-hemoli-
tycznych E. coli (0139, 0138, 0141, O8) przed-
stawia tabela 1.

Tab. 2. Wyniki odezynu w odwrbconym tescie P-K
(S
R g ; 8% |
=5 a NS o .8 on | 2]
HO,SC Rodzaj wyciagu | 8 3= | 29 S8 E g g
prob gePe 18888 8go
< o Q
038 | 0w ad® mas
8 wyciag z jelit | I
w2drowych” | 1,40 1,57 0,17
|
8 wyciag z jelit |
~chorych” 144 2,20 0,76

Wyniki odezynu w odwroéconym tescie Prau-
snitz-Kiistnera (P-K) w ktérym mieszanine
serotypow E. coli podawano $érédskérnie, a po
24 godzinach do tetnicy szyjnej podawano 2
ml wyciggu. Wyniki odczytywano po 4 go-
dzinach do momentu wlewu dotetniczego.
(tab. 2).

Wyniki odczynu w reakeji P~-K miedzy wy-
ciggami jelit z roznych przypadkéw krwio-
tocznego zapalenia jelit i choroby obrzekowej,
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Tab. 1. Por6éwnanie wynik6w w odczynie Prausnitz-
Kiistnera dla wyciggoéw jelit ,,zdrowych” i ,,chorych”
z mieszaning serotypdéw E. coli oraz wynikéw prob

kontrolnych.
[e)
2% g gl
oz :::“f,E"ﬁ’g g a8 |8 w
To$€ | Rodzaj wyeiagu 28 EBwg bo B E € g
préb '%“'ﬁg“-’%%g: Ng O
Q
‘o:& BEQ O~a8Eas
al [wyciast z jelit ‘
,,zdrowych” 0.90 1,24 0,34
53 |wyciggi z jelit
»chorych” 0,85 1,82 0.97
préby kontrolne
10 | wycigg z jelit ‘ |
,,zdrowych” E. coli |
niehemolizujgce ‘ 0.81 1,21 0,40
15 |wyciagi z jelit
[ »,chorych” -+E. coli
Iniehemolizujace 0,81 1,21 0,40
*) Wyniki podano w Srednich arytmetycznych.
a poszczegélnymi serotypami E. coli przed-

stawia tabela 3.

Podsumowanie wynikow
i dyskusja

Wyniki uzyskane w odczynie P-K daja
odpowiedZ twierdzgca na postawione w zalo-
zeniach pytania czy w jelitach pochodzacych
z materiatu sekcyjnego sztuk padlych na
krwiotoczne zapalenie jelit i chorobe obrze-
kowg istnieje substancja, ktérej moznaby
przypisa¢ udzial w powstawaniu zaburzen
hemodynamicznych w przewodzie pokarmo-
wym wystepujacych przy tych jednostkach
chorobowych. Poréwnanie wynikéw odezynu
P-K uzyskanego dla wyciagéw jelit ,,zdro-
wych” z wynikami jelit ,,chorych” wskazuje
na prawie trzykrotnie wiekszy odczyn w przy-
padku tych ostatnich. Ten znamienny dodatni
odezyn uzyskiwano z wyciggami jelit ,,cho-
rych” cienkich, grubych, dna zolgdka i $luzu
jelit cienkich. W pracy nie podano wynikoéow
dla poszczegélnych odcinkéw przewodu po-
karmowego, poniewaz w przypadku jelit ,,cho-
rych” wyniki ze wszystkich odcinkow byly
b. zblizone. Fakt ten wskazuje na istnienie
czynnej substancji, silnie reagujacej z anty-
genami patogennych serotypéw E. coli w
obrgbie przewodu pokarmowego. Niemoznosé¢
wykrycia tych substancji w aglutynacji, hema-
glutynacji i odczynie Schultza-Dala nasuwa
przypuszczenie, ze sg to przeciwciala nie
kompietne, nie dajgce sie wykrywaé normal-
nymi metodomi immunologicznymi. Sg to
prawdopodobnie reaginy. O wystepowaniu
reagin powstalych w organizmie pod wply-
wem dziatania E. coli donosi Szilard (1951).
Inni autorzy podkreslajg, ze ,w anafilaksji
czynne sg przeciwciala zwigzane przez tkanki,
a nie Kkrazgce we krwi” (Wilson i Miles)
(cyt. za 3). To ostatnie stwierdzenie wyjasnia w
pewnym stopniu reakcje zachodzace w krwio-
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Tab. 3. Wyniki odcezynu w reakeji P-K miedzy wyciggami z jelit, a poszczegoélnymi serotypami E. coli
;:(?'oc" Serotypy )
o e ey : . ; : coli
Wyeiage 2jetit e g o] T2 Teor)]faenad
A-prosie 3mees. krwioloczne zapalenie Fotqdka ijelit 2 0,_9:7 0,20 o018 930 aro
B-1 roczna swinia. choroba obrrekonwa 2 107 040 a75 058 012
35/29 V67 prosce 7 tyg. enterotoksema 08K 87(8) 2 050 020 025 095 035
91/29v67 7tyg enteroloksemia 08:K 87(8) 2 005 Q20 - q76 Q40
2/31¥67 prosie 94yg.krwioloczne zapalenie zotadka (selit 2 Q40 Q80 - 045 930
19/15X166 proste 7tyg. enterotoksemia 7 o070 060 as0 995 aQ2s
38/9 x1 66 proscg 9¢tyg krmeoloczne zapaleme iolqdia ¢jelit| 2 075 035 a15 a30 (o274
32/10X166 proscg 9¢y9. chorobe obrrekomwa 2 7,40 as50 035 q40 Q50
31/15X1 66 prosie 10lyg O141 K 85ab (8) 8%ab 2 060 2% 065 gso =
12/ 1167 prosce 12¢yg 0139 K 82(8) H4 7 q80 azo = - Q30
3Y 94167 prosce 1{yg 7 a75 035 a’5 030 a25
] Akontrolta

nyceqg jelit zdromych” matercat rzezniany 5 g 40 040 045 047 as50
prosie zdrowe 9tyg 26/10 x1 66 2 055 0,80 Q60 0,70 0,70

Uwaga: )
Wyniki sg Srednig arytmetyczng roznic miedzy odezynem
po 1 godzinie od podania serotypu, a odczynem po 4 go-

dzinach od podania wyciggu, (podane w cecntymetrach).

tocznym zapaleniu jelit czy chorobie obrzeko-
wej umiejscowicne w obrebie przewodu po-
karmowego.

Analizujac wyniki testu P-K wyciggow z
jelit ,,chorych” z poszczegdlnymi serotypami
E. coli (sprawdzono 11 wyciagbébw) z réznych
przypadkéw krwiotocznego zapalenia zoladka
i jelit i choroby obrzekowej z tzterema naj-
czedciej wystepujacymi serotypami: 0139, 0138,
0141, 08. Jako kontroli uzyto wyciagow z jelit
nyzdrowych” z tymi samymi serotypami, oraz
wyciggi ,,chore” z serotypem cielecym E. coli.
Stwierdzono istnienie specyficznej reakeji
miedzy danym wyciggiem i jednym z seroty-
péw E. coli. Zaobserwowano, ze najsilniejsza
reakcja wystepuje miedzy danym wyciggiem,
a serotypem wyhodowanym z tego samego co
wyciag jelita. (tabela 3 — cyfry podkreslone)
Wyniki te dowocdzg istnienia zaleznosci w na-
sileniu odczynu P-K miedzy wyciagiem z jelit
»chorych” a serotypem wystepujacym w da-
nym materiale sekeyjnym. Nalezy podkreslié,
ze dany wycigg reagowal najsilniej z jednym
serotypem, jednak odczyn z pozostalymi se-
rotypami nie byt wyrdwnany, przeciwnie roz-
pieto$¢ wynikdéw jest dos¢ znaczna. Fakt ten
moze nasuwac przypuszczenie, ze w przypadku
wywotlania choroby obrzekowej u danego pro-
siecia braty udzial dwa lub wiecej serotypow
E. coli z wyrazng przewagg jednego np. wy-
cigg zaznaczony literg ,,B” w tabeli 3 najsil-
niej zareagcwatl z serotypem 0139 ale rowniez
serotyp O138 dat stosunkowo duzy odczyn w
porownaniu z pozostalymi, podobnie wycigg
14/15 XI 66 zareagowal z serotypem O8, mozna
przyjac, ze réwniez z O139. Spostrzezenie to
znalazio potwierdzenie w probach biologicz-
nych wykonanych na jelitach $winek mor-
skich i prosigt (zagadnienie to jest przedmio-
tem dalszych badan).

Wyniki uzyskane z roéznymi serotypami dla
wyciggoéw jelit ,zdrowych” byly wyréwnane,
zawarte w granicach 0,40—0,50 cm. Wyzsze

Serutyp ,,reagujacy” podkre$lono.

W rubryce ,,wyciggi z jelit’” podano rozpoznanie Kliniczne
nadestane z materialem oraz serotyp stwicer-
dzony w tym materiale.

sekceyjnym,

wyniki uzyskano w przypadku wyciggu z jelit
prosiecia zdrowego 9 tygodniowego. Mozna
przypuszczaé, ze byto ono uczulone na E. coli
w wiekszym stopniu niz $winie doroste.

Podsumeowujae wyniki uzyskane w tescie
skérnym P-K jako jedynie dostepnej obecnie
metcdzie wykrywania reagin, nalezy podkre-
$li¢, istnienie calego szeregu zastrzezen meto-
dycznych.

1. Odczyn ten wymaga bardzo doktadnego
wykonania iniekcji $rodskérnych z zachowa-
niem aseptycznych warunkow.

2. Obce biatko zawarte w wyciagach wywo-
tuje odczyn pierwotny (mierzony po 24 go-
dzinach od chwili podania wyciggu)

3. Odczyn P-K wymaga obwarowania wy-
nikow szeregiem testow kontrolnych wyko-
nywanych na tych samych swinkach mor-
skich co wycigg kadany.

4. Wyniki odczynu wyciggdéw z jelit ,,cho-
rych” stajg sie miarodajne dopiero przez po-
rownanie wynikéw uzyskanych dla wyciggow
yzdrowych” z mieszaning tych samych sero-
typdéw E. coli, poniewaz istniejg odchylenia w
nasileniu odczynu u poszezegdlnych $&winek
morskich.

5. Mierzenie rozleglosci odczynu jest w
pewnym stopniu subiektywne, poniewaz od-
czyn manifestuje sie jednie nacieczeniem bez-
barwnego plynu tkankowego powodujacym
rozpulchnienie skoéry. Nie stwierdzamy - tu
jednak wyraZnego odgraniczenia konturow od-
czynu od tkanki nie zmienionej (kilkakrotne
pomiary tego samego odczynu wykazaly réz-
nice (¥) 0,1 cm). Uwagi powyzsze odnoszg sie
do odczynu wykonywanego z uzyciem wy-
ciggow z tkanki jelitowej. Oryginalny odczyn
P-K stosowany jest z uzyciem surowic, co
znacznie upraszcza testy kontrolne, poniewaz
nie stwarza tak duzych mozliwosci wystgpie-
nia odczyndéw niespecyficznych, jak to ma
miejsce przy uzyciu wyciggéw z tkankij jelit.
Mimo wielu zastrzezen krytycznych, wydaje
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sie ze test skérny P-K na $winkach morskich
jako stosunkowo latwy i szybki w wykona-
niu nadaje sie do stosowania przy klasyfiko-
waniu form klinicznych kolibakteriozy prosiat.
Daje on odpowiedZ czy dany przypadek prze-
biegal w mechanizmie szoku anafilaktycznego
(alergicznego) z udzialem niekompletnych prze-
ciwcial.

Na podstawie wynikow tego odezynu moze-
my réwniez wywnioskowa¢ jaki serotyp E. coli
dominowal w danym przypadku Kklinicznym.

ZDZISEAW GLINSKI
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Diagnostyka bakteriologiczna zgnilca ztosliwego pszczof

Katedra Epizootiologii Wydzialu Weterynarii WSR w Lublinie
Kierownik: prof. dr ST. KRAUSS

Zgnilec zlogliwy (amerykanski) pszczol na-
lezy do najczesciej spotykanych w Polsce cho-
rob zakaznych czerwiu. Chorobe wywoluje
Bacillus larvae White. W warunkach natural-
nych zarazek jest chorobotwoérezy dla czerwiu
(gtownie 5—6 dniowego), u ktoérego obserwu-
je sie typowe zmiany chorobowe. Wlasciwosci
morfologiczne, biochemiczne i hodowlane Bac.
larvae nie sg na tyle typowe aby mozna bylo
na tej podstawie odrézni¢ ten zarazek od in-
nych laseczek stwierdzonych niejednokrotnie
w przypadkach chorobowych u larw pszcze-
lich. Dotyczy to gtownie Bac. alvei i Bac. plu-
ton (drobnoustrojow izolowanych z przypad-
kow kislicy) oraz laseczek saprofitycznych.

W zwalczaniu zgnilca ztos$liwego pszczdl za-
sadnicze znaczenie ma prawidlowe rozpozna-
nie choroby. Opiera sie ono na badaniach kom-
pleksowych z uwzglednieniem wywiadu epi-
zootycznego, badania pasieki 1 badania labo-
ratoryjnego. Szczegblnie wazne znaczenie w
kompleksie badan posiada to ostatnie, gdyz
inne skladowe rozpoznania dostarczajg raczej
danych subiektywnych, nasuwajgcych jedynie
podejrzenie choroby.

Rozpoznanie laboratoryjne opiera sie glow-
nie na badaniu mikroskopowym ze szczegol-
nym zwréoceniem uwagi na wystepowanie form
wegetatywnych i zarodnikéw. Jednakze w pre-
paratach mikroskopowych nie jest tatwe od-
roznienie endospor Bac. larvae od endospor in-
nych laseczek chorobotworczych dla pszczé?
lub saprofitycznych. Z tego wzgledu dla osta-
tecznego rozpoznania konieczne jest wyosob-
nienie czystej kultury Bac. larvae i identyfi-
kacji szczepu na podstawie wlasciwosei bio-
chemicznych 1 serologicznych. Wyosobnienie
w czystej hodowli tego zarazka jest réwniez
pozadane dla oznaczenia jego lekoopornosci,
co pozwala na stosowanie leczenia sterowane-
go.

W zwigzku z brakiem w polskim pismien-
nictwie opracowan na ten temat, wydawalo sie
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celowe przedstawienie aktualnych metod roz-
poznania laboratoryjnego zgnilca =zlosliwego
pszczol.

Material do posiewow

Do badan laboratoryjaych przesyla sie, z podej-
rzanych o chorobe pni prébki plastréw (o wymia-
rach 10X10 cm) wykazujgce typowe zmiany ana-
tomo-patologiczne. Z ocbumartych komorek czerwiu
wykonuje sie pregaraty mikroskopowe, barwione
alkoholowo-wodnym roztworem fuksyny, 2% roz-
tworem icletu krystalicznego lub 3% roztworem sa-
franiny, celem wykazania obecnosci zarodnikéw.
Dalszemu badaniu poddaje sie jedynie materiat w
ktorym stwierdzono zearodniki., Zawartod¢ 10 do 15
komoérek ekstrahuje sie jalowym roztworem 0,85%
NaCl przez 2 godziny. Mozna réwniez rozetrze¢ ma-
terial patologiczny w jalowych mozdzierzykach z
0,85% NaCl lub przez wytrzasanie w buteleczkach
z peretkami szklanymi. Uzyskany wyciag rozlewa
sie do dwdch probowek, przy czym jedna ogrzewa sie
na lazni wodnej o temp. 75°C przez 30 min. celem
zabicia form wegetatywnych. Wedlug Azuma (1) en-
dospory Bac. larvae sa oporne ma dzialanie tej tem-
peratury. Nastepnie, tak przygotowang zawiesing,
wysiewa sie na odpowiednie podioze celem uzyska-
nia pojedynczych kolonii.

Dla ustalenia Zrédia zakazenia nalezy dodatkowo
przebadaé weze miéd i wosk. Badania te przepro-
wadza sie w oparciu o metode podang przez Kirko-
ra (12). 2 g wosku lub wezy rozpuszcza sie@ w mie-
szaninie zlozonej z 8 g terpentyny 4 2 ml wody o
o temp 75—80°C. Po rozpuszczeniu zawiesine wiruje
sie przy 5000 obr./min. przez 15 min. Badanie miodu
polega mna odparowaniu na lazni wodnej o temp.
75—80°C okolo 40 ml miodu. Uzyskane osady sluzg
do sporzagdzania preparatéw i do posiewbw. Kostecki
i wsp. (informacja ustna) opisali nowe metody ba-
dania wosku przeznaczonego «do produkcji wezy.

Podloza hodowlane

Bac. larvae z powodu swolstych wymagan odzyw-
czych nie ros$nie na zwyklych podiozach hodowla-
nych. Wzrost 1 zarodnikowanie zachodzi najlepiej
w warunkach tlenowych, Zarodniki kietkujg lepiej
w rzakresie mniskich potencjaléw oksydo-redukcey)-
nych. Najwazniejszym  czynnikiem stymulujacym
wzrost laseczki zgnilca zloéliwego pszcz6l  Jest
tiamina (15) i dlatego jest ona dodawana albo w po-
staci czystej, albo jako czynnik zawarty w innych
skiadnikach podioza. Zrodiem tiaminy w podlozu
Whita (28, 29) jest z6itko jaja kurzego, w podiozu
Holsta (9, 10, 11) wycigg z marchwi, a w innych



