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doroste poddaje sie narkozie eterowej (okolo
1—1,5 g eteru do narkozy). Jako wyniki do-
datni préby kiologicznej przyjmuje sie wysta-
pienie typowych dla zgnilca zlosliwego zmian
anztomo-patologicznych, stwierdzenie obec-
nosci zarodnikéw w preparatach mazanych
z obumarlych larw pszczelich oraz uzyskanie
z nich czystej hodowli Bac. larvae. Przepro-
wadzenie proby biologicznej na pszczolach jest
jednak Kklopotliwe i pracochtonne i dlatego
tez nie jest ona stosowana w rutynowej dia-
gnostyce.
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Poréwnanie odczynu immunofluorescencji i metody posiewdw
przy wykrywaniu pateczek duru mysiego

Ofredek Nauvkewo-Badawcezy Sluzby Weterynaryjnej

Wykrywanie paleczek rzekomodurowych za
pomocyg cdezynu immunofluorescencji (if) byto
przedmiotem wielu badan (2—9, 11—13). Po-
czatlkkewo w latach 1957—62 w zasadzie wszys-
cy autorzy przyjmowali Ze odczyn if moze z
powodzeniem zastapi¢ dotychczasowe klasycz-
ne metody posiewéw przy wykrywaniu pa-
teczek rzekomcdurowych. Nowsze prace z tej
dziedziny a szczegdlnie praca Michajlowa i
Persa (8) weskazuja na mnicjsze mozliwosci
uzycia w tym celu odczynu if, ze wzgledu na
powigzania antygenowe w obrebie rodziny
Enterobacteriaceae.

W  dotychczasowych pracach autorzy nie
porownali czulogei cdezynu if i obecnie stoso-
wanej metody posiewow przy wykrywaniu
pateczek rzekomodurowych, zmieszanych z
bakteriami saprofitycznymi. Wiekszoéé badan
nad oceng odczynu if prowadzono na jedno-
rocdnych hodowlach pateczek  rzekomoduro-
wych. Tymczasem w praktyce laboratoryjnej
spotyka sie bardzo czesto hodowle mieszane,
w ktérych obok pateczek rzekomodurowych
wyrastajg inne bakterie czesto zupelnie sapro-
fityczne. Wzrost tych ostatnich moze byé tak
znaczny, ze na pozywkach stalych zupelnie
nie stwierdza sie kolonii paleczek rzekomo-
durowych, mimo ze w badanym materiale
mogly one wystepowac. Przypadki takie zda-
rzaja sie szczegdlnie czgsto przy badaniu ma-
teriatu nieSwiezego, w Lktérym namnaza sie
postronna flora bakteryjna i ,,zaglusza” wzrost
bakterii chorobotworczych.

W zwigzku z tym w badaniach wlasnych

postanowiono porownaé odezyn if 1 metodg

posiewow przy wykrywaniu pateczek duru
mysiego, ktore mieszano w odpowicdnich
ilosciach z hodowlami bakterii saprofitycz-

nych namnozonych z probek migsa.

Material i metody
Do badan uzyto: 1. Surowic¢ diagnostyczng po-
liwalentng ,,HM” i grupowyg ,OB” dla pateczek

rzekomodurowych produkcji Krakowskicj Wylworni
Surowic i Szczepionek.

2. Antyglobuline krolicza oznakowansa (Fluorcscein-
conjugated anti-rabbit globulin goat GARy-T'ITC)
produkcji Instytutu Surowic i Szczepionek w Pradze
Czeskiej ,,Sevac”.

3. Hodowle 24-godzinne bakterii z probek miesa
namnozone na pozywce z zielenig brylantows po-
chodzace z Laboratorium Weterynaryjnej Inspekeji
Sanitarnej (WIS) w Putawach.

4. Nieoznaczony szczep pateczek duru mysicgo wy-
izolowany z probki miesa wieprzowego.

Hodowle 24-godzinne z prébek miesa uznanc przez
Laboratorium WIS jako niechorobotwércze zakazano
nieoznaczonym szczepem palteczek duru mysiego. W
zaleznosci od do$wiadczenia na 1 ml hodowli da-
wano okreslong liczbe pateczek od 10* do 107 w for-
mie zawiesiny w ptynie fizjologicznym. Zawiesine
te przygotowywano ze spluczyn 24-godzinnej hodowli
agarowej i ustalano gesto$é wediug skali Mce Far-
landa. W probkach hodowli zakazonych wykrywano
pateczki duru mysiego za pomocg odczynu if oraz
metody posiewdw. Jednocze§nie dla kontroli metod
przeprowadzono takie same badania pewnej liczby
hodowli niezakazonych pateczkami.

Odczyn if nastawiano nastepujaco: robiono Toz-
mazy na szkielkach podstawowych, utrwalano nad
ptomieniem, zalewano surowica diagnostyczng ,,IIM”
lub ,,OB” rozciericzonyg 1:4, przelrzymywano przez
30 min. w komorze wilgotnej, po czym plukano wodg
i zalewano ozmakowang antyglobuling kroliczy tez
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rozcieficzong 1:4. Po 30 minutach przetrzymywania
w komorze wilgotnej preparat plukano, dawano na
niego krople zbuforowanej gliceryny, mnakrywano
szkielkiem mnakrywkowym i ogladano w mikroskopie
luminescencyjnym ME-2, stosujgc filiry FC-1-4,
CZC-7-2, BC-82, okular 5x i obiektyw 90x.

Posiewy przeprowadzano wedlug przepisdw obo-
wigzujgcych w laboratoriach WIS. Hodowle na po-
zywee z zielenig brylantowsg i laktozg przesiewano
na agar z izielenig brylantowg i laktoza oraz na
podloze Soltysa. Kolonie pateczek Gram ujemnych
nie rozkladajgce laktozy badano za pomocg proby
serologicznej oraz posiewano na rzedy barwne cuk-
ré6w d alkoholi w kierunku na paleczki rzekomo-
durowe *.

Ogélem mastawiono 8§ doswiadczen,
dos$wiadezeniach 1—4 uzyto surowice ,HM” a w
doswiadezeniach 5—8 surowice ,,OB”. W kazdym
doéwiadezeniu badano po 40 hodowli, z ktérych cze§é
byla zakazona pateczkami duru mysiego.

Wyniki uzyskane za pomocg odczynu if i metody
posiewéw poddano statystycznej analizie postugujac
sie testem x2 (wg 10) **.

Z Cczego W

Wyniki i oméwienie
Wyniki uzyskane we wszystkich 8 do$wiad-
czeniach przedstawione sg w tabeli 1.

Tab. 1. Wyniki wykrywania pateczek duru
mysiego za pomocag odczynu if i metody posiewow
g | Wynik dodatni
~ | . | N |odczynem if| met. posiewéw
B | o | X ==
Suro- . A | >
wica | & E 8 E E | o ; 7
"g N3] 23 ) E | E’ x E ? x
el S| B £ = | % B = | B
Z | alg | B A H| 2 [ & E b
1|mf a0|22|15|—| 6|22 —=] 0
aMe | 2 | 107 40 | 40 | 40 | - 0|40 | — | 0
" 3 | 10% 40| 18 | 14 6 | 0,4 12 6
4 |10/ 40 |21 11| 3|327 7 ~ | 14
: ; gadl S === L =
5 |10 40‘17‘16}30,3 14 3
OB* 6 | 105/ 4012216 | — |6 21 1
” 7 110°/40 |20 | 12| — |64 | 19 | — |1,
8 |10*/40 2020 — |0 20 —_ 0

Warto$é krytyczna t X® = 3,84.

Jak wynika z tabeli 1 stosujac odczyn if
z uzyciem surowicy ,,HM” udalo sie zweryfi-
kowa¢ statystycznie prawdopodobienstwo wy-
krywania pateczek duru mysiego we wszyst-
kich do$wiadczeniach z wyjatkiem pierwszego,
w ktorym bylo bardzo duzo pateczek (107 w
w 1 ml). W pozostatych doswiadczeniach 2—4
wartosci testu x2 byly mniejsze od wartosci
krytycznej 3,84, a wiec miescily sie w grani-
cach statystycznej wiarogodnosci. Wyniki ba-
dann metoda posiewdw zweryfikowano tym sa-
mym testem okazaly sie gorsze w przypadku
mniejszej liczby bakterii. Zaréwno w do$wiad-
czeniu 3 jak i 4 wobec liczby pateczek rzedu
10* i 10° w 1 ml wartosci testu byly wieksze
od whartosci krytycznej.

Ujemne wyniki oznaczen uzyskane w do-
swiadczeniu 1 i 4 za pomocg odczynuy if mozna

*) Posiewy i odezyty posiewdw przeprowadzita lek. wet.
A. Kossakowska (Instytut Weterynarii — Putawy).

**) Obliczenia statystyczne wykonat dr M. Dagbek (Kate-
dra Statystyki Matematycznej UMCS — Lublin).
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probowaé tlumaczyé wlasciwoscia namnozonej
flory bakteryjnej do hamowania odczynu la-
czenia sie przeciwcial zawartych w surowicy
diagnostycznej z pateczkami duru mysiego.
Analiza skladu postronnej flory bakteryjnej
w prébkiach hodowli wykazala obecnoé¢ bak-
terii z rodziny Pseudomonadaceae oraz z gru-
py E. coli. By¢ moze, ze te ostatnie wplywajg
ujemnie na powstawanie odczynu if, ze wzgle-
du na bliskie antygenowe pokrewienstwo z pa-
teczkami rzekomodurowymi.

Gorsze wyniki w odczynie if uzyskano po-
stugujgc sie surowicg grupowg ,OB” (do-
$wiadezenia 5—38). Do grupy tej nalezy uzyty
w badaniach szczep pateczek duru mysiego.
W dos$wiadczeniach 6 i 7 wobec liczby pate-
czek rzedu 109 i 107 wyniki nie daty sie zwe-
ryfikowaé statystycznie (wartosé¢ testu 6 i 6,4
wobec wartosci krytycznej 3,84). Wyniki uzy-
skane przy uzyciu surowicy ,,OB” potwier-
dzaja spostrzezemia Haglunda i wsp. (2),
ktorzy podkreslali, ze przy uzyciu przeciwcial
somatycznych ,,0” do identyfikacji paleczek
duru mysiego uzyskuje sie wiecej wynikow
ujemnych.

W doswiadczeniach 3 i 4 z uzyciem suro-
wicy ,,HM” do wykrywania 10¢ i 105 paleczek
w 1 ml hodowli i w do$wiadczeniach 5 z uzy-
ciem surowicy ,OB” do wykrywania naj-
wiekszego stezenia tj. 107 pateczek w 1 ml
uzyskano kilka wynikdéw blednych. Preparaty
zrobione z samych hodowli saprofitycznych
zostaly uznane za zakazone paleczkami duru
mysiego. Mozna w tym przypadku zastosowaé
nastepujacg prébe tlumaczenia: albo w tych
hodowlach wystapity bakterie majgce powia-
zania serologiczne z paleczkami duru mysiego
albo bakterie majace wtasciwosci fluoryzujace
poprzez wytwarzanie barwnikéw, jak w przy-
padku rodziny Pseudomonadaceae.

7 przedstawionych badan whasnych wynika,
ze klasyczne metody wykrywania pateczek
duru mysiego wymagajace duzo czasu sg sto-
sunkowo malo czute w poréwnaniu do odczynu
if. Odczyn ten z zastosowaniem surowicy poli-
walentnej ,,HM” mozna poleci¢ do orienta.-
cyjnej diagnostyki zakazen produktow spo-
zywcezych. Prawdopodobienstwo wykrycia pa-
leczek przy zastosowaniu odczynu if bedzie
wzrastalo szczegdlnie w tych przypadkach, w
ktorych ilosé pateczek w zakazonych pro-

+ duktach (przynajmniej miesnych) bedzie nie-

wielka lub wystgpig jednocze$nie saprofityczne
bakterie namnozone intensywnie. Jak wiado-
mo paleczki duru mysiego sg jednymi z naj-
czesciej wystepujacych paleczek rzekomoduro-
wych w zakazeniach miesa i innych produktow
zywnoéciowych. Prawdopodobnie odeczyn if
mogltby okazaé sie przydatny przy orientacyj-
nym wykrywaniu i innych pospolitych szcze-
pow pateczek rzekomodurowych.

Nalezy wiec dgzyé do stopniowego wdraza-
nia tego odezynu do praktyki laboratoryjnej,
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by wykrywa¢ orientacyjnie mozliwe jak naj-
weczesniej zakazenia produktow spozywcezych
pateczkami rzekomodurowymi.
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Mexkeescku E. CpaRpHMTEIBRHAA OIEHKAa METoJa
HMMYHOQIIOPECHEHUINMHM M METOXAd IIOCEBOB B JMArl-
HOCTMKE mnanodexk Salmonella typhimurium.

Yeranoeuay 9T0 TPeSYHOIIMII MHOTO BPEMEHy METO
KyJNBTUBYPOBAHEMA ABJAETCS € CPaBHEHMM ¢ peakiiuei]
IMMMYHOCIIOOPECIIEHIINM  MaJl0 YYBCTBUTENLHBIM, Be-
POATHOCTL yCTaHOBJEHMs mnajoderk Salmonella typhi-
murium MeTozoM WMMYHOMIYOPECLEHIIMM BO3pacTacT
0cOBEHHO TaM Tjie MAJINYEK MAaJIo.

Mierzejewski J. — The comparison of immunofluo-
rescence test and smear techniques in the Salmonella
typbimurium detection.

Immunofluorescence test (IF) was campared with
smear technique in Salmonella typhimurium dete-
ction. It was stated that smear technique occupies
a great deal of time and is less sensitive thian IF
test. The probability of Salmonella detection by the
use of IF test with HM serum will increase espe-
cially in places where there is a small number
of Salmaonella.

Zastosowanie probdéwek silikonowanych w odczynie hemaglutynacji
(OHA) przy gruzlicy

Katedra Epizootiologii Wydzialu Weterynarii WSR

we Wroclawiu
Kierownik: prof. dr T. SOBIECH

Na wysokoé¢ mian w odczynach hemagluty-
nacji (OHA) i hemolizy (OHL), okre$lajacych
poziom przeciwciat w przypadkach zmian
gruzliczych zaréwno u ludzi jak i u zwierzat,
moze mie¢ wplyw szereg czynnikdéw.

Jednym =z waznych komponentéw przy wykony-
wani tych odczyndéw jest dobér odpowiedniego anty-
genu, warunkujacego czulos¢é i1 swoistosé reakeji
(6, 8, 13), oraz dobdér wlaciwych adsorbentéw:
krwinki réznych gatunkéw zwierzat, kolodium, kao-
lin, lateks, oraz komoérki drobnoustrojéw saprofi-
tycznych (Serratia marcescens). Modyfikacia po-
wierzchni krwinek poprzez zmiane ich wtasnosci
fizyko-chemiczanych przez =zastosowanie takich fer-
mentéw jak: trypsyna, pepsyna, papaina czy inulina,
oraz adsorbenty o powierzchni bardziej jednolitej
pod wzgledem budowy chemicznej niz krwinki nie
pozostaja tez bez znaczenia. Gesto$¢ zawiesiny krwi-
nek uczulonych stanowi réwniez wazny element w
reakcji hemaglutynacji. Birn (1) podaje, ze obnizenie
koncentracji krwinek powoduje wrrost miana. Spo-
sOb inaktywacji surowic (fizyezny Iub chemiczny),
ich absorbcja wzglednie jej pominiecie, czas i wa-
runki w jakich przeprowadza sie uczulanie krwinek
i wykonuje witasciwy odczyn, oraz pH vntyndéw bufo-
rowych decyduja tez o wynikach. Wg Sobiechd
i wsp. (9) wysoko§é miana w OHA =zalezy od rodzaju
tuberkuliny, réznyeh adsorbentéw, krwinek roéznych
gatunkdéw zwierzat, oraz innych czesto subtelnych
réznic natury techniczno-laboratoryinej. Odgrywaia
tez role rdézZznice serologiczne miedzy pratkiem zaka-
zajacym, a pratkiem z ktérego sporzadzono antvegen.
Poziom przeciwcial moze byé zalezny wreszcie od
postaci schorzenia 1 stopnia =zaawansowania zmian
(2, 5, 13).

Zalozeniem niniejszej pracy bylo wykazanije
ewentualnych roéznic w zachowaniu sie mian
surowic w OHA wykonywanym w probowkach

Katedra Fizjologii zZwierzgt Wydzialu Weterynarii WSR
we Wroctawiu

Kierownik: prof. dr G. ZALUCKI

pokrytych emulsjg silikonowsg, czyszezonych
i mytych wylacznie w wodzie destylowanej,
oraz w wodzie zwyklej.

Material i metody

Badania wykonano na 100 surowicach bydlecych,
przy czym w kazdej z nich poziom hemaglutynin
oznaczano w 3 roéznych wariantach. OHA wykony-
wano wg metody Heina (6) z uzyciem krwinek ba-
ranich trypsynowanych tuberkuling PPD ssakéw w
rozcienczeniu surowic od 1:2 do 1:512. Do badan uzy-
to 3 rodzaje probéwek. Probéwki czyszczone i myte
w wodzie zwyklej — wariant I, w wodzie destylo-
wanej — wariant IT; oraz hydrofobizowane emulsjag
silikonowyg — wariant III. Prob6wki przeznaczone do
hydrofobizacji po bardzo starannym oczyszczeniu
i odtluszezeniu plukano kolejno w wodzie goracej,
zimnej i destylowanej i wstawiano do suszarki. Po
wysuszeniu przeprowadzono silikonowanie ich wew-
netrznej powierzchni przez kilku — minutowsg kapiel
w wodnej emulsji oleju metylo-silikonowego
Aquasil F 33% (ITS) — seria I, oraz w silikonie Dow
Corning (DC) 200 Fluid o lepkosci 350 cP, w 2%
roztworze toluenowym — seria II. Silikon po na-
niesieniu na hydrofilng wewnetrzng powierzchnie
probowek szklanych osuszano w temp. pokojowed,
gdzie rozpuszezalnik wyparowywal calkowicie, nie
pozostawiajgc zadnych zanieczyszczenn powierzchnio-
wo aktywnych. Nastepnie probéwki umieszczano w
piecu muflowym na 30 minut w temp. 200°C, ce-
lem wynrazenia powtloczek silikonowych, co warun-
kowalo ich trwalosc.

Wyniki

badan i omowienie

Zbadano lgcznie 110 surowic w 2 seriach i po-
szczegblnych wariantach. Otrzymane miana
kozdej surowicy porownano wariantami ze so-
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