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dorosłe podda je się narkozie eterowe j (około
1-1,5 g cteru do narkozy). Jako wyniki do-
datni próbv bioicgicznej przyjmuie się wystą-
pienie typowvch dla zgnilca złośliwego ztniao
anatomo-patoIogicznych, stwierdzenie obec-
ności zarodników w preprgląlr.h mazanych
z obumarlych ]arw pszczelich oraz uzyskanie
z nich czystci hodowli Bac. laruae, Przepro-
wadzenie próby biologicznei na pszczołach jest
jednak ł<łopotllwe i prlacochłonne i dlatego
też nie iest ona stos,owana w rutynorvej dia-
gno,styce.
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Porownanie odczynu immunofluorescencji i metody posiewów
przy wykrywaniu pałeczek duru mysiego

oŚroclek Naukowo-Badawczy Słtrżby ]Meterynaryjnej

Wykry,,,ranie pałeczek rzekomodurolvych za
Pomocą odcz1,1tu. irnmunofluorescencji (if) było
przedmiotem wieiu_ ł;adań (2-g, i1-13). tro-
czątkc,i1,9 rl,, ]atach 1957_62 rv zasadzie WSZyS_
cy autorzy przyjrrlowali że odczyn if może z
pov,uodzeniem zastąpić dotychczasowe klasycz-
ne metody posicrł,ó-uv plz;{ w\zkryr.vaniu pa-
łeczek rzekomcdu13.l4lych. N]owsze prace z tej
dziedzinv a szczególnie praca Michaiłowa i
Persa (B) r,r,,skazują na mniejsze możliwości
użvcia w tynr celu o,dcz\rnu if, ze względu na
powiązania antygenorve w obrębie rodziny
Enterobacterżg.ceae.

\Ą/ dotychczasowych pracach autorzy nie
p,orównali czułości cdczynu if i obecnie stoso-
wanei metod-y posiervów przy wykryi,raniu
pałeczek rze]iomodurowych, zmieszanych z
bakteriami saprofitycznymi. lWiększcść bradań
nad oceną odczynu if prowadzono na jedno-
rodnvch hodorvlach pałeczck rzekomoduro-
wych. Tymczasern w praktyce lab,oratoryjnej
spotyl<ia się bardzo często hodor,vle mieszane,
w których obok pałeczek rzekomodurowych
wyrastają inne bakterie często zupełnie sapTo-
Iityczne. Wzr,ost tych ostatnich może bvć tak
znaczny, że na p,ozywkach stałych zupełnie
nie stwierdza się kolonii pałeczek rzekomo-
durowych, mjmo że w badanym materiale
mogły one występować. Przypadki takie zda-
rzają się szczególnie często przy badaniu ma-
teriału nieświeżego, w którym namnaza sic2
postronna f]ora bakteryina i ,,zagłLlsza" wzrost
bakterii choro botwó r cz,y clt.

w ztł,iązku z tyrn w badaniach własnych

postancrwiono porównać odczyn if i mctodę
posiewów pTzy wyk,rywaniu pałeczek duru
rnysiego, które mieszano w odpowicdnich
ilościach z hodowlami bakterii saprofitycz-
nych namnożonych z próbek mięsa.

Materiał i metody
Do badań użyto:1. Surowicę diagnostyczni1 ptl-

liwalentną ,,HM" ,i grL.lpową ,,OB" dla pałccze.ll
rzekornoduł:owych produkcji Krakowskicj Wytwórni
Surowic i Szczep,io,nek.

2. Antyglcbulinę króIiczą oz,nakowaną (Fluo,rcscein-
conjugated an,,i-rabbit globuIin goat GARy-IrITC])
produkcji Instytutu Surowic i Szczepionek w Pradze
Czeskiej ,,Sevac".

3. Hodow]e 2|-godzinne bakterii z próbck miqsa
namnożone na pożywce z zielenią brylantowi1 po-
chodzące z Laboratorium Weterynaryjne j Insl-le kcji
Sanitarnej (WIS) w Puławach.

4. Nieoznaczo,ny szczep pałeczek duru mysicgo rł,y-
izolowany z próbki mięsa wieprzowego.

Hodowle 24-godzinne z próbek mięsa uznan(| l)rzL:z
Laborator.ium WIS jako nliechorobotwórcze zal<ażar,rl
nieozna,czonym szcze,pem pałeczek duru mys,iego. 'W

zależności od doświadczenia na 1 ml hodowli dIt-
wano określoną liczbę pałeczek od 104 do 10? w for,-
mie zawies,iny w płynie fizjologicznym. zawiesinr;
tę przygototvywalno ze spłuczyn 24-godz,innej hodowli
agarowe j i ustalano gęstość według skali Mc Firr-
]anda. W próbkach hodowli zakażo,nych wykrywano
pałeczki duru mysiego za p,omocą odczy,nu iI ora,z
metody po,siewów. JedLnocześnie dla kontroli mctod
przepr,owadzono ta,kie same badania pewnej liczby
hodowli niezakażo,nych pałeczkami,

Odczyn if nastawiano następująco: robioi,t,o rclz-
m,.7zy ,na szkiełkach podstawowych, utrwalirncl niLd
plłomicniem, zalewano surowicą diagnosty,czną,,TIJVI"
1ttb ,,OB" rozcieńczoną I:4, przctrzymywl\no l)f7,t|,t
ijO min. w komorze w,ilgotlncj, po czym płukano wclrlą
i zalewano ozlnakowaną antyglobuli,ną |<tóliczą tt:ż
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rozcieńczoną 1:4. Po 30 m,inutach przetrzymywanra
w korn,orze wńlgotLnej prreparat płuka,no, dawano nll
niego kroplę zbufo,rowanej gliceryny, rrakrywano
srzkiełkiem ,nakry,wkowyrn i gglądarro w mikroskop,ie
lumlinescencyjnyrn MŁ-2, stosując filtry FC-1-4,
CZC-7-2, BC-82, ,o,kular 5x i obiektyw 90x.

Posiewy pr,zeprowadz,ano według przepisów obo-
wiązujących w laboratoriach WIS. IIo,dow].e na po-
żywce z zielenią brylantową ,i laktozą przesiiewano
na agar z zielenią brylaritową i laktozą oraz na
po,dłoże S,ołtysa. Ko],onie pałeczek Grarn ujemnyclr
,nie ,rozkładające 1aktozy badano za p,orn,ocą prób5,
ser,ologicznej oraz pos,iewano na rzędy barwne cuk-
rów ri alkoholi w kie,runku ,na pałeczki rzekomo-
dur,owe *.

Ogółern nastawi,o,no B doświa,dczeń, z czego lv

doświadozeniach 5-B surowicę ,,OB". W każdym
doświad,ezeniu badarno po 40 hodowli, z których część
była zakażon,a pałeczkarni duru mysiego.

WynLiki uzy,skarre za pornocą odozynu if i rnetod:,
posiewów p,oddano,s.tatysityczinej analiz,ie po,sługując
sdę tes,terrr yz (q7g 10) **.

Wyniki i omówienie
Wyniki ,uzyskane we wszystkich B doświad-

czeniach przedstawione są w tabeli 1.

Tab. 1. Wl,niki 1lzykrywania pałeczek duru
mysiego za pomocą odczynu if i metody posiewów

WartoŚć krytyczna t X' : 3,84.

Jak wynika z tabeii 1 stosując odczyn if
z :użycieyn surowicy ,,HM" udało się zweryfi-
kqwać StaĘst5z,cznie prawdopodob,ieństwo wy_
krywania pałeczek duru rnysiego we wszyst-
kich doświadczeniach z wyjątkiem pierwszego,
w którym było bardzo dużo pałeczek (107 w
w 1 rrr1). W pozostałych doświadczeniach 2-4
wartości testu x2 były mniejsze od wartości
krytycznej 3,B4, a więc mieściły się w grani-
cach statystycznej wiarogodności. Wyniki ba-
dań metodą posiewów zweryfikowano t5rm sa-
myrn testern okazały się gorsze w prz}padku
mniejszej liczby bakterii. Zarówna w doświad-
czeniu 3 jak i 4 wobec Iiczby pałeczek rzędu
104 i 105 w 1 mł wartości testu były większe
od rłartości krytycznej.

Ujemne wyniki oznaczeń uzyskane w do-
świadczeniu 7 i 4 za pomocą odczyny if można

*) Posiewy i odczyty posiewów przeprowadziła lek, wet.
A. Kossakowska (hstytut Wetelynarii - Puławy).*ł) obliczenia statystyczne wykonał dr M. Dąbek (Kate-
dra statystyki Matematycznej UMcs - Lublin).
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próbować tŁuma,czy ć właściw,ością narnrroż one j
flory bakteryjnej do hamowania odczynu łą-
czenia się ,przeciwciał zawartych w surowicy
diagnostyczne,j z pałeczkami duru mysiego.
Ana iza sl<ładu postronnej flory bakteryjnej
w próbkla,ch hodowli wykazała obecność bak-
terii ,z rodziny Pseudolnonadaceae oraz z grv-
py E, colź. Być maże, że te ostlatnie wpływają
ujemnie na powstawan.e odczynu if, z,e wzglę-
du na bliskie antygenowe pokrewieństwo z pa-
łe czkami r zek orn odurow;rmi.

Gorsze fiM}miki w odczynie if uzyskano po-
sługując się sunorwicą grupo\Mą ,,OB" (do-
świadczenia 5-B). D,o grupy tej należy użyty
w bladaniach saczep pałeczek duru mysiego.
W doświadczeniach 6 i 7 worbe,c li,czby pałe-
czek rzędu 106 i 107 wyniki nie dały się zwe-
ryfikować statystycznie (wartość testu 6 i 6,4
wobec wartości krytycznej 3,B4). lWyniki uzy-
skane ptzy użyciu surowicv ,,OB" potwier-
dzają sposrtrzeżenia Haglunda i wsp. (2),
którzy podJkreśl,ali, że przy użyciu przeciwciał
somatycznych ,,O" do identyfikacji pałeczek
<luru mysiego uzyskuje się rwięcej wyników
ujemnych.

W doświadczeniach 3 i 4 z użyciem suro-
wicy ,,HM" do wykrywania 104 i 105 pałeczek
w 1 ml hodowli i w do,świadczeniach 5 z uży-
cierm surowicy ,,OB" d'o wykrywania naj-
większego stężenia tj. 107 pałeczek w 1 mI
uzyskano kilka wyników błędnych, Preparaty
znob,ione z samych hodowli saprofitycznych
zostały uzlnane za zakażane pałeczkami duru
mysiego. Mozn]a w tym przypadku zastosowaĆ
następującą próbę tłumaczenia: albo w Ęch
h,od,owlach_ wystąpiły bakterie mające powią-
zania senologiczne z pałeczkami duru myśego
albo blakterie mające właściwości fluoryzujące
paprzez,wytwarzanie barwników, jąft w przy-
padku rodziny Pseudamonadaceae,

Z przedstawionych badań własinych wynika,
że klasyczne metody wykr;rwania pałeczek
duru mysiego w}T nagające dużo czasu są sto-
sunkowo rlało czułe w polrównaniu d,o odczynu
if. Odczyrr ten z zastoso\Maniem surowicy poli-
u,alentnej ,,HM" rnożna poleció do ońenta-
cyjnej diagnostyki zakażeń produktów spo-
żywczych. Prawdopodobieństwo wykrycia,pa-
łóczek Wzy zas|tosołvaniu o,dczynu if będzie
wzr:astało szcze,góInie w tych przypadkach, w
których ilość pałeczek w zakażonyclt plo-

.duktach (przynajmniej mięsnych) będzie nie-
wieltka lub wystąpią jedno,cześnie sapnofiĘc,zne
bakterie narn,nozone intensywnie. Jak wiado-
mo pałeczki duru mysiego są jedn;rmi z naj-
częście j występtr jących pałeczek rzekolrnoduro-
wych w zakazeniach mięsa i innych produktów
żywnościowych. Prawdopodobnie odczl,n if
mógłby akazać się przydatny przy orientacyj-
nym wykryvvaniu i inrrych pospolity,ch gzcze-
pów pałeczek rzekomodurowych.

Należy więc dążyć do stopniowego -wdraża-

nia tego odczynu d,o praktyki laboratoryjnej,
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RO\{AN BOCHDALEK, JOZEF WASILEWSKI

Zasfosowanie probowek silikonowanych w odczynie hemaglutynacji
(OHA) przy qruźlicy

by wykrywać orienta,cyjnie możIiwe jak nai-
wcześniej zakażenia pro,duktów spożywczych
pałeczkrami rzekorn odur.ołvymi.
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Na wysokość mian w odczynach hemagluty-
nacji (OHA) i hemolizy (OHL), określającvch
poziom przeciwciał w przyp,adkach zrnian
gruźItczych zarórx,no u ludzi jak i u zwierząt,
moze mieć wpływ szeTeg czynników,

Jednym z ważnych kornponentów przv wykon}r-
wanri tych odczynów jest dobór odpowiedniego ant_v-
genu, warunkującego czułość i swoistośó reakcji
(6,8, 13), oraz dobór właściwych adso,rbentórł,:
krwinki różnych gatunków zwierząt, kolodium, kao-
Iin, 1ateks, oraLz k,omórki drokrnoustro jórrr saprofi-
tycznych (Serratża mrLrcescens). Modyfikacja po-
wierzchni krwinek popTzez zmianę ich własności
fizyko-chemicznych przez zastosowanie takich fer-
mentów jak: trypsyna, pepsyna, papaina czy inulina,
oraz adsorbenty o porł,.,ierzchni bardziei jednolite j
pod względem budowy chemicznej rriż krwinki nie
pozo,stają też bez znaczenia. Gęstość zawiesiny krwi-
nek uczulonych stanowi rórvnież ważny element l,v

reakcji hemaglutvnacji. Birn (1) podaje, że obniżenie
koncentracji krrłlinek powodrrje tlrzrost miana. Spo-
sób inaktywac ji surolłlic (fizyczny lub chemicznv),
ich absorbcja, względnie ,iei pominięcie, czas i rł,a-
runki w iakich przeprowadza s,ię uczulanie krrvinek
i wykonuje właściq,v odczyn, oraz rrII ołynów bufo-
rowych decydują też o wynikach. Wg Sobiechll
i wsp, (9) wysokość miana w OHA zależv od rodzajlt
tuberkuliny, różnvch adsorbentów, krvzinek różnych
gatunków zwierząt. oraz innych często subtelnyeh
różnic natury techniczno-1aboratoryjnej. Odqrvwaia
też rolę różn,ice serologiczne między prątkiem zaka-
żajacym, a pratkiem z ktirego sporzadzono antvgen.
Poziom przeciwciał może być zależny urreszcie od
posfaci schorzenia i stopn,ia zaat,,ansowania zmip.n
(2, 5, 13).

Założeniem niniejszej placy było wykeizanie
ewentualnych różnic w zachowaniu się mian
surowic w OHA wykonywanym w probówkach

Mex<eencxrł E. Cparnute.rrrrraa oqeIIKa MeToAa
rłmmyrroó.rrropeoIIeEIIJI4I{ I{ MeToAa IIoceBoB B Arlar-
riocTr!Ke !Ia.Ęoyer< Salmonella typhimurium.

Vcrartoerł.n7 uro rpe6yroIqlłż urłoro BpeMeHI4 MeToA
KyJIbTIlBT4poBaHŁ,fi flBJIEeTcE c cpaBHeuwm c pearllweit
ltlłlłyHoc}rroopecI]eHI{l]4 Ma,rro IlyBcTBlłTeJIbHEIM. Be-
pofTTrocTL, ycTaHoBJIeHr{ff naJIoI{eK Salmone]la typhi-
mttritrm MeToAoM rlłr"ryHoQnyopecI]eHI{]4rł B03pacTaeT
oco6eHrło TaM rAe Ęa.iloqeK Ir{aJlo.

Mierzeje,,vski J. - The comparison of immunofluo-
rescence test and smear techniques in the Salmonella
typllirntlriunr detection.

Immunof]uoresce,nce test (IF) was cam.pared with
smear technique in Sa]rnonella typhirnurium dete-
ction. It was stated that smear technique ,occupies
a great dea1 of time and is less sensitive th]an IF
test. The probability of Salmonella detection by the
use of IF test with HM serum rvill increase espe-
cially in place,s where there is a small nrr,mber
of Salmonella.

KatedIa Fizjologii zwierząt tr'lr'ydzj.ału Weterynarii wSR
we wrocławiu
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pokrytych emulsją silikonową, czyszczonych
i m5lty61-, wyłącznie w wodzie destylowanej,
oTaZ w Woczie Zwykłej.

Materiał i metody
Badania wykonarro na 100 surowicach bydlęcych,

p,Tzy czym w każdej z nich poaiom hemaglutyniir
oznaczano w 3 różnych rł,ariantacb, OHA wykony-
wano wg rnetody Heina (6) z użyciem krwinek ba-
ranich trypsynowanych tuberkuliną PPD ssaków w
rozcieńczeniu surowic od 1:2 do 1;512. Do badań uży-
to 3 ro,d,zaje probówek. Probówkii czyszczone i myte
w wodzie zwykłej - wariant T; w wodzie destylo-
wanej - waniant IT; oraz hydrofobizowane emulsją
silikonową - wariant III. Probówki przeznaczone do
hydrofobizacji po bardzo starannym oczyszczeniu
i odtłuszczeniu płukano kolejno w wodzie gorącej,
zimnej i destylowanej i wstawiano do suszarki. Po
rvysuszeniu przeprorvadzono silikonowanie ich wew-
nętrznej powierzchni przez kilku - minutową kąpiel
w wodnej emulsii oleju metylo-silikonowego
Aquasil F 33% (TTS) - seria I, oraz w silikonie Do,1v
Corning (DC) 200 Fluid o lepkoścri 350 cP, w 20lo

roztworze toluenowym - seria II. Silikon po na-
niesieniu na hydrofilną wewnętrzną powierzchnię
probówek szklanvch osuszano w temp. pokojowei,
gdzie rozpuszczalnik wyparowywał całkowioie, nie
pozostawiając żadnych zanieczyszezeń powierzchnio-
wo aktywnych. Następnie probćwki umieszczano t,
piecu mlflo\ł-ym na 30 minut w temp. 200oC, ce-
lem vlynrażenia powłoczek silikonowych, co warun-
kowało ich trwałość.

Wyniki badań i omówienie
Zbadano łącznie 1|j0 surowic w 2 seriach i po-

szczególrrych wariantach. Otrzyłrrane miana
kożdej surowicy poró,wn,ano wariantami ze so-

ł 1jI


