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Zalezno$¢ pomiedzy mianem HIl a odpornosciq
u kurczqgt szczepionych szczepionkq L

Z Zakladu Higieny Weterynaryjnej w Kielcach

Ocene odpornosci poszczepiennej w przypad-
ku rzekomego pomoru drobiu (ND) przeprowa-
dza¢ mozna zarowno bezpos$rednio — metoda
zakazenia kontrolnego zjadliwym wirusem ND
(challenge), jak i posrednio — metodami sero-
logicznymi, okreslajac poziom specyficznych
przeciwcial (odezyn seroneutralizacji — SN,
oraz odczyn hamowania hemaglutynacji — HI).

Chociaz zakazenie kontrolne najlepiej cha-
rakteryzuje stan odpornoéci, to jednak wyniki
jego zalezg w znacznym stopniu od uzytego
szczepu zjadliwego, jego dawki i drogi wpro-
wadzenia. Ocene wynikow tego zakazenia kom-
plikuje réwniez konieczno$é wyboru najwlas-
ciwszego Kkryterium odpornosci. Najdawniej i
najpowszechniej stosowane kryterium przezy-
walno$ci wydaje sie by¢ niewstarczajgce, po-
niewaz zakazenie zjadliwym wirusem ND pta-
kéw slabo uodpornionych, mimo braku upad-
kéw czy nawet wyraznych objawdéw chorobo-
wych, moze spowodowa¢d straty gospodarcze na
skutek gorszych przyrostow czy spadku nies-
nosci. Waznym roéwniez problemem jest wyste-
powanie u takich ptakéw okresowego nosiciel-
stwa (i najcze$ciej rowniez siewstwa) czynnika
zakaznego (4, 5). Inne stosowne glownie w pra-
cach badawczych kryteria takie jak brak wi-
remii, odpornoé¢ nablonka drég oddechowych
na zakazenie, odpornos$¢ poszczegdlnych narza-
déw, czy wreszcie brak spadku nie$nos$ci mo-
ga nie wykazywaé korelacji (2).

Z metod serologicznych, odczyn SN wydaje
sie lepiej charakteryzowac¢ rzeczywista odpor-
no$¢ ptakow na zakazenie niz odezyn HI (1),
jest jednak pracochlonny i kosztowny i z tego
wzgledu malo nadaje sie do prdéb rutynowych.
Ocena stopnia odpornosci ptakéw w oparciu o
odczyn HI, szczegdlnie po zastosowaniu szcze-
pionek sporzadzonych ze szczepdéw lentogenicz-
nych, nie zawsze jest latwa, poniewaz w licz-
nych przypadkach ptaki, ktére po szczepieniu
nie wytworzyly przeciwcial typu HI, moga byé
odporne na zakazenie zjadliwym zarazkiem ND.
Crowther (3) tlumaczy to zjawisko tym, ze réz-
ne szezepy wirusa ND, niezaleznie od ich war-
todci immunogennych, posiadajg niejednakowsg
zdolnosé stymulacji przeciweial typu HI.

Z drugiej strony, odczyn HI jako prosty,
szybki i tani, bywa jednak najczesciej stoso-
wany do oceny stopnia odpornosci szczepionych
ptako6w. W naszych warunkach przyjmuje sie
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najczesciej miano 1:20 jako wyraz odpornosci
specyficznej, natomiast obowigzujaca dotad in-
trukecja przewiduje miano 1:80 jako minimalne,
gwarantujace brak wirusa ND po uboju w tusz-
kach.

Celem niniejszej pracy byla proba pordéwna-
nia poziomu przeciwcial typu HI wytworzo-
nych po zastosowaniu szczepionki ,,I.” z odpor-
noscig na zakazenie kontrolne oceniang w opar-
ciu o rézne kryteria.

Material i metody

Kurczeta — Kkurczeta krzyzowki Cornish X White
Rock chowane byly w fermie i zywione w ogdlnie
przyjety dla brojlerow sposéb. Wszystkie kurczeta,
z wyjatkiem kontrolnych, zostaly zaszczepione szcze-
pionka , L w wieku 10 dni, w sposéb podany w in-
strukcji szczepienia.

Zakazenie kontrolne — do zakazenia kontrolnego
(challenge) uzywano zjadliwego szczepu ,,Radom” wi-
rusa ND. Zakazenie przeprowadzano dotchawicowo, za
pomoca strzykawki z cienkim wezykiem, w dawce
0,1 ml rozcienczenia 10—3 (okolo 1027 EIDy).

Hamowanie hemaglutynacji — odczyn HI przepro-
wadzano wg metody ,,beta” uzywajgc 4 jednostek he-
maglutynacyjnych antygenu.

Reizolacja wirusa — krew do reizolacji wirusa po-
bierano z zyly skrzydlowej w ilosci 0,5 ml, mieszano
z 3,8% roztworem cytrynianu sodu i pozostawiano na
noc w chiodni. Po odlaniu osocza do pozostalych krwi-
nek dodawano taksg samg ilo$¢ plynu fizjologicznego.
Tak przygotowana zawiesina krwinek stanowila ma-
terial do zakazenia zarodkéw.

Wymaz z tchawicy wykonywano przy pomocy wa-
cika, ktéry nastepnie wktadano do probdéwki zawiera-
jacej 1,0 ml plynu fizjologicznego i wstrzgsano. Tak
przygotowana zawiesina stanowila material do zaka-
zania zarodkéw.

Kazdym materiatem, po dodaniu antybiotykéw w
ilo$ci 1000 jedn. penicyliny i 0,5 mg streptomycyny na
1 ml zawiesiny, zakazano po 3 dziewieciodniowe za-
rodki kurze w dawce po 0,2 ml. Zarodki zakazano do
worka omoczniowego wg ogolnie przyjetej metody.
Czas obserwacji zarodkow wynosil 4 dni. Obecno$é
wirusa w plynie omoczniowym wykrywano metodg
aglutynacji szkietkowej.

Przebieg doswiadczen i wyniki

Doswiadczenie przeprowadzono w pieciu etapach,
z ktorych kazdy objgl jedna grupe kurczagt.

grupa I — kurczeta w 16 dni po

szezepieniu — 25 sztuk
grupa II — kurczeta w 30 dni po

szczepieniu — 25 sztuk
grupa III — kurczeta w 44 dni po

szczepieniu — 25 sztuk
grupa IV — kurczeta w 60 dni po

szczepieniu — 25 sztuk
grupa V — kurczeta kontrolne nie

szczepione — 8 sztuk

Dla przeprowadzenia poszczegélnych etapéw do-
Swiadczenia kurczeta byly w odpowiednim czasie
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przywozone z fermy do laboratorium. Po przeprowa-
dzeniu odczynu HI ptaki o jednakowych mianach
umieszczano w oddzielnych klatkach, a nastepnie pod-
dawano zakazeniu kontrolnemu. Dla oceny wynikéw
zakazenia przyjeto nastepujgce kryteria:

Upadki

Objawy kliniczne ze strony ukladu oddechowego
Obecnosé wirusa we krwi (wiremia)

Obecnosé wirusa w tchawicy

5. Miano HI wytworzone po =zakazeniu wirusem
zjadliwym.

W oo

Ptaki po zakazeniu obserwowano przez 10 dni. W
96 godzin po zakazeniu pobierano do badania wiru-
sologicznego krew i wymazy z tchawicy. W 10 dni po
zakazeniu przeprowadzano ponownie odezyn HI.

W I grupie kurczat (16 dni po szczepieniu) log Sred-
niej geometrycznej mian HI przed zakazeniem wyno-
sit —1,8. Po zakazeniu kontrolnym ptaki nie wykazy-
waly zadnych klinicznych objawéw chorobowych. W
materialach (wymaz z tchawicy oraz krew) pobranych
w 96 godz. po zakazeniu nie udalto sie wykazaé obec-
nosci wirusa ND. W 10 dni po zakaZeniu log $rednej
geom. mian HI wynosit —2,0.

W II grupie kurczat (30 dni po szczepieniu) log
$redniej geom. mian HI przed zakazeniem wynosil
—1,1. Po zakazeniu kontrolnym 3 Kkurczeta wykazy-
waly nieznacznag duszno$¢, ktéora ustgpita dosé szyb-
Ko. W materialach pobranych w 96 godz. po zakaze-
niu u 4 kurczat stwierdzono obecnosé wirusa ND. W
10 dni po zakazeniu log $redniej geom. mian HI wy-
nosit —1,6.

W czasie pobierania z fermy kurczgt do III grupy
(44 dni po szczepieniu) ptaki w stadzie wykazywaly
objawy hipowitaminozy D (niedowlad konezyn, roz-
migkczenie dziobéw, wykrzywienie palcdéw). Réwniez
kurczeta pobrane do badan laboratoryvinych wykazy-
waly podobne objawy. W grupie tej log sredniej
geom. mian HI przed zakazeniem wynosil —1,0. Po
zakazeniu kontrolnym 7 kurczat wykazywalo silng
dusznos¢, ktora jednak po paru dniach ustapila, W
materialach pobranych w 96 godz, po zakazeniu u 16
kurczat stwierdzono obecnos$é wirusa ND. W 10 dni
po zakazeniu log Sredniej geom. mian HI wynosil —3.0.

Jednoczesnie z pobraniem kurczat do grupy III, po-
zostale w fermie ptaki poddano leczeniu preparatami
witaminowo-mineralnymi. Leczenie bylo w pelni sku-
teczne, tak Ze w czasie pobierania kurczat do gru-
py IV (60 dni po szczepieniu) byly one juz w dobrej
kondycji. W grupie tej log $redniej geom. mian HI
wynosil — 0,8. Po zakaZeniu kontrolnym objawy kli-
niczne nie wystapily. W materiatach pobranych w 956
godz. po zakazeniu u 10 kurczat stwierdzono obecnosé
wirusa ND. W 10 dni po zakaZeniu log $redniej geom.
mian HI wynosil —3,0.

W V grupie kurczat (kontrolne — nie szczepione)
przeprowadzony odczyn HI dal wynik ujemny. W
okresie 6 dni po zakazeniu kontrolnym padlo 7 Kkur-
czat. Jeden ptak przechorowal. We krwi i wymazie
z tchawicy tych kurczat w 96 godz. po zakazeniu, jak
réwniez w narzgdach wewnetrznych kurczat padtych,
stwierdzono obecno$¢ wirusa ND.

Omoéwienie wynikow

Doswiadczenie przeprowadzono w taki spo-
sob, aby warunki byty jak najbardziej zblizo-
ne do terenowych. Szczepienie przeprowadzono
w fermie, a kurczeta byly w tejze fermie od-
chowywane do chwili przeprowadzenia prob na
odpornosé. Kurczeta zakazano zjadliwym szcze-
pem wirusa ND dotchawicowo, poniewaz jest
to droga, jaka najczesciej dochodzi do zakaze-
nia w terenie.

Wyniki dos§wiadczenia zebrano w tab. 1. Jak
z niej wynika poszczepienne miana HI byly
najwyzsze w grupie I (16 dni po szczepieniu),
nastepnie spadaly dosé szybko w ciagu nastep-
nych dwoch tygodni. Dalszy spadek byl znacz-
nie powolniejszy i dos¢ réwnomierny (ryc.
1). Jednakze miana HI pojedynczych ptakow w
poszczegolnych grupach réznily sie znacznie i
wahaly sie od ilo$ci niewykrywalnych (ponizej
1:3) do 1:160.

Wyniki zakaZenia kontrolnego ksztaltowaly
sie rozmaicie w zalezno$ci od przyjetego kryte-
rium. I tak Zadne z badanych kurczat szczepio-
nych nie padlo, mimo ze u 8% nie stwierdzono
przeciwcial typu HI (miana nizsze niz 1:5), a
20% wykazywalo miana jedynie 1:5. Natomiast
z 8 kurczat kontrolnych (nie szczepionych), u
ktéorych nie stwierdzono przeciwcial typu HI
{miana nizsze od 1:5), siedem padlo z wyrainy-
mi objawami ND.

Objawow ze strony ukladu oddechowego nie
obserwowano u ptakow grupy I, nieznaczne
objawy wystapily u ptakéw grupy II, natomiast
nasilone u ptakow grupy III, u ktorych stwier-
dzono hipowitaminoze D. U ptakéw ostatniej
grupy nie stwierdzono objawow chorobowych.

Wiremii nie stwierdzono u zadnego z ptakéw,
ktérych poszezepienne miano HI wynosilo 1:20

Tab. 1.
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Objasnienia: a = ilo§¢ ptakéw w grupie o danym mianie HI; b = ilo§é ptakdéw padilych po zakazeniu:

c =

ilos¢ ptakéw od ktérych reizolowano wirusa ND z krwi:

procent

4= ilo§¢ ptakow od _ktérycl}_reizolowano_ wiru‘sa_ND z tchawicy;

procent

e = roznica log $redniej geometrycznej mian HI po i przed zakazeniem; *) = ptaki z objawami hypowitaminozy D.

37



Nr 1

MEDYCYNA WETERYNARYJNA

Rok XXXI

lub wyzej. Jednakze u ptakéw o nizszych mia-
nach wiremia nie wystepowala regularnie. I
tak np. wérdd ptakéw o mianie poszezepiennym

1:5 w grupie I nie stwierdzono wiremii, w gru-

pie II wiremia wystgpila u 14% kurczat, w gru-
pie IIT — az u 71%, natomiast w grupie IV —
znow tylko u 20%.
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Ryec. 1.

Obecnosé wirusa ND w tchawicy stwierdzono
zhacznie czesciej niz wiremie. Wirusa w tcha-
wicy nie stwierdzono u zadnego kurczecia o po-
szczepiennym mianie HI wynoszagcym 1:80 lub
wigce]. Natomiast u ptakéw o mianach niz-
szych, podobnie jak w przypadku wiremii, wi-
rus w tchawicy wystepowal nieregularnie. T tak
np. wsréd ptakéw o mianie poszczepiennym
1:20 w grupie I i II nie udalo sie reizolowaé z
tchawicy zjadliwego wirusa, w grupie III reizo-
lowano wirus u 59% ptakéw, a w grupie IV
u 20%.

Zwraca uwage fakt najczestszego wystepowa-
nia wirusa we krwi i tchawicy u kurczat gru-
py III. By¢ moze ma to zwigzek z hipowitami-
noza D, jaka stwierdzono u tych ptakow.

Miana HI w 10 dni po zakazenju z reguly
byly wyzsze u tych ptakdéw, od ktérych reizolo-
wano zjadliwy wirus z krwi lub tchawicy. Za-
leznodé ta wystepowala jeszcze wyrazniej, jesli
sie wezmie pod uwage roéznice pomiedzy mia-
nem stwierdzonym w 10 dni po zakazeniu, a
mianem poszczepiennym (przed zakazeniem).
Roéznica logarytmoéw $rednich geometrycznych
mian po i przed zakazeniem wérdéd podgrup
ptakéw, od ktérych nie udalo sie reizolowaé wi-
rusa w ogdle, nie przekroczyla w zadnym przy-
padku 1,0. Natomiast wérdd podgrup, z ktoérych
reizolowano wirus, réznica ta wahala sie z re-
guty od 1,7 do 2,7. Jedynie w 3 podgrupach
(srupa II — kurczeta o mianach 1:5 i 1:10,
oraz grupa IIT — kurczeta o mianach 1:40) réz-
nica ta byla mniejsza niz 1,0. Jednakze we
wszystkich tych trzech przypadkach réznice te
wirod poszezegblnych kurczat, od ktorych nie
reizolowano wirusa byly ponizej 1,0 (0,1; 0,5
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i 0,6), natomiast wsérod kurczat — nosicieli za-
razka, powyzej 1,0 (2,1; 1,5 1 1,2).

Reasumujac, przeprowadzone badania nie
wykazaly wyraznej zaleznosci pomiedzy pozio-
mem przeciwcial poszeczepiennych typu HI, a
odpornoscia na zakazenie. Wprawdzie ptaki po-
siadajace miana HI 1:80 lub wyzsze okazaly sie
odporne na zakazenie kontrolne, nawet przy
przyjeciu najostrzejszego kryterium (nosiciel-
stwo wirusa zjadliwego w tchawicy) i w tym
zakresie potwierdzil sie wymoég wspomnianej
we wstepie instrukeji, jednakze wiele ptakow
o znacznie nizszych mianach wykazalo réwniez
pelng odpornosé¢ na zakazenie kontrolne, bez
wzgledu na przyjete kryterium.

Analiza uzyskanych wynikéw zdaje sie
wskazywaé, ze odpornos¢ =zalezy rdéwniez w
znacznej mierze od stanu zdrowia ptakow. W
przedstawionym doswiadczeniu wirus reizolo-
wano najczesciej z krwi i tchawicy (odpowied-
nio: 24% i 64%) od kurczat grupy III, ktére
chorowaly z objawami hipowitaminozy D. Na-
tomiast procent reizolacji wirusa z ptakéw gru~
py IV, nie wykazujacych juz objawéw hipowi-
taminozy by! znacznie mniejszy (odpowiednio:
16% i 40%), mimo ze $rednia geom. mian HI w
tej grupie byla nawet nieznacznie nizsza
(ryc. 1).

Jak wynika z przedstawionego do$wiadczenia
ocena stopnia odpornosci w oparciu o poziom
przeciwcial poszczepiennych typu HI, szczegodl-
nie w wypadku niskich mian (ponizej 1:80) wy-
daje sie byé¢ niewystarczajaca. Zakazenie kon-
trolne, przy przyjeciu za kryterium jedynie sa-
mych upadkow, jest proba zbyt malo czulg. Nie
wyklucza ona mozliwosci przechorowan (nawet
bez wyraznych objawdéw klinicznych), a co naj-
wazniejsze nie wyklucza okresowego nosiciel-
stwa, a wiec i siewstwa.

Kryterium wiremii lub obecnosci wirusa w
tchawicy wydaje sie znacznie dokladniej okres-
la¢ stan odpornosci ptakéw, jednakze wykona-
nie préb reizolacji wirusa jest do$¢ klopotliwe,
wymaga odpowiednich pracowni i zajmuje
duzo czasu.

Znacznie prostsze byloby pordwnanie mian
HI przed i po zakazeniu kurczat wirusem zjad-
liwym. Wyniki uzyskane w przedstawionym
dos§wiadczeniu wskazujag na takg mozliwosé,
jednakze szersze zastosowanie tej metody wy-
maga jeszcze dalszych badan.

Wnioski

1. Poziom przeciwcial typu HI po szczepie-
niu szczepionky ,,L”, szczegodlnie w przypadku
niskich mian (ponizej 1:80), nie jest wystarcza-
jacym Kkryterium odpornosci kurczat przeciwko

2. Odpornoéé¢ przeciwko ND kurczat o takich
samych mianach HI =zalezy prawdopodobnie
rowniez od ich kondycji (np. poziomu wita-
min).
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3. Wydaje sie, ze dobrg ocene odporno$ci
kurczat na zakazenie wirusem ND mozna by
uzyskaé¢ z réznicy mian HI po i przed zakaze-
niem kontrolnym.
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Monuuk M., KapueBcku B. — B3auMocBA3s MemXKay
TUTPOM DPeaklyuM 3aJePIKKM TreMariJIlOTHMHADUM a WM-
MYHHTETOM Y IBIIJIAT NPUMBMTHIX BaKOMHOM L.
IrmnsaTa OpuBKUTLIE BaKUMHOM L B Bo3pocte 10 zmuert
uccaenopanu Ha 16, 30, 44 u 60 mewp Tocjie BaKIM-
HalM¥ Onpefenias ypoBeHb Turpa HI u 3apamas ux
MHTpaTpaxealbHO BUPYJeHTHBIM INTaAMMOM BMpyca
ND. Y 3apazXeHHBIX ITHUI] OTMEYajM TaJe¥, KJIMHNI-
YyeCKMe CHMIITOMBI, IPUCYTCTBYME BMUPYCA B KPOBU U B
Tpaxey B 96 UACOR mocCJe 3apameHUs, a TakKe ypPoO-
BeHb TuTpa HI B 10 gHell mnocje 3apameHuda. Hu
OIHO U3 MCCJIeNOBAHHBIX UBIINAT He IIajo II0Cje
KOHTPONBHOIO 3apameHMUsa. Y UBIIIAT ¥y KOTOPBIX I10-

BOLESLAW PAWLIK

clle BakKUMHAJNbHBIE TUTpbl HI paBuanucs 1:80 uan
BBINIe He HaOIIOmanM KAMHUYECKMX CUMITOMOB 3a-
OoneBaHMsA ¥ He yJaJloCh M30JMPOBATH BUPYC U3 KpPOo-
BM M M3 TpaxeM. Y NUBHLIJIAT C MEHBLIIUM TUTPOM He
YCTAHOBMJIM KOPEeJALMM MeXJAy ypoBHeM TuTpa HI
a TO0ABJEHMEM KJMHMYIECKUX CHUMITOMOE 3abojleBaHNA
UV peus3oadAume’i Bupyca. YCTAHOBUMAM KOPEeJAIMIO
MeXAYy pasHuneir T™mMTpoB HI n0 M Iocie KOHTPOJIbL-
HOTO 3apazkeHUs a pen30oJaluell Bupyca: 4YeM BBIlIe
Obla STa pa3HMIA TeM uHalle YIaBaJoChk PEeM30JUPO-
BaTh BUPYC M3 LBIIJIAT.

Moncik W., Karczewski W. — The correlation between
the level of HJ and immunity in chickens vaccinated
with L vaccine.

The chickens vaccinated with ,L” vaccine at the
age of 10 days were examined after 16, 30, 44 and
60 days. The chiks after HI determination were cha-
llenged intratracheally. In the infected birds there
were noticed deths, clinical symptoms, the presence
of virus in the blood and trachea after 96 hours
since infection, and the level of antibodies after 10
days post infection. None of the chickens died follo-
wing the challenge. In the chickens with titer of 1: 80
or higher there were observed neither clinical symp-
toms nor the presence of virus. But there was found
the correlation between HI titer and reisolation of
virus (the lower titer the more frequent reisolation
of virus was positive).

Wystepowanie przeciwciat anty-Aspergillus fumigatus

W surowicach zwierzecych

Z Zakladu Mykologii Instytutu Mikrobiologii AM w Krakowie

Poznanie zjawisk immunologicznych towarzy-
szacych zakazeniu grzybami z rodzaju Aspergil-
lus, szczegblnie wykrywanie obecnosci swoi-
stych przeciwcial odczynami serologicznymi zy-
skuje ostatnio coraz wieksze znaczenie w roz-
poznawaniu réznych postaci grzybicy kropidla-
kowej.

W zakresie badan serologicznych podejmowa-
ne byly préby przystosowania roznych odczy-
néw do wykrywania przeciwcial anty-Aspergil-
lus (1, 2, 5, 7, 8, 11, 13, 14, 16). Z wazniejszych,
ktore znalazly zastosowanie praktyczne w diag-
nostyce wymieni¢ nalezy; odczyn precypitacji
w zelu (4, 11) oraz odczyn flokulacji (5, 6).

Odczyny serologiczne jak do tej pory nie
znalazly zbyt szerokiego zastosowania w wete-
rynarii. Niemniej jednak badania Thurstona i
wsp. (13) wskazujg na pewns przydatno$é wy-
krywania precypityn anty-Aspergillus w roz-
poznawaniu przyczyn ronienia u owiec.

W pracy postanowiono przy zastosowaniu od-
czynu flokulacyjnego okre§li¢ czestosé wystepo-
wania oraz poziom przeciwcial anty-Aspergillus
w surowicach niektérych gatunkéw zwierzat.

Badania te mialy na celu wyjasnienie zagadnien
dotyczaeych odpowiedzi immunologicznej orga-
nizmu zdrowych zwierzat na dzialanie grzybéw
z rodzaju Aspergillus szeroko rozpowszechnio-
nych w przyrodzie.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na materiale obejmujgcym
surowice zwierzece:

I grupa — 166 surowic od bydla,
II grupa — 62 surowice od koni,
IIT grupa — 100 surowic od ptakéw — kury.

Wszystkie zwierzeta objete badaniami byly zdrowe
i pochodzily z terenu wojewddztwa krakowskiego. Su-
rowice bydlece i konskie zostaly udostepnione do ba-
dan przez Zaklad Higieny Weterynaryjnej w Krako-
wie *), natomiast surowice ptakéw przez Zaklad Dro-
biarski w N.

Czestosé wystepowania oraz poziom przeciweiat
anty-Aspergillus wykrywano przy pomocy dwdch od-
czyndéw serologicznych: odczynu flokulacyjnego z an-
tygenem A. fumigatus (OF-A. fumigatus) oraz odczy-
nu precypitacji w zelu agarowym z antygenem A. fu-
migatus (OPZ-A. fumigatus).

*) Za udostgpnienie materialu dziekuje dr N. Notopulo-
sowi z ZHW w Krakowie.
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