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Badania nad zastosowaniem préby aglutynacji ptytowej

do diagnostyki salmonelozy sw

.z

in

Z Zakladu Mikrobiologii Instytutu Weterynarii w Pulawach

W zwigzku z rozwojem przemystowej pro-
dukeji trzody chlewnej konieczne jest opraco-
wywanie szybkich i prostych technicznie metod
diagnostycznych, ktére moga by¢ masowo wy-
konywane w warunkach terenowych. Dzieki
nim mozliwe jest bowiem tworzenie zdrowych
stad podstawowych oraz konfrola stanu zdro-
wotnosci poglowia calej fermy. To za$§ stanowi
warunek oplacalnodei tego rodzaju produkeji

zZwierzecej.

Majac powyzsze na wzgledzie wykonano do-
$wiadczenia, ktore zmierzaly do zaadoptowania
do diagnostyki salmonelozy §win proby agluty-
nacji plytowej — powszechnie stosowanej w
diagnostyce serologicznej pulorozy drobiu. Wia-
domo, iz gléwnym czynnikiem etiologicznym
salmonelozy $win jest S. choleraesuis (2, 4, 5).
Drobnoustréj ten tworzyl zatem badane zawie-

siny aglutynacyjne.
Celem obecnej
S.

pracy byl dobor
choleraesuis, odpowiedniego do produkecji

szezepu

antygenu aglutynacyjnego. W zwiazku z tym
wykonano doswiadezenia nad zjadliwoscig dla
swinek morskich oraz w podwigzanej petli jeli-
towej §win — kilka szczepdw wymienionego
drobnoustroju. Z najbardziej chorobotwoérczych
sposrod nich sporzadzono zawiesiny aglutyna-
cyjne do odezynu aglutynacji plytowej. Przy

uzyciu tej

proby badano surowice krolicze

anty-S. choleraesuis jak tez od $win zakazo-

Tab. 1. Wlasciwoéci chorobotworcze dla §winek morskich S.

nych eksperymentalnie S. choleraesuis oraz
szczepionych przeciw salmonelozie szczepionka,
zawierajgca atenuowany szczep S. choleraesuis.
Réwnolegle wykonywano badania, stosujac
prébe aglutynacji probdwkowej, ktéra stano-
wila test odniesienia.

Materiati metody

Szczepy bakteryjne. Do badan uzyto: S. choleraesuis
var. kunzendorf nr 1236 oraz S. yolo nr 1237, otrzy-
mane z Central Veterinary Laboratory, Weybridge,
Anglia, S. thompson, uzyskany z O$rodka Salmonella
Instytutu Medycyny Morskiej w Gdansku, S. cholerae-
suis nr 6 z Farm Livestock Research Centre Stock,
Ingateston, Anglia, S. choleraesuis — Ivanovice z Bio-
veta Ivanovice w Czechoslowacji, S. choleraesuis nr
60, 90, 91 i 964 — szczepy izolowane z padlych swin
7 terenu kraju.

Zwierzeta do§wiadczalne. Chorobotworezosé szeze-
péw badano na swinkach morskich obu pleci wagi 270
g, pochodzacych z Hodowli Zwierzat Doswiadczalnych
Instytutu Weterynarii w Pulawach. W celu uzyskania
surowic odpornosiciowych anty-Salmonella uzyto kro-
liki o ciezarze ciala okoto 3 kg, rasy krajowej. Pocho-
dzily one rowniez z Hodowli Zwierzat Dos$wiadczal-
nych Instytutu Weterynarii. Zjadliwosé szczepow w
podwiazanej petli jelitowej badano na 1 prosieciu
11-tygodniowym rasy wielka biala polska (WBP) wg
metodyki podanej uprzednia (6). Takie same prosieta
uzyto do zakaZania szczepami S. choleraesuis oraz ja-
ko sztuki kontrolne, niezakazone. Swinie zakazano do-
ustnie w dawce 15 ml zawiesiny szczepu S. cholerae-
suis 964 o gestoSei 1, 5 lub 10 miliardéw drobnoustro-
iow w 1 ml wg metody podanej uprzednio (3). Spo-
srod $win zaszczepionych w warunkach tuezu prze-

thompson i kilku szczépow S. choleraesuis
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Objasnienia: *) = liczby wskazujgce na upadki $winek mor skich
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myslowego szczepionka przeciw salmonelozie, zawie-
rajacg szczep atenuowany S. choleraesuis, wybrano lo-
sowo po 14 dniach od szczepienia 20 sztuk, od ktérych
pobrano krew do badan przy pomocy aglutvnacji ply-
towej., Jako antygen sluzyl szczep S. choleraesuis nr
0964 lub 12386.

Zawiesiny bakteryjne O i H do immunizacji kroli-
kow. Zawiesiny dla antygenu Co uzyskano ze spluczy-
ny 24-godzinnnej hodowli na agarze zwyklym szcze-
pow S. choleraesuis nr 964, 1236 a takze S. thompson.
Zawiesiny te {rzymano w ciggu 2.5 godz. w tempera-
turze 112°C w autoklawie. Gestosé zawiesin ustalono
na odpowiadajacg 24-godzinnej hodowli na bulionie
zwyklvm S. paratyphi B. Do pierwszej iniekcji uzyto
gestosé rowna 1/4 gestosci wspomnianej uprzednio ho-
dowli bulionowej. Do Kkazdej nastepnej iniekcji spo-
rzadzano geste$é podwojng w stosunku do poprzed-
niej, Kroliki otrzymaly w sumie po 9 iniekcji a 1 ml,
co 5 dni. Zawiesine H 1,5 stanowila 24-godzinna ho-
dowla bulionowa szczepu S. choleraesuis nr 1236, a za-
wiesine Hc taka sama hodowla szczepu S. yolo. Po
zakonczeniu okresu inkubacji dodawano 0,6% formali-
ny. Kroéliki szezepiono co 5 dni 4-krotnie nastepujacy-
mi dawkami: 0,5, 2, 3 i1 3 ml. Po 8 dniach od zakon-
czenia szczepienn wykonano prébe na obecno$é swo-
istych aglutynin w surowicy i w przypadku wykazania
wystarczajacveh mian skrwawiano kroliki po 10
dniach od zakonczenia uodparniania.

Antygeny barwione do proby aglutvnacji ptvtowe;.
Do ich otrzvmania uzyto szczepu S. choleraesuis 964
lub 1236. Postuzono sie technikg produkeji antygenu
Pullognost (1). Szczepy wymieniene hodowano na aga-
rze zwvklym w butelkach Roux przez 48 godzin. Na-
stepnie splukiwano uzyskang hodowle plynem buforo-
wym o pH 6,5 w ilosci 20 ml na 1 butle Roux. Do 100
ml tego rodzaju spluczyny dodawano 200 ml alkoholu
absolutnego. Po 72 godzinach osad odwirowywano i
zawieszano w buforze o pH 6,5 z dodatkiem glicerolu
w ilo§ei 10% i 3%-owego alkoholowego roztworu fio-
letu krystalicznego w ilodci 1%. Konlcows gestosé usta-
lono tak, by wynosita 25% komoérek bakteryjnvch.

Préby serologiczne. Aglutynacje probdéwkowa wyko-
nano wg ogoélnie przyjetych zasad, uzywajac antygenu
o0 gestosci odpowiadajgcej 2 probowce skali Mc Far-
Janda. Aglutynacje plytows przeprowadzono na plycie
z plexiglasu, mieszajagc 1 krople surowicy z 1 kropla
barwionego antygenu. W tescie aglutynacji plytowe]
za reakecje dodatnig uwazano aglutynacje gruboziar-
nista, dobrze zaznaczong, wystepujgea w ciggu 15—30
sekund (+-4-+4) lub drobnoziarnista, wyvstepujacg =
opéznieniem 1--2 minut, ale po tym czasie juz dobrze
zaznaczongy (+--).

Wyniki i omoawienie

Celem do$wiadczen zawartych w tab. 1 bylo
okreflenie chorobotworezosei dla $winek mor-

skich szezepow S. thompson i S. choleraesuis
nr 6, 90, 91. 964 i 1236.

Jak wynika z tab. 1 najmniej chorobotwor-
cze okazaly sie szczepy S. thompson i S. cho-
leraesuis nr 6. W przypadku S. thompson pa-
dla tylko jedna $winka szczepiona dootrzew-
nowo, a w przypadku S. choleraesuis nr 6 —
1 $winka szczepiona dootrzewnowo i 1 $winka
domiesniowo. Szczepy 61, 90, 91, 964 i 1236
wykazaly zblizone wlasciwosci chorobotworcze.
Wszystkie nimi zakazone $winki morskie, nie-
zaleznie od drogi wprowadzenia zarazka, pa-
dty miedzy 4—12 dniem od zakaZenia.

Szczepy uzyte w uprzednim doswiadczeniu,
a ponadto szczep atenuowany S. choleraesuis-
-Ivanovice badano na zdolno$¢ rozszerzania

podwiazanej petli jelitowej prosiecia. W probie
tej pewng zdolno$é do rozszerzania podwigza-
nej petli jelitowe] wykazaly szczepy S. chole-
raesuis 61, 90, 91, 964 1 1236. Szczep Ivanovice
nie rozszerzal natomiast podwiazanej petli je-
litowej. Wyniki te byly zatem analogiczne do
uzyskanych na swinkach morskich. Wskazywa-
ly tez na wlasciwosci enteropatogenne niekto-
rych szczepow S. choleraesuis.

W wyniku powyzszych badan produkcje an-
tygenéw barwionych, uzywanych w probie
aglutynacji plytowej, oparto na szczepach
S. choleraesuis nr 964 i 1236, ktore znajdowa-
ly sie w fazie S i byly najbardziej zjadliwe
sposrod wszystkich badanych.

Przy uzyciu wymienionych antygenéw okreslono po-
ziom aglutynin anty-O i anty-H kilku surowic krdli-
koéw, uodparnianych S. choleraesuis. Chodzilo o wy-
kazanie jakie najniZsze miana, wykazane za pomocy
aglutynacji probéwkowej, sa wykrywalne przy uzyciu
wymienionych antygenow w aglutynacji ptytowej. Wy-
niki tych prob przedstawiono w tab. 2.

Tab. 2. Wyniki badania surowic kroéliczych — anty
S. choleraesuis za pomoca praob aglutynacji probowko-
wej i plytowej
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Jak wynika z tab. 2 we wszystkich surowicach ba-
danyeh, z wyjatkiem anty-Hc 1237 i anty-R Ivanovice,
stwierdzono silny odezyn w aglutynacji plytowej
(4+-+-4) przy mianie 512, wyvkazanym w aglulynacji
probowkowej. Taki sam odczyn wystapil dodatkowo
w surowicy anty-H 1,5 1236 do miana aglutynacji pro-
bowkowej 128, Z surowica ta wykazano odczyn 0 na-
tezeniu +-+ w mianie 64, stwierdzonym przy pomocy
aglutynacji probowkowej. Wynik ten wystapil zaréw-
no przy uzyciu antygenu barwionego, sporzadzonego ze
szczepu homologicznego (1236) jak tez ze szczepu 964

Celem kolejnych do$wiadczen, ktorych  wyniki
przedstawiono w tab. 3, bylo okreélenie mian w aglu-
tvnacji probowkowej i dodatinich odezyndéw w agluty-
nacji plytowej u §win zakazonych doswiadezalnie S.
choleraesuis. W sklad antygenéw diagnostyeznych do
obu préb wchodzit szczep S. choleraesuis 964. Uzyto
go tez do zakazania swin.
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Tab. 3.

Poziom przeciwcial dla antygenu somatycznego ,,O” w aglutynacji probowkowej i pltytowej w su-

rowicach kilku prosiat zakazonych réinymi dawkami zawiesiny szczepu S. choleraesuis 964

Meano 4 am po zakaziencu 27 0n po zakaZencu 28 anc po zakaieniu
Nr Dawka w ag(aﬁyﬁagr}' mianow odczyn w mNanD W oa'cxyn w miarno w odczyn w
prosifclalzakaiaged  probowkowes aglutynac/c |agiutgnaci | aglutynaci |oglubynacii |agtutynacic |aglutyracy
jorred zakaicniem /J/abb%vko;{'q/ pgafowqj xx) pr%édn?&aw';e' gfoij k{-) pz:{aa'ﬁtm?qi .yto,ggiﬂ"')'
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Objasnienia:

) jAs i X =j'ako antygel_m uzylo zawiesiny _szczepu S. choleraesuis 964; xx = odezyn w aglutynacii ptytowej przy
rozclenczeniu surowic 2—7 do miana 64 w agiutynacji probowkowej;

XXX = odczyn w aglutynacji plytowej przy rozcien-

vzeniu surowic 2—7 do miana 128 w aglulynacji probowkowej; xxxxX = odczyn w aglulynacji plytowej przy rozcienczeniu su-

rowic 4—6 do miana 128 w aglutynacji probowkowej.

Jak wynika z tab. 3 najwvaszy poziom aglatvnin
wykazano po 14 dniach od zakazenia. Stwierdzono tez,
1z w probie aglul_\-'m_wji plvtowej wykazuje sie odezyn
(iunjami (-+-) do miana 64, okreslonego na podstawic
proby aglutynacji probowkowej. Po 21 i 28 dniach od
zakazen_ia swin nastapil spadelt miana ich surowic
Z tvm, iz w aglulynacji plytowej uzyskano odczyn do-
dﬂtm_ przy mianie 128, ustalonym préba aglutynacji
pw]bnwkmve,i. 4 przedstawionych danych wynika, iz
broba aglutynacji plytowej wykrywa zwierzeta, ktére
posiacdaja przeciwciala anty-S. choleraesuis o mianach
co.naj_mniej 64, jedli zakazenie mialo miejsce przed 14
dniami. Jezeli natomiast okres od zakazenia do badania
Wynosi 21 lub 28 dni dodatni wynik w aglutynacji
piytowej (++) uzyskuje sie przy mianie 128, wykaza-
nym w aglutynacji probéwkowej, Aglutvnacja plytowa
moze zatem stanowié test, w ktérym zostang wykryle
Zwierzeta, wykazujace raczej wyzszy poziom aglufy-
nin. Sg nimi osobniki o podostrym lub przewleklym
przebiegu chovoby oraz lateninie zakazeni nosiciele
1 siewey zarazka, Wydaje si¢ zatem, iz jako préba
01'1entacy1‘na do wykrywania salmonelozy w stadzic
moze by¢ ona stosowana w okresowych badaniach
SWin.

Badania surowic $win, szczepionych szeze-
pionkg przeciw salmonelozie ze szczepem
S. choleraesuis-Ivanovice, wykonane przy po-
mocy préby aglutynacji plytowej w 14 dni od
szczepienia nie wykazaly w Zadnym przypad-
ku dodatnich odezynow. Wyniki te wskazuja
zatem, iz préba aglutynacji plvtowej wykrywa
sie jedynie $winie zakazone S. choleraesuis a
nie zwierzgta szczepione. Fakt ten przemawia
na korzy$é omawianej proby diagnostyczne].

Wnioski

1. Przy pomocy proby aglutynacji plytowej
z antygenem S. cholercesuis wykrywa sic swi-
nie, u ktorych stwierdza sie na podstawic aglu-
tynacji probéowkowej miano 128 lub wyzZsze.

2. Proba aglutynacji plytowej nie daje wy-
nikéw dodatnich u §win szezepionych 14 dni od
badania szczepionka przeciw salmonelozie ze
szczepenm alenuowanym S. choleraesuis-Ivano-
vice.

3. Aglutynacja plylowa moze stanowié¢ przy-
datny test do wykrywania s$win zakazonych
S. choleraesuis jako orientacvina praoba stadna.

FPismienniclwo

1. Marel K., Truszezynski M., Stuzcwsha B, Rocunske M.
Medycyiia Wet., 24, 3, 1958

2, Stutewska M., Truszcziniski M.: Medycyna Wet, 26,
1970.

3. Stuzewslky M, Truszcezynski M.: Pol. Arch. wetl, 16, 447,
1973,

140

4 Smith H. W, Halls S.: J. Uyg. Camb. 64, 357, 1966
8. Smith H. W.: J. Tlyg. Camb. 63, 117, 1965.
6. Truszczuiski M., Pilaszele J.: Res. vet. Sci. 9. 539, 1988,

Adres aulora: dr Maria Sluzewsko, Al DPartyzantow 57,
24-100 Pulawy.
Caymescka M. TpyumHincsn M. — Veenenosannn na

NPHMCHCHUMIO NNMACTHHYUATON ATIVIMTURANNKA NaAa  JUa-
THOCTMEHM CAJMOHEANE3a CRUUEH,

Tenrio ucciegopaumii 6u11 BeIGOP mramma S. chole-
racsuis NPUTOAHOTO AJA NPORAYKILIIM arrjdioTMHALMON-
HOT'O aQHTUTCeHa OIS 11JIACTHHYATOM arrJioTrMHanM 1a
NpUCAMETIIOM CTeKJle, TPMMEHHCMON A3 O0HapymRuna-
g auTuresa S. choleraesuis B cbIBOPOTKAxX KponH
cBUHeNR. JlccnenoBauusa MOPOBeJM TIPM IIOMOUIM ChIBO-
POTOK KPOBM CBMHCH 9KCIEPUMESHTAJLIO MHOHMPO-
panabix S. choleraesuis, a TaxmXe BaXKUMHMPOBAHHLIX
NIPOTHB CaJMOHEJJE3Y BaKIIMIONM, COJEPIKAlIEH aTTc-
HyuposalHbi wtTamm S. choleraesuis-Ivanovice. Cpar-
HUTEJLHBIM TecTOM OblIa pearuMA npobupouHoi ar-
moTHHaUMM. B pesyasTaTe IPOBEAEHHBIX MCCIeN0Bd-
Ml YCTAHOBMJIM, 4YTO IPKM IIOMOLI I1JaCTHMHYATOW
arraoTHHAUMM ¢ anturenom S. choleracsuis wmomxna
00HaAPYZKUTb CBMHEH, ¥ KOTODPBIX TUTP, OIpeAeJieHIbINA
MeTOZOM  INpPOCMPOUHON  arrJTHMHAUMMK, PaBHACTCH
1:128 1 Bble. YCTAHOBUJM TOXKE UTO INIACTHMHYATAN
ArrJARTMHANMA He JaeT II0JIOKMTEJbLHBIX Pe3YyJabTaTon
V CBHICH, BAaKIIMHMPOBAHHBLIX 14 IOHe)T HAa3a;] BaklM-
HOM TIPOTMB CAJIMOHeJle3a aTTeHYMPOBAHHBIM IITaM-
mom S. choleraesuis-Ivanovice. ABTOpPBI IPUXOAAT K
BBIBOAY UTO IJIACTUIHYATYIO ArrJIFOTMHALMIO MOXKHO 1pu-
MEHATH B KaUeCTBe OPUEHTMPOBOUHOM pearkLuu HAJd
yeranopiacuua sapamemnsa ctana S, choleraesuis,

Stuzewska M., Truszczynski M. -— Investigations on
the use of the plate agglutination test for the diagnosis
of salmonellosis in pigs.

The purpose of these investigations was to select a
S. choleraesuis strain suitable for the production of
antigen used in the plate agglutination test to delect
S. choleraesuis antibodies in pigs. Sera of pigs infec-
ted experimentally with S. choleraesuis or injected
with a vaccine containing attenuated S. choleraesuis
strain were examined by the plate agglutination test.
The same sera were tested also by the tube agglutina-
tion test, used as the reference test. It has been found
that the plate agglutination test performed with S.
choleraesuis antigen enabled to detect specific antibo-
dies in pigs in which the tube agglutination test yiel-
ded a titre of 128 or higher. The plate agglutination
test did not yield positive results in pigs for 14 days
after injecting them with the vaccine containing the
attenuated S. choleraesuis — Ivanovice strain. Finally,
it has been stated that the plate agglutination test
may be successfully used as the approximate herd test
for the detection of S. choleraesuis infection in pigs.



