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Zastosowanie erytrocytéw ptasich do testu hemaglutynacii

z wirusem parainfluenzy P,
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Zaobserwowane i opisane przez Hirsta zja-
wisko zlepiania czerwonych krwinek zwierzat
przez niektére wirusy, postuzylo za podstawe
do opracowania testu hemaglutynacji (Ha). Jed-
nym z wiruséw, ktéry moze byt wykrywany
tym testem jest wirus parainfluenzy PI,, be-
dacy jedng z przyczyn zapalen gérnych drog
oddechowych u bydla. Wirus ten namnaza si€
w organizmie wrazliwych zwierzat (1, 2, 4, 5,
8, 16), zarodkach kurzych (14, 16) oraz w ho-
dowlach komoérek (3, 6, 7, 9, 10, 11, 12, 13).
W zaleznosci od szczepu, pasazu, rodzaju uzyte]
tkanki oraz czasu zbioru, miano wirusa w ho-
dowli waha sie w szerokich granicach od 10%-°
do 10%® TCID,,. Wickszos¢ szezepow wirusa Pl,,
pasazowanych w hodowlach komoérek wykazuje
wlasciwosci hemaglutynacyjne z erytrocytami
$winki morskiej, bydita, owiec, kury, krolika i
czlowieka (4, 7, 10, 14, 15, 16).

Wedlug Hamdy (7) majwyrazniejszy odczyn
hemaglutynacji uzyskuje sie z krwinkami $win-
ki morskiej i kury, przy czym miano Ha wy-
nosito 1:1280. Rowniez Reisinger 1 wsp. (14),
uzywajgc krwinek $winki morskiej uzyskali
miano Ha 1:2048.

Celem podjetych badan byto okreslenie war-
tosci diagnostycznej erytrocytéw kury, kaczki,
gesi 1 indyka w odezynie Ha z wirusem para-
influenzy PI,;, namnozonym w hodowli komo-
rek MDBK (Madin Darby Bovine Kidney).

Material i metody

Wirus, Do badan uzyto 10 pasazu krajowego szcze-
pu wirusa PI; wyizolowanego w Zakladzie Wirusologii
Instytutu Weterynarii w Pulawach. Wirus ten byl na-
mnazany przez 6 kolejnych dni w hodowli komoérek
MDBK. Miano wirusa w plynie z hodowli wynosilo
106.66 TCID;5y/0,2 ml.

Test hemaglutynacii (Ha). Wykonano go wedlug
Larskiego (13) metoda rozcieficzen w postepie 0,3 log.
na plytach z pleksiglasu zawierajgcych 110 studzienek
o $rednicy 19 mm i pojemnosci 4 ml. i

Krwinki czerwone. Do badan uzyto krwinek kury,
kaczki, gesi, indyka oraz swinki morskiej. Krew od
ptakéw pobierano przez nakltucie Zyly skrzyditowej,
zag od §winki morskiej przez punkcje serca. Probki
krwi pobierano do nastepujacych antykoagulantow: A.
roztwor wersenianu dwusodowego z formaling — wer-
senian dwusodowy 20,0, formalina obojetna 25ml, wo-
da redest. 225 ml.; B. roztwdér wersenianu dwusodo-
wego bez formaliny — wersenian dwusodowy 25,0;
woda redest. 225 ml, C. roztwér cytrynianu sodu —
cytrynian sodu 3,8, chlorek sodu 0,9; woda redest. 100
ml. Nastepnie probki krwi pozostawiano przez 60
min, w temp. pokojowej (20—22°C), po czym wirowa-
no je przez 5 min. przy 2300 obr./min. Odwirowany
osad krwinek plukano 3-krotnie 0,9% NaCl i standa-
ryzowano przez wirowanie 10 min. przy 1000 obr./min,
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Tak przygotowane krwinki uzywano do testu hema-
glutynacji w postaci zawiesiny 0,75%.

Stezenie jonow wodorowych (pH). Odezyn Ha prze-
prowadzano uzywajac PBS o pH 5.7; 68, 7.2 i 5.0
Skiad podstawowego roztworu PBS o pH 7,2 byl na-
stepujgey: NaCl 16,0, KCl 04, NaHPO,X12H,0 58,
KH,PO, 0,4, woda redest. ad 2000 ml. Wyzsze i nizsze
pH uzyskiwano dodajagc do buforu pedstawowego od-
powiednie ilogei 1 N HCI lub 1 N NaOH,

Wyniki i omoéwienie

Przeprowadzone badania wykazaly, ze wi-
rus Pl; aglutynuje krwinki gesi, indyka i $win-
ki morskiej (tab. 1). Przy uzyciu krwinek gesi
minimalny czas hemaglutynacji z wirusem roz-
cienczonym 1:5 wynosil srednio 2,5 min. Ana-
logiczny czas z krwinkami indyka wynosil oko-

Tab. 1. Minimalny czas inkubacji dodatniej reakeji
hemaglutynacji wirusa PI3 z krwinkami réznych ga-
tunkow zwierzat

23{;‘;&% Czas inkubacji odczyru Ha
Kuro =

Kaczka _

Ges 1-3min.

Indyk 2-5min.

Swirka morska 60-90min.

Tab. 2. Przebieg odczyn Ha z erytrocytami réinych
gatunkow zwierzat

Gatunek Miano Ha wirusa Pla w czasie: (mir)
zwierzot 415 30 60 90 120
Kurca 0 = = - —
Kaczka 0 — - — —

Ges 4:460 4:160Q E E E
Indyk 0 4460 1:4160 4:460 A:460
Swinkamorska 0 ) 0 4:80(x460)1: 80

Objasnienia: E — elucja, O — brak dostatecznego opad-

niecia krwinek w odczynie Ha, — — ujemny wynik odczynu

hemaglutynacji.

Tab. 3. Wplyw pH na miano hemaglutynacyjne wirusa
PI; przy uzyciu krwinek réznych gatunkow zwierzat

pH Kura Kaczka Gas Indyk m&tg
5.7 T —N 4:320 1:160{£320) 1:80(x 160}
6.8 = oy 1:460 4:160 41:160

12 - oy 1:160 4:160 4:460

9,0 = = 4:80 4:80 1:80
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Ryc. 1. Odczyn Ha po 15 min.

Ryc. 3. Odczyn Ha po 90 min.

.9 min., a z krwinkami swinki morskiej po-
15| 60 min, Przebieg odczynu Ha z réznymi

jaml krwinek przpabtavvlono w tab. 2. Jak
zano, wynik odezynu z krwinkami gesi
mozna m/}o (*dczytac juz po 15 min, (ryc. 1), z
krwinkami mdykd po 30 min. (ryc. 2), zas z
krwinkami $winki morswk:iej dopiero po 90—120
min. (rye. 3). Uzywajgce krwinek kury i kaczki
nie stwierdzono zjawiska hemaglutynacji pod-
czas 2 godzin obserwacji.

Wplyw pH na miano Ha wirusa parainfluen-
zy z krwinkami roéznych gatunkéw zwierzat,
pobranymi do powszechnie stosowanego cytry-
nianu sodu, przedstawia tab. 3. Dodatni wynik
hemaglutynacji wykazano tylko z krwinkami
gesi, indyka i swinki morskiej. Miano Ha wi-

Ryc. 2. Odeczyn Ha po 30 min.

Rye. 4 Odcezyn Ha z krwinkami ggsi po 30 min., z
uwzglednieniem réinych warunkéw pH

rusa PI, z wymienionymi krwinkami uzaleznio-

ne dylo od pH srodowiska. Najwyzsze wartosci
miana Ha uzyskano w pH 5,7 (1:320), zas naj-
nizsze (1:80) w pH 9,0. th/w pH na miano Ha
¢ krwinkami gesi uluoiru.]e ryc. 4. Mimo szero-
itiego zakresu pH nie notowano dodatniego od-
czynu Ha z krwinkami kury i kaczki.

Wplyw antykoagulantu na miano Ha przed-
stawia tab. 4. Najlepsze wyniki uzyskano z an-
tykoagulantem A (roztwdr wersenianu dwuso-
dowego z formaling). Przy jego uzyciu miano
Ha wirusa PI; nie spadio ponizej 1:160. Gorsze
wyniki uzyskano z antykoagulantem B, zwlasz-
cra w odniesieniu do krwinek swinki morskie].
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Tab. 4. Wysoko$¢é miana hemaglutynacyjnego wirusa PI; w zalezno$ci od krwinek, pH i antykoagulantu

Ges , incl.ykl éwinka. mon;skat
H tykocgulont ontykoagulant aonitykoagulan
P a:. Y Bq C A 4 Bq c A B8 c
59 4:320 4:460 4:320 4:460 41:320 4:320 4:460 41:4160 4:320
68 1:4160 4:160 1:460 4:460 4:320 1:160 4:460 1: 80 1:4160
7.2 1:460 4:460 4:460 4:460 4:160 1:160 4:460 4: 80 4:460
90 A1:4¢9 4:160 4:80 1:460 4:160 1:80 4:460 4:80 1:80
Objasnienia: A — Wersenian dwusodowy z formalina, B —Wersenian dwusodowy bez formaliny, C — Cytrynian sodu.

Najwickszy rozrzut wynikoéw notowano przy
uzyciu krwinek pobranych do cytrynianu sodu
(wariant C). Miano Ha z krwinkami gesi w pH
5,7 wynosilo 1:320, a w pH 9,0 1:80. Podobhna
zaleznosé miana Ha od pH odezynu wykazano
7z krwinkami indyka i $winki morskiej.

Najlepsze wyniki hemaglutynacji uzyskano z
0,75% krwinkami gesi. Miarodajny wynik testu
uzyskano juz po 15 min. Biorge jednak pod
uwage nieunikniony rozrzut wartoéci miana Ha
nalezy zalecié odezytywanie wyniku hemaglu-
tynacji po 30 minutach. Jak sie wydaje, na tak
szybkie wystepowanie dodatniego odezynu Ha,
istotny wplyw ma niewatpliwie masa samej
krwinki. Podobne rezultaty jak z krwinkami
gesi uzyskano z erytrocytami indyka. Porow-
nawcze badania z powszechnie stosowanymi
krwinkami $winki morskiej wskazujg na 4—=6
krotne opoOznienie odczynu Ha w stosunku do
testu wykonywanego z krwinkami gesi lub in-
dyka.

Nieoczekiwanym stwierdzeniem byt brak do-
datniego odczynu Ha z krwinkami kury i kacz-
ki. Rezultaty te sa niezgodne z wynikami Rei-
singera i wsp. (17) i Hamdy (7). Autorzy ci pod-
kre$laja, ze najwyrazniejszy odczyn uzyskuje
sie z krwinkami $winki morskiej lub kury.
Wedtug Reisingera i wsp. (17), najwyzsze miano
Ha dla krwinek $winki morskiej wynosilo
1:2048, zas wedlug Hamdy (7) 1:1280. Kita (10)
podaje, Zze miano Ha krajowych szczepéw wi-
rusa PI, z krwinkami $winki morskiej wynosito
od 1:80 do 1:160. Badania Hamdy (7) wykazaly
ponadto, ze sposréd 13 szczepow wirusa Pl
5 2z nich nie wykazywalo wlasciwosci hemaglu-
tynacyjnych w stosunku do krwinek kury, a w
przypadku 8 pozostalych miano Ha wynosito
od 1:10 do 1:160. Utrate wlasciwosci hemagluty-
nacyjnych szczepu RG wirusa PI; z krwinkami
kury obserwowal réwniez Larski (14).

Z przeprowadzonych badan wynika rowniez,
ze najlepsze rezultaty hemaglutynacji uzyskano
stosujac jako antykoagulant wersanian dwuso-
dowy z formaling. Krwinki gesi, indyka i swin-
ki morskiej pobrane do cytrynianu sodu wyka-
zuja duzg wrazliwos¢ na pH odczynu, wyrazem
czego jest znaczna rozbieznos¢ wynikow.

Badania wielu autorow (10, 14, 15, 17, 18)
oraz uzyskane rezultaty wlasne pozwalajg
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stwierdzié, ze obserwowane roznice wysokosSci
miana hemaglutynacyjnego wirusa PI; namno-
zonego w hodowli komoérek moga kry¢ si¢ w
odmiennosci badanego szczepu, rodzaju krwi-
nek, stosowanego antykoagulantu, jak i warun-
kow prowadzonej reakeji, a wiec pH.

Wprowadzenie krwinek gesi lub indyka do
testu hemaglutynacji z wirusem parainfluenzy
Pl,, stwarza nowe mozliwosei szybkiego okres-
lania ilogci wirusa oraz szybkiej oceny poziomu
przeciwcial anty PI, w surowicach badanych
zwierzat testem zahamowania hemaglutynacji
(HI).
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Pynka §I. — IIpMveHenue OTHYBUX IPHUTPOUMTOB LA
KDHUTEPMA TeMATrTJIITHHALNK C BHDYCOM napanadmosu-
usl PI,

TIpoBesenHble MCCIEAOBAHMA IIOKal3algu, HTO BUPYC
napanu@uosHysl PI; arrioTMHUpYyeT KPOBAHBIE TEIlb-
1a TycdA, MHAENKU U MOPCEKOJ CBMHKM, HE ATTJOTMII-
pyeT Xe KPOBSHBIX TENEl] KYPULEI M YTKIH. TTonoxs-
TeJABHBIH PE3yJbTaT KpuTepusa remarrioriuaisr (Ha)
¢ KPOBAHBLIMM TENbLAMM TYCH OTMEHAJCH 10 MCTEHernnl
15 MuH,, C XKPOBAHBIMM TelblaMM UHIHEM -— HEpe3
30 MyH. a € KPOBIAHBLIMIT TeJlbUaMH MOPCEKOM CBWHEN
— mmme uepe3 90—120 Mun, Habaronanack OTHETIM-
pasg 3aBUCHMMOCTL TuTpa Ha Bupyca Plj or pH pe-
aknuy. Haumpbiclle TUTPY MOJYYEHO, MCHONB3YH 3Pi-
TPOLMTEI KPOBY, AJf KOTOPOM B KAa4YeCTBE AHTHKOArY-
AHTA TIPMMEHSJICH [BYHATPVEBBIM BEPCEHAT C dHop-
MaJIMHOM.
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Rulka J. — Employing of poulfry erythrocytes to the
HA test in case of parainfluenza PI3 virus

Erythrocytes of geese, turkeys and guinea pigs,
except hens and ducks, agglutinated under the in-
fluence c¢f PI-3 virus. The positive results of haema-

gglutination with red blood cells of geese, turkeys and
guinea pigs took place after 15, 30 and 90—120 min.,
respectively., There was a close relationship between
the HA titre of the virus and pH of the solution
used. The highest titre was found when erythocytes
were suspended in a disodium versenate solution
with formalin.
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Badania nosicielstwa drobnoustrojéw rodzaju Campylobacter

u zwierzat rzeznych

Katedra Higieny Produktow Zwierzecych Wydziaiu Weterynaryjnego ART,
10-957 Olsztyn-Kortowo II-»

Rola drobnoustrojow rodzaju Campylobacter
w schorzeniach przewodu pokarmowego u ludzi
i zwierzat jest juz w pewnym stopniu poznana.
Drobnoustroje te rozpowszechnione sg wérod
zwierzgt jako komensale, ktore w okreslonych
warunkach moga wywota¢ chorobe (2, 3, 4, 6,
16, 17, 21). Od kilku lat Campylobacter jejunif
{coli uwazany jest za wazny czynnik etiolo-
giczny ostrych zatrué pokarmowych u ludzi (2,
7—10, 14, 27). Jak wynika z danych opubliko-
wanych przez WHO (26) na terenie Anglii,
Walii { Pélnocnej Irlandii, gdzie badania w kie-
runku Campylobacter sp. prowadzone sg sy-
stematycznie od kilku lat, zanotowano kilka-
krotny wzrost liczby przypadkow zatruc po-
karmowych wywolanych przez te bakterie. W
1985 r. liczba zachorowan wywolanych przez
C. jejuni/coli w tych krajach przekroczyta 23
tysigce i byla 2-krotnie wyzsza w pordéwnaniu
z liczba przypadkow, w ktorych czynnikiem
etioclogicznym byly pateczki Salmonella (26).
Nalezy podkresli¢, ze przedstawione dane obej-
mujg jedynie zachorowania zgloszone urzedo-
wo. Gléwne zrédio zakazenia dla ludzi stano-
wila zdnieczyszczona tymi bakteriami zZywnose
oraz woda (1, 3—5, 8, 10, 11, 13, 15, 19, 22—
25).

Wsrad wielu gatunkoéw zwierzat istotna role
w lancuchu epizootiologiczno-epidemiologicz-
nym kampylobakterioz odgrywajg zwierzeta
rzezne oraz drob (1, 3, b, 17—21, 23—25, 27}.
W licznyeh publikacjach (1, 3—5, 8, 13, 17, 18,
24, 27) zwraca sie szczegolng uwage na dréb i
dzikie ptactwo jako mnajwiekszy rezerwuar
drobnoustrojow z rodzaju Campylobacter. W
Polsce odczuwa sie wyrazny brak danych doty-
czacych czestosci wystepowania drobnoustrojow
z rodzaju Campylobacter u zwierzat rzeznych.
W zwigzku z tym podjeto badania wlasne, kto-
rych celem bylo okreslenie czestosci nosiciel-

stwa tych bakterii u $win, bydia oraz drobiu
rzeznego z terenu wojewddztwa olsztynskiego.
Materiat i metody

Badaniom bakteriologicznym poddano 993 proba:
kalu pochodzace od $win, bydla, kurczat, gesi, kaczek
i indykow.

Kal, bezposrednio po pobraniu, wysiewano ezg na
podloze wybidrecze Skirrow zawierajgce: Brucella agar
(Difco) — 43 g/1 1, krew konska odwldkniona — 70

ml/l 1 oraz zestaw antybiotykbw — wankomycyna
10 mg, polimyksyna B 2500 i.u., trimethoprim 5 mg/1 1
(wg Bio-Meriéux — Francja).

Posiane peodloza inkubowano w temp. 42°C przez
48 godz. w mieszaninie gazoéw zawierajgcej: 5% O,
5% CO, i 90% N,. Po okresie inkubacji kazdy tyo wy-
rostych kolonii podejrzanych o przynalezno$é¢ do ro-
dzaju Campylobacter badano w mikroskopie kontras-
towo-fazowym, a nastepnie stosowano testy réznicu-
igce: wytwarzanie katalazy i oksydazy, zdolno$é do
wzrostu w temp. 25°C i 42°C, wzrost na podiozu za-
wierajacym 1% glicyny i 3,5% NaCl, wrazliwo$é na
cefalotyne i kwas nalidyksowy oraz zdolnos¢ bhydro-
lizy hippuranu sodu (12, 18).

Wszystkie wyizolowane bakterie Gramujemne, kata-
lazododatnie i oksydazododatnie, posiadajace ksztatt
wydiuzony, spiralnie skrecone, wykazujace charakte-
rystyczny ruch postepowo-zwrotny klasyfikowanao jako
Campylobacter. Szczepy wykazujace zdolno§é hydro-
lizy hippuranu sodu okreslano jako C. jejuni, a nie
posiadajace tej cechy jako C. coli. Szczepy oporne
na kwas mnalidyksowy uznawano za C. laridis
(NARTC). Biotyp Campylobacter jejuni okreslano w
oparciu o test na wytwarzanie Hy;S w podilozu FBP
(18).

Wyniki i omoéwien.ie

Uzyskane wyniki badan zestawiono w tab.
1i2.

W tab. 1 przedstawiono czestosc wystepowa-
nia drobnoustrojéw z rodzaju Campylobacter
u $win, bydla oraz drobiu rzeznego. Sposrod
6 gatunkow badanych zwierzat, drobnoustroje
te najczesciej izolowane byly od kaczek —
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