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Zastosowanie metody aglutynacji płyiowej do rozpoznawania
salmonelozy u nutrii
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Kierovt'nik: dr LEoPCLD UcjoRSKI

płvn lizjol oglłzny 100 ml
cyt,rynian sordu 2,0

m.
gęstość zawiesiny antvgenowej
przy pomocy nefelometru Mac

Farllanda.
Na każde 100 rnl zawiesiny dodaje się 1 mI

chlcrcformu olaz 5 ml 1 prcc. r,oztw,oru wod-

oTaz w minimalnym stopniu upośIedzoną
sprawnością sympleksu sornatycznego, mocną
barwliwością komorki bakteryjnej, przy pra-
wie nie barrłriącym się medium,

2. Pobieranie krwi. U nutrii wszelkie ręko-

bezwłosa dorsalna strona stopy, w odróżnie-
niu od partii wyżei leżących, pokrytych ge-
stym włosenr szerstnym i puchowym.

Ścisłe szukanego miejsca wv-
magałc sunków anatomicznych
naczyń kończyny. Konsekwen-
cją ich poznania było ooracowanie układu żyl-
nepo stopv nutrii (rys. 1) *

Z anilizy przeclstawionego układu żvlnego
grzbietowej strony stopy nutrii wynika, że
miejscem najwłaści-wszym do pobrania l<rwi

+) SZcZćJ) nr 6964 ,.W-tż" pI,Z(]kaZa11(l C()fZo\\,skill] zaliln-
c|()rl) lli,Zel)]ysłLL EioWetef J,nalfy,i])ego. gd7lje SiLlż}, obcct] ic do
l)I 0dLilic,i1 SZC2,epionl(i.

Weterynal-ia spośłód metod diagnostycznych
chętnie przyswaja sobie te, które z uwagi na
prostotę i łatwośĆ wykonania (szczególnie
tv tr,,arunkach terenowych) mogą znaleźć rr.a-
sowe zastosorvanie. Wspomniane zalety posia-
da odczyn zlepny płytowy z kroplą świeżej
krwi i ant;/genem barwnym. W oparciu o do-
tychczasolł,e wyniki stosowanja pov,;yższej me-
tody,,v serodiagnostyce puloroz5r, salm,cn,elozy
ptactwa rvodnego i brucelozy postanowiono
zaadaptorvać ją vr salmonelozie nutrii. CeIo-
wość tego dyktowała koniecznośó natury ,,bio-
logicznej", zasadniczo wykluczająca wykony-
wanie ma,sowych badań bakteriologicznych
kału rt tych zwierząt,, Defekacja u nutrii odby-
lva się plzer,rlażnie ,w ivodzie i posiada charak-
ter autoklizrny. Zl;ł,,erze rvciąga wocię do prost-
nicv, abv nasiqpnię rvypchnąć y,|raz z nią ufor-
mo\yane grudki kału. które porywa prąd rvo-
dy przepłyu,ającei przez klatki.

Na pocistawie baCań własnvch oraz infor-
macji otrzymanych z lI WZLIW, czynnikiern
etiologicznvm salmonelozy u nutrii jest pa-
łeczka tyfusu: mysiego (S. t,upllżmurium).

przypadek stef f enouej wyhodowania na
jednej z ferm S. tgnhimurźuln, S. ęnlęriti,dżs
i ,S, booźsmorbżJic.ans otaz pIzypadek własny

- wydzielenia §. choleraes,.Lźs są jak dotąd
ied5lnym wyjątkiem świadczącym o możliwo-
ści istnienia zaka.żeń mieszanych.

Opra c o1,1,anie płytowe go o dcz ynu
zIepnego

1. Z ko]ekcji 326 szczepów S. tgpłl.żmurtunl.
wynizolowan,vch w ciągu 6 lat z różnych epi-
zcotii salmonelczcwvch u nutrii użvto do pro-
dukcii antygenu szczepu ..dwufazcwego", od-
znacza.jącego się stosunkowo małą zjadliwo-
ścią (LD,;o 10-3, kiedy średnia kilkunastu in-
nych szczepów wynosiła LD;u 10-5) oraz dob-
rymi r,vłasncściami immunologicznymi (szczep
nr 6964, kryp. ,,W-12"). *

Przy gotorł,anie anty ge nu
\,^/z,orcowy szczep S. t,yphimurźum ,,W-l2"

przechowylł,any na podłozu Dorseta, przesie-
wa sie na agar zwykły dla otrzvmania po 24
godz, wzrastu pojedynczycb kolonii, z których
metcdą lJenry'ego ;zoluje siq formy gładkie
dla kolejnego przesiania ich na agary zwykłe
skc.śne. Po nastepnvch 24 godz. sołukuje się

' ) }rl,ży wydalrlej
l))iel,Za 1\{\ cZl(o\\

i cennC.i l)o1r)ocY PiLl],l [fUc (]l, l(:a7,i-
skieg0
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jest łuk żyln"v grzibie,tiolivy dalszy śró,dsriopia
(arcus uenoslls dorsrrlis dżgitcilźs), ściśl,e,j ta jeg,o
częśŁ, która lezy t,r rctł,-ku między drugą i ttze-
cią koślcią śródsiopia (na rys. 1 rniejsce za-
kreśIorre kółkiem aj. },{oina równiez wykor.zrv-
stać do tego celu ię część rv/r,l, łu}<u Źylne§o,
która leży vl lynience między trzecią i czvlar-
tą kością śróds,torpia ]ub idąc vr' kierun-
ku palców 

- lezące rv rvymienion;rch rynien-
kach żyłv palcorł,e grzbietowe {ut-l. dżgitales
dorsales), na lys. 1 miejsce zakreślone kół-
kiem b).

R)s 1 \Ą,g K 1\iIyczko.trskieBo

Znaląc stosunki anatomiczne, uzyskanie po-
trzebnych ilości krwi nie nastręcza już żad-
nvch trudności. L]ciskając kciukiern lewej rę-
ki grzbietolvą stronę stopy rv połowie wyso-
kości kości śródstopia, porł,odujemy wypełnie-
nie się naczyń żylnycLl krwią, a co zatem idzie
dobrą ich r,vidoczntlść pf zez bardzo cienką
rv tym miejscu skóre (fot. 1 i 2).

Igłą trzvrnaną w pla,wej ręce ne*klu-nza sie
przeświecający łuk żizlny rnięclzv II a trII ko-
ścią śróCstcpia. Zalries ten je=t tym łatrviej-
szy, że rrtworzona rrrzez obie kcści śród_stopia
rynienka, na dnie której przebiega sztrkane
nacz)/nie żylne jest równocześnie,,kierunko-
1pą" ostrza jgły nanrowadz,ającą je na rvła,ści-
rvy cel.

IVTetodą tą moźrra w zależności od siły nakłu-
cia uz)zskać oci kilku kropel d_o kilku mI krwi.

Sam zabieg jest pl,arvie bezbolesny,, bezpiecz-
ny dla zwierzęcia., i nie pozosta,"via żadnych
śiadów. Krvrav,;ienje ustęptłje natychmiast po
zw,o,ln,ieniu ucisku. Zabieg mozna plwLarzać
bez obawy ,,łrywołania krwiaków podskórnych.

Na marginesie dodam, że jest to miejsce
u nutrii nadające się równie" 4o y,ykonania
zastrzyków dożylnych,

3. Usta]enie rł,ysokości tzw. miana ,,fizjolo-
gicznego" dla zlepników anty- S. typhim,urium
rv surowicy krlvi zdroivvch nutrii.

Bad_ania przeprornra<lzono w dwóch seriach.
W pierwszei użyto po 100 nlrtrii z czterecb,
fernr (z których w dv,u notorł,ano paratyfus,
drvie pozostałe wolne tryły od teeo schorzenia).
Badania wykona,no przeci i po uboju zwierząt.

Z surovricą krr,vi pobraną przed ubojern na-
stawjano ad,cz-yn z\e1:n7 plobór*rkcwy z anty-
genem S. typhżmurii;nl poczynając od rozcień-
czenia 1:5. W wypadl;u otrz,,,mania pozytyw-
nej reakcji, aglu,Łynac3'ę z daną surowicą pro-
wadzono d-o r,vysokości iej miana. Następnie
od }<ażdej ze sztuk, u którvch od"czyn zlepny
wystąpił już rv rozcjeńczeniu 1:5, po ubojrr po-
bierano do badania bakterioloeicznego wycinki
narządów, v/ewnętlzn;rch ora,z kał z prostnicv
na obecność pałeczelł Salmonella w ogóJncści,
a S. tEphi,ntl,rium, w szczególności.

W fermach .łolnych oC salnaonelozy 13 zwie-
rząt (6,9 proc.) reagolł,ało pozvtvwnie w, mia-
nie 1:5 i 1:10, a ied.na nutria (0.54 proc.) vr mia-
nie \^/yzszym. Z tego przypadkr.ł udało się .ryy,-

hodorł,ać pał. tyfusu mysiego
Wśród zwietząt z ferm objętych zarazą wy-

kryto 24 re.e.gentów (13,8 proc.) w mianach
1:5 i 1:10 oraz 3 (1,7 proc.) rv mianach wvz-

Fot 2,

I'o|. 1

Fot Z. zielińSki
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szych. .S. tgpliinl,uriultt wydzielonc z dwóch
sztuk o mianie 1:B0 i 1:320.

W drugiej serii przebadano 1000 prób krwi
nutt,ii pochodzących z różnych ferm woj. ,wroc-
ławskiego. Odczyn zlepny y,zykonano jak wy-
żej; 954 prób dało lvynik ujemn}r (95,4 proc.),
31 reagowało dodatnio w rozcieńczeniu 1:10
i 1:20 (1,1 proc.), pozostałe 4 r,,, rozcieńczeniach
wyższych (0,4 proc.).

W sumie oba dŃwiadczenia up,owźlniają d,c
stwierdzenia, że w warunkach stanów fizjo-
Iogicznvch w surovlicy krwi nutrii zIepniki
anty- S. typhimurium nie występuią,

Jedynie sporadycznie obecność ich ujarvnia
się ilościami, któryc}r rozcieńczeniern surowicy
1:25 stwierdzić się nie udaje.

Dlatego też przyjęto rozcieńczenie surowicy
I:20 za granicę miarra fizjologicznego, a 1:25
za zobowiązujące -- dodatnie.

4. Określenie optimal ratio obu komponen-
tów odczynu zlepnego płytowego dla strefy
ekrviwalencji podanego porvvzej miana suro-
wicy 1:2ó, przeprowadzono łv sposób poda.ny
1y plac} pt,, ,,Możlir,vośc wykorzystania anty-
genórv barwnych w serodiagnostyce sa.lmone-
Ioz5, u ptactwa wodnego" (Med. Wet. 1959/10).

Stwierdz,ono, z,e strefa ekwirval,encii,odczy-
nu zlepnego płytowego odpowiadającego loz-
cieńczeniu surowicy 1:25 wymaga użycia anty-
genu o gęstości 1,5 miiiarda pałeczek tyi'usu
mysiegro w 1 ml. (nr 5 skali nefe,1o,met,ru Mac
Farlanda).

Wspomniany antygen należy mieszać z tą
samą ilością badanej krwi (np. 0,05 ml antv-
ge,nu z 0,05 rnI krwi lub 0,05 ml antyg,enu
z 0,C4 mI surowicy).

Przy zachotł,aniu podanych współczynnikór,v
odczyn zlepny przebiega szvbko (rnaks. do 1

minuty) w formie gruboziarnistej, doskonale
rvidocznej aglutynacji,

Reakcje z krwią o mianie niższy:nr od 1:25
przeważnie wyipada;ą uje,nrLnj.e lu,b agluty-
nacja przeb,ie,ga barrdalo wo,Ino (do 4-5 mi-
nut). Tor,vatzyszy temu odczyn zlepny drobno-
ziarnisty, trudno widoczny bez użycia szkła
powiększającego.

Sam tok postępowania przy masowych, tere-
nowych badaniach serologicznych krwi nutrii
na salmonelozę przedstarvia się następu jąco:

Ternrin wykonania badań nalezy podać do
wiadomości Iermy na kilka dni przed ich roz-
poczęciem. Czas ten jest potrzebny do poczy-
nienia wstępnych przygotowań, do których
należeć będzie zrobit-nie 10 l<ojców ponumero-
wanych od 1 do 10 dla przetrzymywania zwie-
rząt w czasie badania. Dalej kilku mocnych
skrzyń, w których llqdą umieszczone zwierzęta
reagujące d,odatnio. Skrzynig prowinny posia-
dać zamknięcia.

W dniu badania nutrie należy przegłodzić.

Ekipa badaiąca sxłada się z lekarza ,"vet.

oraz siły pomocniczej.
W skład zestavrtt laboratoryjnego (fot. 3)

wchodzi: i. stoł (vzysokość 70-80 cm), 2. 3-4
pł;łty szi<iane z elipsor,vatymi wyciłuż,eniami, 3.
flaszeczka z arltygenem barwnym. W korek
wmontov,rana jest pipeika odmierzająca daw-
j{i 0,05 ml, 4. metalcwy czerpak - mieszadeł-
ko o śi,ednicy tarczki 3 mrn pobierającej 0,05
ml krlvi, 5. kiika grubszych, średnio długich
igieł in:ekcyjlrych do nakłuviaria żył, 6. fla-
szęczka z 4 1rroc. rozt. formaliny, 7. wata, wa-
ta z chlorkienr żelazorvym, lignina, B. ręcznik,
iniedtrica, rł,iadt,o itp.

Czynrrości związane " n"a",.i"lo' ffi;
sie; w następującej kolejności:

Dwaj pracownicy fermowi rvybierają nutrie
z ]rlatek i oddają je dwom innyrn, ktorzy po
ocipowiednirn unieruchomieniu zlvierząt zbli-
zają się do stołu. Pomocnik lekarza dezynfe-
kuje nriejsce nakłucia na kończynie. W mię-
dzyczasie lekarz rozlewa na płytkę 10 dawek
antygenu, następnie nakłuwa właściwe miej-
sce i czerpakiem pobiera kroplę krwi, którą
przenosi na płytę i szybko miesza z antyge-
nent. Poi-.locnik po raz wtóry dezynfekuje miei-
sce nakłucia, po czym wskazuje odpowiedni
numer klatir,i dIa przetrzymania zwierzęcia,
Kolejny numer klatki odporviada kolejnemu
num.erorvi na płycie,

Lekarz poruszając płytą w rękach ruchem
wahadłowynl odczytttje w;lniĘi baclań. W wy-
padku stwierdzenia reakcji dodattriej, nutria
znajdująca się rł, ocipowiedniej klatce zostaje
odsep,arronvana w przeznacżor;'ej na te,n cel
skrzyni. Inne reagujące ujemnie, pozostali
pracownicy fermy vipuszczają do budek, z któ-
rych zostały zabranl,, Zużyte igły wyjaławia
si,ę fo,nmaliną lub gotołł,anLiem.

Po zakończeniu całości badań, prorvadzący
je lekarz sporządza krótki protokół.
Adres autora: dr Leopold Ugorski, lvrocła-W 12, ul. Roda-

kowskiego 6.
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