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Zastosowanie metody aglutynacji plytowej do rozpoznawania
salmonelozy u nufrii
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Kiercwnik: dr LEOPCLD UGORSKI

Weterynaria sposréd metod diagnostycznych
chetnie przyswaja sobie te, ktére z uwagi na
prostote 1 latwos¢ wykonania (szczegblnie
w warunkach terenowych) moga znalezé ma-
sowe zastosowanie. Wspomniane zalety posia-
da odczyn zlepny plytowy z kroplag Swieze]j
krwi i antygenem barwnym. W oparciu o do-
tychczasowe wyniki stosowania powyzsze] me-
tody w serodiagnostyce pulorozy, salmonelozy
ptactwa wodnego 1 brucelozy postanowiono
zaadaptowa¢ jg w salmonelozie nutrii. Celo-
wosé tego dyktowata konieczno$¢ natury ,bio-
logicznej”’, zasadniczo wykluczajgca wykony-
wanie masowych badan bakteriologicznych
kalu u tych zwierzat. Defekacja u nutrii odby-
wa sig przewaznie w wodzie i posiada charak-
ter autoklizmy. Zwierze weiaga wode do prost-
nicy, abyv nastepnie wypchna¢ wraz z nig ufor-
mowane grudki katu. ktére porvwa prad wo-
dy przeplywajacej przez klatki.

Na podstawie badan wtasnych oraz infor-
macji otrzymanych z 11 WZHW, czynnikiem
etiologicznym salmonelozy u nutrii jest pa-
teczka tyfusu mysiego (S. typhimurium).

Przypadek Steffenowej wyhodowania na
jednej z ferm S. typhimurium, S. enteritidis
i S. bovismorbificans oraz przypadek wlasny
— wydzielenia S. choleraesuis sa jak dotad
jedvnym wyjatkiem $wiadczacym o mozliwo-
sci istnienia zakazen mieszanych.

Opracowanie plytowegoodczynu
zlepnego

1. Z kolekcji 326 szczepdw S. typhimurium
wyizolowanych w ciagu 6 lat z réznych epi-
zcotii salmonelozcwych u nutrii uzyto do pro-
dukcji antygenu szczepu ,.dwufazowego”, od-
znaczajacego sie stosunkowo malg zjadliwo-
scig (LDso 107° kiedy érednia kilkunastu in-
nych szczepéw wynosita LDso 107°) oraz dob-
rymi wilasnesciami immunologicznymi (szczep
nr 6964, kryp. ,,W-127). *

Przyzotowanie antygenu

Wrzorcowy szczep S. typhimurium ,,W-127
przechowywany na podlozu Dorseta, przesie-
wa sie na agar zwykly dla otrzymania po 24
godz. wzrostu pojedynczych kolonii, z ktérych
metcedg Henry’ego izoluje sie formy gtadkie
dla kolejnego przesiania ich na agary zwykle
skecéne. Po nastepnvch 24 godz. splukuje sie

#) Szezep nr 64964, W-120 przekazano Gorzowskim  Zalkla-
dom Przemystu Bloweterynaryjnego, gduie sluzy obecnic do
produkeji szezepionki.

wyroste kolonie 10 ml plynu fizjologicznego.
Otrzymana spluczyne wysiewa sie (we flasz-
kach Roux) na podloze skladajace sie ze Zwyk-
tego 3 proc. agaru z dodatkiem 0,5 proc. chlor-
ku ammenu i 0,5 proc. tiosiarczanu sodu, Flasz-
ki Roux po 48 godz. trzymania w cieplarce za-
lewa sie 30 ml jalowego roztworu o skiadzie

plyn {izjologiczny 100 ml

cytrynian sodu 2,0
na okres kilku godzin celem umozliwienia od-
dzielenia sie masy bakteryjnej od podloza. Po
skontrclowaniu .,czystoéci” uzyskanej zawie-
siny, przesacza sie przez jalows gaze. Nastep-
nie przeprowadza kontrolna aglutynacje szkiel-
kowa z surowicami anty-BO, 1, 12 oraz ptynem
fizjologicznym.

Potrzebna gestoi¢ zawiesiny antygenowej
oznacza sie przy pomocy nefelometru Mac
Farlanda.

Na kazde 100 ml zawiesiny dodaje sig 1 ml
chlcroformu oraz 5 ml 1 proe. roztworu wod-
nego fioletu krystalicznego. Po bardzo dok-
tadnym wymieszaniu tak spcrzadzony antygen
wstawia sie na 24 godz. do termostatu wstrza-
sajac co pewien czas. Po tym ckresie wykonuje
sie nastepny odezyn zlepny plytowy jak wyzej.

Tak sporzadzony antygen jest preparatem
biologicznie ,nieczynnym”, bezpiecznym
w uzyciu, charakteryzujgcym sie pelng spraw-
noscia serologiczna sympleksu rzeskowego
oraz w minimalnym stopniu uposledzong
sprawnoscig sympleksu somatycznego, mocng
barwliwoscia komorki bakteryjnej, przy pra-
wie nie barwigcym sie medium.

9. Pobieranie krwi. U nutrii wszelkie reko-
czyny w okolicy glowy i tulowia uniemozliwia-
ja potezne siekacze o duzej sile ciecia. Jedy-
nie tylne konczyny, z uwagi na latwy dostep
i bezpieczenstwo badajacego, nadaja sie do
wyszukania wlasciwego miejsca dla pobrania
krwi, najlepiej nadaje sie dla tego zabiegu
bezwlosa dorsalna strona stopy, w odroznie-
niu od partii wyzej lezacych, pokrytych ge-
stym wtosem szerstnym i puchowym.

Sciste sprecyzowanie szukanego miejsca wv-
magalo znajomosci stosunkéw anatomicznych
naczyn zylnvch tylnej konczyny. Konsekwen-
cja ich poznania bylo opracowanie uktadu zyl-
nego stopy nutrii (rys. 1) *

7 analizy przedstawionego uktadu zylnego
grzbietowej strony stopy nutrii wynika, ze
miejscem najwlasciwszym do pobrania krwi

Yy Przy wydalnej | cenncj pomocy Pana Doc, dr Kazi-
mierza Myczkowskieguo
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jest luk zylny grzbietowy dalszy s$rodstopia
(arcus venosus dorsalis digitalis), Scislej ta jego
czese, ktoéra lezy w rowku miedzy druga i trze-
cig koécig $rédsiopia (na rys. 1 miejsce za-
kreslone kélkiem a). Moina réwniez wykorzy-
sta¢ do tego celu te cze$¢ w/w luku zylnego,
ktéra lezy w rynience miedzy trzecia i czwar-
ta kodcia $rodstopia lub idge w  kierun-
ku palcow — lezgce w wymienionych rynien-
kach zyly palcowe grzbietowe (vv. digitales
dorsales), na 1rys. 1 miejsce zakreslone kol-
kiem b).

Rys. 1 wg K. Myczkowskiego

Znajac stosunki anatomiczne, uzyskanie po-
trzebnych ilosci krwi nie nastrecza juz zad-
nych trudnosci. Uciskajac kciukiem lewej re-
ki grzbietowa strone stopy w polowie wyso-
kosci kosci érédstopia, powodujemy wypelnie-
nie si¢ naczyn zylnych krwia, a co zatem idzie
dobrg ich widocznosé przez bardzo cienkg
w tym miejscu skére (fol. 1 i 2).

Fot. 1.

Fot. Z. Zielinski
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Fot. 2.
Fot. 2. Zielinskl

Igig trzymana w prawe] rece nakluwa sie
przeswiecajacy tuk zylny miedzy II a IIT ko-
$cig $rdédsteopia. Zabieg ten jest tym latwiej-
szy, ze utworzona przez obie kodci érddstopia
rynienka, na dnie kiorej przebiega szukane
naczynie zylne jest rownoczesnie ,kierunko-
wg”’ ostrza igly naprowadzajacg je na wlasci-
wy cel.

Metoda ta mosna w zaleznodcei od sity naktu-
cia uzyskaé od kilku kropel do kilku ml krwi.

Sam zabieg jest prawie bezbolesny, bezpiecz-
ny dla zwierzecia, i nie pozostawia zadnych
$ladéw. Krwawiene ustepuje natychmiast po
zwolnieniu ucisku. Zabieg mozna powtarzad
bez obawy wywotania krwiakow podskoérnych.

Na marginesie dodam, ze jest to miejsce
u nutrii nadajgce sie rowniez do wykonania
zastrzykéw dozylnych.

3. Ustalenie wysokosci tzw. miana ,fizjolo-
gicznego” dla zlepnikéw anty- S. typhimurium
w surowicy krwi zdrowych nutrii.

Badania przeprowadzono w dwoéch seriach.
W pilerwszej uzyto po 100 nutrii z czterech
ferm (z ktérych w dwu notowano paratyfus,
dwie pozostale wolne byly od tego schorzenia).
Badania wykonano przed i po uboju zwierzat.

Z surowicg krwi pobrang przed ubojem na-
stawiano odezyn ziepny probdwkewy z anty-
genem S. typhimurium poczynajac od rozcien-
czenia 1:5. W wypadku otrzymania pozytyw-
nej reakcji, aglutynacie z dang surowica pro-
wadzono do wysckeoéci jej miana. Nastepnie
od kazdej ze sztuk, u ktérych odczyn zlepny
wystapil juz w rozeienczeniu 1:5, po uboju po-
bierano do badania baktericlogicznego wycinki
narzadéw wewnetrznych oraz kat z prostnicy
na obecnosé paleczek Salmonella w ogoélnodci,
a S. typhimurium w szezegblnosei.

W fermach wolnych od salmonelozy 13 zwie-
rzat (6,9 proc.) reagowsalo pozvtywnie w mia-
nie 1:51 1:10, a jedna nutria (0,54 proc.) w mia-
nie wyzszym. Z tego przypadku udalo sie wy-
hodowa¢ pal. tyfusu mysiego

Wsrod zwierzat z ferm obietych zarazg wy-
kryto 24 resgentéw (13,8 proc) w mianach
1:5 i 1:10 oraz 3 (1,7 proc.) w mianach wyz-
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szych., S. typhkimurium wydzielonc z dwoch
sztuk o mianie 1:80 i 1:320.

W drugiej serii przebadano 1000 prob krwi
nutrii pochodzgcych z roéznych ferm woj. wroc-
tawskiego. Qdczyn zlepny wykonano jak wy-
ze}; 954 prob dato wynik ujemny (95,4 proc.),
31 reagowalo dodatnio w rozcienczeniu 1:10
11:20 (1,1 proc.), pozostate 4 w rozcienczeniach
wyzszych (0,4 proc.).

W sumie oba doswiadczenia upowazniajg do
stwierdzenia, ze w warunkach stanéw fizjo-
logicznych w surowicy krwi nutrii zlepniki
anty- S. typhimurium nie wystepuia.

Jedynie sporadycznie obecno$¢ ich ujawnia
sie ilodciami, ktérych rozcienczeniem surowicy
1:25 stwierdzi¢ sie nie udaje.

Dlatego tez przyjeto rozcienczenie surowicy
1:20 za granice miana fizjologicznego, a 1:25
za zobowigzujace -— dodatnie.

4. Okre$lenie optimal ratio obu komponen-
tow odczynu zlepnego pilytowego dla strety
ekwiwalencji pecdanego powyzej miana suro-
wicy 1:235, przeprowadzono w sposob podany
w pracy pt. ,Mozliwos¢ wykorzystania anty-
gen6éw barwnych w serodiagnostyce saimone-
lozy u ptactwa wodnego” (Med. Wet. 1959/10).

Stwierdzono, e strefa ekwiwalencji odezy-
nu zlepnego plytowego odpowiadajacego roz-
cienczeniu surowicy 1:25 wymaga uzycia anty-
genu o gestosci 1,5 miliarda paleczek tyfusu
mysiego w 1 ml. (nr 5 skali nefelometru Mzc
Farlanda).

Wspomniany antygen nalezy mieszaé z tg
samg iloscig badanej krwi (np. 0,05 ml anty-
genu z 0,00 ml krwi lub 0,05 ml antygenu
z 0,04 ml surowicy).

Przy zachowaniu podanych wspoélezynnikéow
odezyn zlepny przebiega szybko (maks. do 1
minuty) w formie gruboziarnistej, doskonale
widocznej aglutynacii.

Reakcje z krwia o mianie nizszym od 1:25
przewaznie wypadaja ujemnie lub agluty-
nacja przebiega bardzo wolno (do 4—5 mi-
nut). Towarzyszy temu odezyn zlepny drobno-
ziarnisty, trudno widcczny bez uzycia szkla
powiekszajacego.

Sam tok postepowania przy masowych, tere-
nowych badaniach serologicznych krwi nutrii
na salmoneloze przedstawia sie nastepujaco:

Termin wykonania badan nalezy poda¢ do
wiadomosci fermy na kilka dni przed ich roz-
poczeciem. Czas ten jest potrzebny do poczy-
nienia wstepnych przygotowan, do ktorych
naleze¢ bedzie zrobicnie 10 kojcéw ponumero-
wanych od 1 do 10 dla przetrzymywania zwie-
rzgt w czasie badania. Dalej kilku mocnych
skrzyn, w ktorych beda umieszczone zwierzeta
reagujace dodatnio. Skrzynie powinny posia-
da¢ zamknigcia.

W dniu badania nutrie nalezy przeglodzié.
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Ekipa badajgca sxklada sie z lekarza wet.
craz sily pomocniczej.

W sklad zestawu laboratoryjnego (fot. 3)
wchodzi: 1. stél (wysokosé 70—80 cm), 2. 3—4
piyty szklane z elipsowalymi wydluzeniami, 3.
flaszeczka z antygenem barwnym. W korek
wmontowana jest pipetka odmierzajaca daw-
ki 0,05 ml, 4. metalowy czerpak — mieszadel-
ko o Srednicy tarc:ki 3 mm pcbierajgcej 0,05
ml krwi, 5. kilka grubszych, srednio diugich
igiel iniekcyjnych do nakiuwania 7yl 6. fla-
szeczka z 4 proc. rozt. formaliny, 7. wata, wa-~
ta z chlorkiem zelazowym, lignina, 8. recznik,
iniednica, wiadro itp.

Fot. 3.

TFot. Z. Zielinski

Czynnosci zwigzane z badaniem odbywaja
sie w nastepujacej kolejnosci:

Dwaj pracownicy fermowi wybieraja nutrie
z Xlatek i oddajg je dwom innym, ktérzy po
odpowiednim unieruchomieniu zwierzat zbli-
iaja sie do stolu. Pomocnik lekarza dezynfe-
kuje miejsce naklucia na konczynie. W mieg-
dzyczasie lekarz rozlewa na plytke 10 dawek
antygenu, nastepnie nakluwa wlasciwe miej-
sce i czerpakiem pobiera krople krwi, ktéra
przenosi na piyte i szybko miesza z antyge-
nem. Pomocnik po raz wtory dezynfekuje miej-
sce naktucia, po czym wskazuje odpowiedni
numer klatki dla przetrzymania zwierzecia.
Kolejny numer klatki odpowiada kolejnemu
numerowi na ptycie.

Lekarz poruszajac plyta w rekach ruchem
wahadlowym odeczytuje wyniki badan. W wy-
padku stwierdzenia reakeji dodatniej, nutria
znajdujgca sie¢ w odpowiedniej klatce zostaje
odseparowana w przezpnaczonej na ten cel
skrzyni. Inne reagujace ujemnie, pozostali
pracownicy fermy wpuszczaja do budek, z kto-
rych zostaly zabrane. Zuzyte igly wyjatawia
sie formaling lub gotowaniem.

Po zakonczeniu calosci badan, prowadzacy
je lekarz sporzadza krotki protokét.

Adres autora: dr Leopold Ugorski, Wroctaw 12, ul. Roda-
kowskiego 6.
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