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dostaie ,się do wrażliwego organizmu, Wskaza-
\e przez nas źródła - ]udzi pracującycll przy
udoiu i o,bróbce mleka oraz drogą przez mleko
nawet pasteryzowane - wy,dają się szczególnie .

wazne. Bog,danowicz i Nockiewicz (2) badając
240 prób m].eka surowego i tyleż śmietany su-
rowej wykryli w 1,60/o szczepy E. coll, serotypu
0111 i 026. Enteropatogenne serotypy E. coli
w mleku suro]Mym i pasteryzo,wanym stwier-
dziła rór,vnież Jędrzeiowska (9). Jak wykazancl

Tab. 4. Własności hemolityczne pałeczek okręznicy
q,yizglowanych z biegunek niemorvlęcych i kolibak-

tetioz

I1ość szczepów

Przedstawione bad,ania wskazu.ją, ze łańcuch
epidemiologiczny biegu,nek niemowlęcych może
przebiegać o,d nosicielt przez mleko do niemo-
wląt. Wy,daje się zatem celowyrn badanie okre-
sowe personeJ,u zatrudnionego przy obsłu,dze
zwterząt otaz w przemyśle mleczarskim między
innymi również na nosicielstwo entropatclgen-
nych dla niemowląt sero,typów pałeczek okręz-
nicy,
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i właściwości hernolityczne wyraźnie rożrrią te
d,łrie grupy drobnoustrojów. Po,dczas gdy u
zwierząt o]<oło 60ło badanych szczepów E. colż
wykazywało własności hemolityczne, to wśród
szczepów wyizolowanych z biegunek niemowlę-
cych cechy te posia,dało ty}ko 3,27o. Podobne
wyniki uzyskał Lachowicz (11), który wśród pa-
łeczek okr,ężnicv patogennych dla niemowląt
stwierdził około 3% szczepór,v hemolitycznych.

MIROSŁAWA RÓżAŃSKA, woJClEcH KARCZE\^/SKI

P3th. Microbiol. scand. 53, 404, 1961.
QLLinee P. A. M.i zentbl. Bakt. Palasitkde I. 188, 201, 1963
Parnc.s J., I<LLniclłi,-Gol(iti]7ger w., stęFJkouski s., Lol'-
kizużcz z , Dąbrousiiż ?.: Annls UniV, Mariae curie-
Sl<łodowsk... Sect. D. D.5,355, 1950
Rees ?, A,: J, comp. Path. 69, 333, 1959
Sojka W. J., Erskżne R, G., Lloud I|I. R., Rees T A:
science 1,17,1960

27, slopek s : M-ikrobiologia Lel:arska. PzwL 1972
22- śuJtders'kż M,, Llclrouicz T. M.: Kolicynotypia pałeczck

okrężnicy Z biegunek dźiecięcych w kilku pc-Wiatach
woj. szczcciirskiego 1rv prZygotowaniu do druku).

_Ądfes autol,a: ploi df 'I'ildeLrSZ M Lacho§icZ. rl1 Siei]kie-
wicza 21, 50-335'Wlocłalv

nakże ograniczeni a r ozprzestrzenienia czynnika
zakaźnego. Zgo,dnie z wynikami ba,dań niektó-
rych autorów (1, B, 10, 12) wydaje się, że H.
galll,narum,iest często czynnikiem komplikują-
cym inne schorzenia dróg od,dechowych pta-
ków, a szczególnie mikoplazmozę, zakaźne za-
palenie krtani i tchawicy i zakaźne zapalenie
oskrzeli kur. W tei sytuacji rozpoznanie posz-
czególnych czynników chorobowych stawiane
jedynie w oparciu_ o objawy klirriczne ,czy zmia-
ny anat.-patolog, iest niemożliwe. Diagnoza bak-
teriologiczna kataru zakaźmego jest równiez nie
zaws;ze łatwa, ze względu na trudności wystę-
pujące przy izolacji i identyfikacji zatazka.

Niektórzy autorzy podjęIi próby oprac,owania
prostych metod ser,ologicznych. W 1962 r. Page

Odczyn zlepnry u kurczqt zokożonych
zar c,zkomi Hoemophilus gollinor um

ż zakład,u Badania chorób Drobiu Instytutu weterynalii vJ Puławach

Zakaźny niezyt nosa ptaków (Corgza conta-
gźosa auium) powodował da.łniej poważne stra-
ty gospo,darcze w hodow]i kur, Wg ,danych ame-
rykańskich (16) schorzenie to ibyło szeroko roz-

ach Lrzy,dziestych i na po-
ych, Przypadki tej ,choroby
w późniejszym okresie w
,6).
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(11) doniósł o zastosowaniu aglutynacji płyto-
wej dla okreśIenia sero'typu izolowanych w Ka-
lifornii szczepów H. galltnarum. Dalsze bada-
nia nad probówkowym lub płytowym,o,dczynem
zlepnym prowadzili Kato i wsp. (7), Sato i Shi-
frine (13) ,oraz Yamamoto i Somersett (15). Opi-
sano r,ównteż odczyn wiązania dopełniacza (7)

oraz dyfuzji w zelu agarowym (13).
CeJ.em pracy było przygotowanie, w naszych

warunkach, antygenu do odczynu zlepnego
i sprawdzenia jego przydatrności ,do wykrywa-
nia pr-zeciwciał u ptaków sztucznie zakażonych
zarazkami H. gallźnarum.

Materiał i metody
Szczepy H, gallLruarum. Do badań użyto 3 szczepów;

CCM5015 (otrzymany z Czechosłowacji) oraz P-1 i H-1
,"vyizololvane z plzypadków terenolvych. Kultury tych
szczepów utrzymywan,o przez,okreso,we pasaże na 6-7
dniorr,l,ch zarodkach kulzych wg metody Clarka (3).

Ptalii doświadczalne. Badania przepr.owadzono na
kurczętach rasy Leghorn, w wieku 6-7 tygodni. Pta-
ki plzed doświadczeniem nie wykazywały o,bjawó,w
chorobolvych ze strony u]<ładu o,ddechowego. Wstępne
badanie serologiczne nie wykazało obecności przeciw-
cial anty- H. gallźnarum i anty- M. gallisepticum.

Podłoże plynne do ,,uvzrostu H. gallżnarum. Podstawo-
rte po,dłoże-stanowił bulion tryptozowy o pH 7,2 - 7,3
rv któr1,11 ptzez 24-18 godzin hodou,ano StaphElocóc-
cus epidernidis rvyosobniony ze skóry i piór kur, Po
tym czasie hodorvlę bulionorł,ą gronkowca filtrowano
prze,z flltt, Seitza (EKS-Z). Otrzymamy filtrat termosta-
to\\Iano rt, tenp. 37aC ptzez 24 godz, dla sprawdzenia
jego jałorvości. Następnie dodarł,ano jalor,ve j glu-
kozy i suro."vicy kurzej w ilości po 0,196.

Antygeny do aglutynacji. Żóltko zarodków zakażone
zarazkarni H. gallźnarum posiewano na bulion z prze-
sączem gronkowca. Dla adaptacji kultur do podłoża
płynnego przeprowadzano 2-3 pasaże w ods,tępach
48-72 godz.

Do ]<olb zawierających od 250 do 450 ml podłoża
dodarvano 10Ó 48 godzinnej hodowli bulionowej zaraz-
ka. Hodolr,le inkubowane przez 3 dni w temp, 37"C
rv rvarunkach zmniejszonego ciśnienia tlenu.*) Po okre-
sie inkubacji i kontro]i czystości wzrostu, hodorł,].e
bulinorł,e r,łlirolvano przy 6.000 obr/min, przez 20 mi-
nut. Osadzone komórki bakteryjne przemywano bufo-
fowym płynem fizjoloEicznym (PBS) i zawieszano rv
t),mże płynie z dodatkiem 0,30/o formaliny. Gęstość za-
wiesin aglutynacyjnych doprowadzano do 2X10 skali
Mc Farlanda.

Odczyn aglutynacji. Dla określenia poziomu swoi-
stych przeciwciał w surowicy kur, pobierano od nich
z żyły skrzydłowej około 2 ml krwi. Uzyskane suro-
r,ł.ice rozcieńczano płynem fizjologicznym w postęlpie
geometrycznl,m od 1:2 do 1:12B. Następnie 0,01 m1
każdego rozcieńczenia mieszano na płycie szklanej
z 0,05 ml antygenu, Reakc je odczytywano do 3-ch
minut.

Zakażenie ptaków. Ptaki zakażono zatazkami H, ga-
llźnarum namnożonymi w worku żółtkowym zarodków
kurzych. Swieżo zebrany materiał żółtkowy wprowa-
dzano do prawej zatoki podoczo,dołowej, do nosa i do
tchawicy w dawce po 0,2 m,I. Inokulum zawierało, w
przybliżeniu, dla szczepu CCM5015 - 1,9 X 10?, dla
szczepu P-l - 1,5X107 i dla szczepu H-1 - 1,1X108
zarazków-w 1 ml żóltka.

Izolowanie H, gallinarurn. W czas'ie sekcji kurcząt
z zatok podoczodołowych oraz tchawicy pobierano wy-
rnazy i posiewano na agar z krwią. Podłoża dodatko-
rvo zasiewano kuiturą Staphglococcus epiderm,idis w
postaci linii prostej wzdłuż średnicy płytki. Hodowle
inkubo-wano w warunkach mikroaerofilnych przez 2-3
dni w temp. 37oC.

*) Dla uzyskania warunków zmniejszonego ciśni,enia tlenu
kolby z bulionem posianym lMstawiono do Szczelnie zamy-
kanej puszki, w której umieszczono zapaloną świecę.

Wyniki i omówienie
1. Badanie właściwości zawiesin,aglutynacyjnych.
Przygotowane ze ,wszystkich 3 szczepów zawiesiny

aglutynacyjne badano na wytrącatność zarówno ,w

tem§. pokojowej jak i w 3?oC w ciągu 15 minut, Pró-
by pr,ezpr.owadzano w kornorze wilgotnej, na płycie
szklanej z samym antygenem oraz mieszaniną antyge-
nu z płynem fizjologicznym, Antygeny przygotowane
ze szczepu P-l i H-1 dawały wyraźną autoaglutynację
już po 30 sekundach, zarówno w temp. pokojowej jak
i 37oC. Natomiast antygen ze szczepu CCM5015 przez
caly okres obserwacji stanowił homogenną, jedno-
rodną i stabilną zawiesinę. W związl<u z tylrl' dalsze
badania przeprowadzone były tylko z antygenem przy-
gotowanym ze szczepu CCM5015.

DIa sprawdzenia stvo,istości tego antygenu wyko,nano
badania serologiczne z surowicami kurcząt zakażonych
następującymi zarazkami: H. gallinarum, M. gallisepti-
cum, rvirusem rzekomego pomoru drobiu, -wirusem za-
kaźnego zapalenia krtani i tchawicy kur oraz z suro-
wicami kurcząt niezakażonych (tab. 1).

Tab. 1. Wyniki badań su,oistości antygenu CCM 5015

Kurczęća załażone

ł|'ru,r9 m rze ko m 
"go Pomora

łltusem ząkąźneoo
krćaĄi . tchałicy'

W 11,yniku przeprowadzonych badań stwierdzono
dodatni odczyn aglutynacji tylho z sulowicami kurcząt
zakażonych H. gallinarum, Miana tych surowic wahały
się w granicach od 1:16 do 1:64. Nie oibseIwowan,o
natomiast dodatniego o,dczy,nu z sunowicami kurcząt
zakażonych innymi zarazkami. Badania te, jakkolwiek
przeprowadzone na małym materiale, zdają się rłłska-
zywać na swoistość uzyskanego antygenu. Podobne
wyniki uzyskali Yamamoto i wsp. (15), Autorzy ci
nie stwierdzili rórvnież dodatnich odczynów zlepnych
antygenu H. gallinarum z sur.owicami kurcząt zakażo-
nych równocześnie M. gallisepticum i E. coli jak i z
surowicami l<urcząt zakażony ch P asteur eIIa multocida,

2. Przebieg zakażenia i poziom przeciwciał w
Sur,owicy kuncząt.

Zestwiono 4 grupy kurcząt wg następującego
,Sc|hematu: 

*

Grupa I - 20 ptaków zakażorryc}l' szcze-
pem CCM5015,

Grupa II - 20 ptaków zakażonych szcze-
pem P-1,

Grupa III - 20 ptaków zakażonych szcze-
pem H-1,

Grupa IV - 5 ptaków niezakażonych (kon-
troIa),

Ptaki zakażone przebyrł,ały przez cały okres do-
świadczenia w izolowanych klatkach, a kurczęta kon-
trolne w oddziel,nym pomieszczeniu. Przez okres 9 tyg.
p.i. kurczęta obserwowano codziennie notując objawy
kliniczne. Od wszystkich ptaków w odstępach ? dnio-
rł,ych, od chwili zakażenia, po,bierano z żyły skrzyd-
łowej krew do odczynu aglutynacji..

Z I, II i III grupy ptaków po 3, 5 i 7 tye. ubijano
po 3 losowo ,wybrane kur.częta. W 9 tyg, p.i, poddano
ubojowi pozostałe ptaki zakażone oraz kurczęta kon-
troł,ne. wszystkie ptaki sekcjonowano notując zmiany
anatomo-patolog. Jedrr,ocześnńe przeprowadzano próiby
reizolacji H. gallinarum,

5
o
o

o
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W pierwszej grupie kurcząt zakażonycll
szczepem CCM5015 wyraźne objawy kliniczne
w postaci dość silnego obrzęku zatoki (ryc. 1)
i w;pływu z nosa stwier,dzono u 3 kurcząt w 48
]g,odz. po zakażeniu. Objawy te utrzymywały się
przez 5-7 dni. U innych 4 kurcząt tej grupy,
między 3 a 6 dniem p.i. stwierdzono nieznacz-
ny obrzęk zatok podoczo,dołowych utrzymują-
cy się przez 2-4 dni, Pozostałe 13 ptaków nie
wykazywało obiawów chorobowych przez, cały
czas doświadczenia.

Ryc. 1 Obrzęk zatoki podoczodołowej ptaka zakażone-
go zarazkami Haemophilus galli.nal,um

W' grupach ptaków zakażonych szczepan,}i
P-1 i H-1 obiawy kliniczne były podobne. W
kazdej z tych grup, w pierwsz;,m tygodniu po
zakażeniu, reagowało 5-6 ptakóv\,. przy czyn
silny obrzęk zatok podoczodołorł,ych obserwo-
wano u 2 kurcząt w grupie II i 3 kurcząt rv
grupie III. Również czas utrzymyrvania się ob-
iawów klinicznych był zblizony do obserwo-
wanego w grupie I.

Na sekcji u większości kurcząt poddanych ubojorvi
w 3 tyg. oraz u niektórych \V 5 tyB. p i. strvieldzono
zmiany w zatoce podoczodołol,,,,gi \\r postaci śluzolvej
a,czasami serowatej wydzieliny, Zrniany rv tchawicy rł,
postaci śluzowej rvydzieliny. a niekiedy czopórv gęste-
go śluzu z domieszką krrvi utrzymyrvaly srę z reguł5,

Tab. 2. Wyniki badań klinicznych, anatomo-patologicznych i bakteriologicznych ptaków zakażonych zaraz-
kami Ilaemopltżlus gallinarum

tanarum
6ruPą tchanicą

ł3
o/3
0/t/

objaśnienia: licznik: ilość wynikóv/ dodatnich; mianownik: itość ptaków badanych.
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dłużej (do 6 tyg. p.i.), Nie stwierdzono więlrszy,ch róż-
nic pomiędzy poszczegóhrymi grupami ptaków zakażo-
nych. U ptaków kontrolnych nie st-"l,ierdzono żadnych
zmian anat.-patolog. (tab. 2). Bez .,l,zględu na to ja-
kim szczepem ptaki były zakażone, z rviększości kur-
cząt poddanych ubojowi w 3 tyg. p.i. udawało się re-
izolować z zatok podoczodołowych i tchawicy zarazki
H. galltnarum. W 5 tyg. p.i. pozytywne pró,by reizolacji
zarazka uzyskano jedynie lv pojedyńczych przypacl-
kach. W późniepszym okresie wszystkie próby reizo-
lacji wypadły negatywnie (tab. 2).

Z kur,cząt zakażonych, jedynie 2 ptaki z grupy I,
3 - z grupy II i 2 - z grupy III nie zareagorvały
podwyźszeniem miana surowicv po,nad 1 :2, przez ca|y
okres dośl,viadczenia. U pozostalych ptakórłl grup I
i III rvzr.ost miana stwierdzono w 7 dni p.i. a w II
grltpie u r,viększości kurcząt do,piero w 14 dni p.i
Najrvyższ;l poziom mian u poszczegó|nych ptakórł, rva-
hał się rv granicaclr od 1:4 do 1:16, a \^/ gruplie zaka-
ż,cne,i szczepem CCM5015 do 1:32.

Średnie geometlyczne mian w poszczególnych glu-
paclr l<sztaltowały się w sposób zbliżony (l,yc. 2). JeCr,-
nie ptaki zakaż,one szczepem CCM5015 łv 3 i 4 tyg. p i
posiadaly l1,yl-aźnie rvyższe miana pl,zecirvciał, Srednie
geometlyczne mian ulr,zymylvały się na poziomie po-
nad 1:4 do 6 tyg. p.i., a w przypadku ptakólv zakażo-
nych szczepem CCM5015 do 7 tyg. p.i. U ptaków kon-
trolnych przez caly czas doś."l iadczenia uzyskirvano
rvyniki ujemne lrrb aglutynacię w rozcieticzeniu sul,o-
lvicy 1:2.

W dostępnym piśmiennictwie brak jest da-
nych pozwalaiących na przeprowadzenie dok-
ładnego porównania uzyskanych wyników. Sa-
to i Shifrine (13) po zakażeniu do zatoki po,do-
czodołowei 30 kurcząt, w wieku 8 tyg., obser-
wowali obiawy kliniczne w ciągu pierwszego
tygodnia p.i, u 27 ptaków. W tydzień po zaka-
zeniu odcz),nem aglutynacji probówkowej uzy-
skali 22 pozytywne wyniki, a w 2 i 3 tyg, p.i.
reagowały wszystkie ptaki. Natomiast Yama-
moto i Somersett (15) po zakazeniu 4 miesięcz-
n},ch kurcząt, przez wprowadzenie zawiesiny H.
gallinarum do nosa, uzyskali jedynie u części
ptaków objawy kliniczne. Przeprowadzone w
3 tyg. p.i. badania serologiczne metodą agluty-
nacii płytowei wykazało obecnośc swoistych
przeciwciał. Naiwyższy poziom śre,dniej geome-
trycznej zmian stwierdzili w 7 tyg. p.i.

2/3
|/3
0/3
o/tl

i/3
o/3
óllt

2/3
|/3
0/s
o//l

2/3
2/3
|/3
oftl

0/§
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Ryc. 2. Poziom przeciwciał aglutynacyjnych

objaśnienia: : I grupa; ....... -- II

(ggadnie po załąicłz'a

zakażonych sztucznie szczepami H. gali-
: III glupa; 

-. -. - 
: IV grupa.

w surowicy kur
nal,un,L

grupa; ----

Analizując wyniki własne wydaje się, że uży,
te do'doświadczenia szczepy H, gallżruarum by-
ły stosunkowo słabo zjadliwe. Mimo zakażenia
trzema drogami, obiawy kliniczne w poszcze-
gólnych glupach wystąpiły jedynie u 25 do
3596 ptaków. Jednakże czynnik zakaźny udało
się reizolowac z większości ptaków pod,danych
uboiowiw3tyg.p.i.

U kurcząt niezakażonych przyjętą meto,dą nie
uzyskano w za,dnym przypadku miana powy-
żej l:2. Wydaie się więc, że poziom ten można
przyjąc za fizjologiczty, a miana l:4 i wyższe

- za wskazujące na zakażenie, Miana takie
uzyskiwano u sztucznie zakażonych kurcząt
międzyla2tyg.p.i.

U'zyskane wyniki aglutynacji surowic ptaków
zakażonych szczepami heterologicznymi w sto-
sunku do antygenu, zdają się wskazywać na
bliskie pokrewieństwo antygenowe uzytych
szczepów H. gallinarum. Wprawdzie najwyższe
miana przeciwciał uzyskano przy badaniu pta-
ków zakażonych szczepem homologicznym, mo-
gło to być jednak spowodowane jego większą
zjadliwością (największy procent kurcząt z ob-
jawami klinicznymi) lub immunogennością, a
nie róznicą w bu,dowie antygenowej. Page (11)
badając szczepy H. gallinarum występujące w
Kalifornii stwierldził wśród katalazo-ujemnych,
zjadliwych szczepów 3 serotypy, wyraźnie róż-
niące się właściwościami antygenowymi. Wo-
bec braku analogicznych badań nad ,szczepami
H. galliruarurr, wys'tępującymi w naszym kraju
nie wiadomo, czy monowalentny antygen przy-
gotowany ze szczepu CCM5015 byłby użyLecz-
ny w wykrywaniu wszystkich zakażeń wywo-
łanych przez H. gallinarum. Do czasu przepro-
wadzenia szerszych badań w tym zakre,sie wy-
daje się celowe podjęcie prób nad diagnozowa-
nienl w warunkach laboratoryjnych zakażenia
H. gallżnarum pTzy użyciu o,dczynu zlepnego,

Wnioski
1. U kurcząt sztucznie zakażonych trzema

szczepaml H. gallżnarum objawy kliniczne wy-
stępowały jedynie u części ptaków w ciągu ty-
godnia po zakażeniu. Zmiany anat.-patolog. u

niektórych ptaków stwierdzano w zatokach
podoczodołowych do 5 tyg., a w tchawicy do 6
tyg. p.i.

2. H. gallinarum reizolowano z zatok po,do-
czoldołowych do 3 tyg., a z tchawicy jeszcze do
5 tyg, p.i.

3, Antygen przygotowany ze szczepu
CCM5015 H. gallżnarum okazał się swoisty w
badaniu z s,urowicami kur, zawierającylni
przeciwciała przeciwko niektórym innyrn za-
kaźnym chorobom układu oddechowego.

4. U kurcząt zakażonych s:ztuc:znie szczepem
homologicznym i dwoma szczepami heterolo-
gicznymi H, galI,1narum swoiste przeciwciała
pojawiały się w 7-2 tyg. p.i., a ich najwyzszy
poziom (do 1:32) stwierdzano między 2 a 4 tyg.
p.i. Natomiast u kurcząt kontrolnycl' niana te
nigdy nie były wyższe niż 1:2.

5. Wyniki przeprowadzonych badań zdają się
wskazywac na możliwość zastosovrania odczy-
nu zlepnego do wykrywania zakażenia kur za-
razkiern H. gctllinarum.
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Py>xarrscxa M,, Kapuescxrr B. - Peaxqrła arrloTlrHa-qfin y qbIIIJIrT 3apax{eHHBlx 6axteprłauu fracmo-
philus gallinarum.

14cc.le,qosaHrar"r tloABeprJI]4 II6IIIJIflTa ]4cKyccTBeH-
Iro 3apax<eurrsle 3 [ITaMMaMr{ H. gallinarum. B ra-
qecTBe aHTŁleHa fipvllłeHuJllĄ cycIIeH3IlIo y6lrrstx $op-
MaJIr{HoM naJloqeK H, gallinar.um ruTaMMa CCM-5015.
Y 6oalurzrrcTBa 3apa>KeHHblx l{ccJIeAoBaHHbIx e)Ke-
HeAeJILHo IłbInJIfiT ycTaHoBilJI],{ nofiBJIeHIle alrJIIoT],I-
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