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dostaje si¢ do wrazliwego organizmu. Wskaza-
ne przez nas zrodla — ludzi pracujgcych przy
udoju i obrobce mleka oraz droga przez mleko

nawet pasteryzowane — wydajg sie szczegdlnie -

wazne. Bogdanowicz i Nockiewicz (2) badajac
240 prob mleka surowego i tylez $mietany su-
rowej wykryli w 1,6% szczepy E. coli serotypu
0111 i 026. Enteropatogenne serotypy E. coli
w mleku surowym i pasteryzowanym stwier-
dzila réwniez Jedrzejowska (9). Jak wykazano

Tab. 4. Wlasnosci hemolityezne paleczek okreznicy
wyizolowanych z biegunek niemowlecych i kolibak-

terioz
Bz Iloéé szczepow | %
|

badanych | ) | szczepow

SZCZEepOW badanych | hemolit. ‘ hemolit.
S - __ | S
Szezepy |
z biegunek
niemowlecyeh 113 4 32
Szczepy z
kolibakterioz 60,0

420 . 252

i wlasciwo$ei hemolityczne wyraznie réznig te
dwie grupy drobnoustrojéw. Podczas gdy u
zwierzat okolo 60% badanych szczepow E. coli
wykazywalo wlasno$ci hemolityczne, to wsréd
szezepOw wyizolowanych z biegunek niemowle-
cych cechy te posiadalo tylko 3,2%. Podobne
wyniki uzyskal Lachowicz (11), ktoéry wérdod pa-
leczek okreznicy patogennych dla niemowlat
stwierdzi! okolo 3% szczepéw hemolitycznych.

Przedstawione badania wskazuja, ze lancuch
epidemiologiczny biegunek niemowlecych moze
przebiegaé¢ od nosicieli przez mleko do niemo-
wlat. Wydaje sie zatem celowym badanie okre-
sowe personelu zatrudnionego przy obstudze
zwierzat oraz w przemysle mleczarskim miedzy
innymi réwniez na nosicielstwo entropatogen-
nych dla niemowlgt serotypoéw paleczek okrez-
nicy.
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MIROSLAWA ROZANSKA, WOJCIECH KARCZEWSKI

Odczyn zlepny u kurczqt zakazonych
zarazkami Haemophilus gallinarum

Z Zakladu Badania Choréb Drobiu Instytutu Weterynarii w Putawach

Zakazny niezyt nosa ptakéw (Coryza conta-
gicsa avium) powodowal dawniej powazne stra-
ty gospodarcze w hodowli kur. Wg danych ame-
rykanskich (16) schorzenie to bylo szeroko roz-
powszechnione w latach trzydziestych i na po-
czatku lat czterdziestych. Przypadki tej choroby
opisywano rowniez w poézniejszym okresie w
innyech krajach (2, 3, 6).

W Polsce, wg obserwacji autoréw, zakazny
niezyt nosa ptakow wystepowal w latach pieé-
dziesiatych i na poczatku lat szeddziesiatych.
Potwierdzaja to doniesienia z tego okresu (5,
9, 14). Obecnie, prawdopodobnie na skutek po-
prawy warunkow hodowlanych. przypadki za-
gaznego niezytu nosa w jego klasyeznej posta-
ci stwierdza sie rzadziej. Nie oznacza to jed-
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nakze ograniczenia rozprzestrzenienia czynnika
zakaznego. Zgodnie z wynikami badan niekto-
rych autoréw (1, 8, 10, 12) wydaje sig, ze H.
gallinarum jest czesto czynnikiem komplikujg-
cym inne schorzenia dréog oddechowych pta-
kow, a szczegdlnie mikoplazmoze, zakazne za-
palenie krtani i tchawicy i zakaZne zapalenie
oskrzeli kur. W tej sytuacji rozpoznanie posz-
czegdlnych czynnikéw chorobowych stawiane
jedynie w oparciu o objawy kliniczne czy zmia-
ny anat.-patolog. jest niemozliwe. Diagnoza bak-
teriologiczna kataru zakaZnego jest réwniez nie
zawsze latwa, ze wzgledu na trudnosci wyste-
pujace przy izolacji i identyfikacji zarazka.
Niektorzy autorzy podjeli proby opracowania
prostych metod serologicznych. W 1962 r. Page
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(11) donidésl o zastosowaniu aglutynacji plyto-
wej dla okreslenia serotypu izolowanych w Ka-
lifornii szczepéw H. gallinarum. Dalsze bada-
nia nad probowkowym lub plytowym odczynem
zlepnym prowadzili Kato i wsp. (7), Sato i Shi-
frine (13) oraz Yamamoto i Somersett (15). Opi-
sano rowniez odczyn wigzania dopelniacza (7)
oraz dyfuzji w zelu agarowym (13).

Celem pracy bylo przygotowanie, w naszych
warunkach, antygenu do odczynu zlepnego
i sprawdzenia jego przydatnosci do wykrywa-
nia przeciwcial u ptakéw sztucznie zakazonych
zarazkami H. gallinarum.

Material i metody

Szezepy H. gallinarum. Do badai uzyto 3 szczepow;
CCM53015 (otrzymany z Czechostowacji) oraz P-1 i H-1
wyizolowane z przypadkéw terenowych. Kultury tych
szezepOw utrzymywano przez okresowe pasaze na 6—7
dniowych zarodkach kurzych wg metody Clarka (3).

Ptaki doswiadczalne. Badania przeprowadzono na
kurczetach rasy Leghorn, w wieku 6—7 tygodni. Pta-
ki przed doSwiadczeniem nie wykazywaly objawéw
chorobowych ze strony ukladu oddechowego. Wstepne
badanie serologiczne nie wykazalo obecnosci przeciw-
cial anty- H. gallinarum i anty- M. gallisepticum.

Podloze plynne do wzrostu H. gallinarum. Podstawo-
we podloze stanowil bulion tryptozowy o pH 7,2 — 7,3
w ktérym przez 24—48 godzin hodowano Staphylococ-
cus epidermidis wyosobniony ze skéry i piér kur. Po
tym czasie hodowle bulionows gronkowca filtrowano
przez filtr Seitza (EKS-2). Otrzymany filtrat termosta-
towano w temp. 37°C przez 24 godz. dla sprawdzenia
jego jalowosci. Nastepnie dodawano jatowe] glu-
kozy i surowicy kurzej w ilosei po 0,1%.

Antygeny do aglutynacji. Zoltko zarodkéw zakazone
zarazkami H. gallinarum posiewano na bulion z prze-
sgczem gronkowea. Dla adaptacji kultur do podtoza
plynnego przeprowadzano 2—3 pasaze w odstepach
48—72 godz.

Do kolb zawierajgcych od 250 do 450 ml podioza
dodawano 1% 48 godzinnej hodowli bulionowej zaraz-
ka. Hodowle inkubowane przez 3 dni w temp. 37°C
w warunkach zmniejszonego cisnienia tlenu.*) Po okre-
sie inkubacji i kontroli czysto$ci wzrostu, hodowle
bulinowe wirowano przy 6.000 obr/min. przez 20 mi-
nut. Osadzone komorki bakteryjne przemywano bufo-
rowym plynem {fizjologicznym (PBS) i zawieszano w
tymze plynie z dodatkiem 0,3% formaliny. Gestos§é za-
wiesin aglutynacyjnych doprowadzano do 2X10 skali
Mec Farlanda.

Odezyn aglutynacji. Dla okreslenia poziomu swoi-
stych przeciweial w surowicy kur, pobierano od nich
z zyly skrzydlowej okolo 2 ml krwi. Uzyskane suro-
wice rozcienczano plynem fizjologicznym w postepie
geometrycznym od 1:2 do 1:128. Nastepnie 0,01 ml
kazdego rozcieficzenia mieszano na ptycie szklanej
z 0,05 ml antygenu. Reakcje odczytywano do 3-ch
minut.

Zakazenie ptakow. Ptaki zakazono zarazkami H. ga-
Uinarum namnozonymi w worku zéltkowym zarodkéw
kurzych. Swiezo zebrany material zéltkowy wprowa-
dzano do prawej zatoki podoczodolowej, do nosa i do
tchawicy w dawce po 0,2 ml. Inokulum zawierato, w
przyblizeniu, dla szczepu CCM5015 — 1,9X107 dla
szezepu P-1 — 1,6X107 i dla szczepu H-1 — 1,1 X108
zarazkéw w 1 ml zéltka.

Izolowanie H. gallinarum. W czasie sekeji kurczat
z zatok podoczodotowych oraz tchawicy pobierano wy-
mazy i posiewano na agar z krwig. Podloza dodatko-
wo zasiewano kulturg Staphylococcus epidermidis w
postaci linii prostej wzdluz srednicy plytki. Hodowle
inkubowano w warunkach mikroaerofilnych przez 2-3
dni w temp. 37°C.

*) Dla uzyskania warunkéw zmniejszonego ci$nijenia tlenu
kolby z bulionem posianym wstawiono do szczelnie zamy-
kane] puszki, w ktérej umieszczono zapalong Swiece.

Wyniki i omoéwienie

1. Badanie wlasciwo$ci zawiesin aglutynacyjnych.

Przygotowane ze wszystkich 3 szczepow zawiesiny
aglutynacyjne badano na wytracalnosé zaréwno w
temp. pokojowej jak i w 37°C w ciggu 15 minut. Pré-
by prezprowadzano w komorze wilgotnej, na ptycie
szklanej z samym antygenem oraz mieszaning antyge-
nu z plynem {fizjologicznym. Antygeny przygotowane
ze szczepu P-1 i H-1 dawaly wyrazna autoaglutynacje
juz po 30 sekundach, zaréwno w temp. pokojowej jak
i 37°C. Natomiast antygen ze szczepu CCM5015 przez
caly okres obserwacji stanowil homogenng, jedno-
rodng i stabilng zawiesine. W zwiazku z tym dalsze
badania przeprowadzone byly tylko z antygenem przy-
gotowanym ze szczepu CCM5015.

Dla sprawdzenia swoistoéci tego antygenu wykonano
badania serologiczne z surowicami kurczgt zakazonych
nastepujacymi zarazkami: H. gallinarum, M. gallisepti-
cum, wirusem rzekomego pomoru drobiu, wirusem za-
kaznego zapalenia krtani i tchawicy kur oraz z suro-
wicami kurczat niezakazonych (tab. 1).

Tab. 1. Wyniki badan swoistosei antygenu CCM 5015

Hosc Jlosc dodaénrich

brupa Kurczeta zakaione suramic | 00CEYnoM
— % | agtatynoge
’ H.gallinaram ] 5
N N galliseplicum 5 7]
wirusem rxekomeqe pomord
W | arabie ger 6 ©

wirusem zakainego zasaltniad
v krtand ¢ tcbaw[cg/y | 7
14 kurcrpla niczakaione |

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono
dodatni odeczyn aglutynacji tylko z surowicami kurczat
zakazonych H. gallinarum. Miana tych surowic wahaly
sie w granicach od 1:16 do 1:64. Nie obserwowano
natomiast dodatniego odczynu z surowicami kurczat
zakazonych innymi zarazkami. Badania te, jakkolwiek
przeprowadzone na malym materiale, zdaja sie wska-
zywaé¢ na swoistos¢ uzyskanego antygenu. Podobne
wyniki uzyskali Yamamoto i wsp. (15). Autorzy ci
nie stwierdzili réwniez dodatnich odczynéw zlepnych
antygenu H. gallinarum z surowicami kurczat zakazo-
nych réwnoczes$nie M. gallisepticum i E. coli jak i z
surowicami kurczgt zakazonych Pasteurella multocida.

2. Przebieg zakazenia i1 poziom przeciwcial w
surowicy kurczat,

Zestwiono 4 grupy kurczgt wg nastepujacego
schematu:

Grupa I — 20 ptakow zakazonych
pem CCM5015,

Grupa II — 20 ptakow zakazonych szcze-
pem P-1,

Grupa III — 20 ptakéw =zakazonych szcze-
pem H-1,

SZCZe-

Grupa IV — 5 ptakéw niezakazonych (kon-
trola).
Ptaki zakazone przebywaly przez caly okres do-

Swiadczenia w izolowanych klatkach, a kurczeta kon-
trolne w oddzielnym pomieszczeniu. Przez okres 9 tyg.
p.d. kurczeta obserwowano codziennie notujac objawy
kliniczne. Od wszystkich ptakéw w odstepach 7 dnio-
wych, od chwili zakazenia, pobierano z zyly skrzyd-
lowej krew do odeczynu aglutynacji.

Z I, II i 11T grupy ptakdéw po 3, 5 i 7 tyg. ubijano
po 3 losowo wybrane kurczeta. W 9 tyg. p.i. poddano
ubojowi pozostale ptaki zakazone oraz kurczeta kon-
trolne. Wszystkie ptaki sekcjonowano notujgc zmiany
anatomo-patolog. Jednoczeénie przeprowadzano proby
reizolacji H. gallinarum.
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W  pierwszej grupie kurczat zakaZzonych
szczepem CCMbH015 wyrazne objawy kliniczne
w postaci dosé¢ silnego obrzeku zatoki (ryc. 1)
i wyplywu z nosa stwierdzono u 3 kurczat w 48
godz. po zakazeniu. Objawy te utrzymywaly sie
przez 5—7 dni. U innych 4 kurczgt tej grupy,
miedzy 3 a 6 dniem p.i. stwierdzono nieznacz-
ny obrzek zatok podoczodolowych utrzymujg-
cy sie przez 2—4 dni. Pozostale 13 ptakow nie
wykazywalo objawdéw chorobowych przez caly
czas doswiadczenia.

e

Ryc. 1. Obrzek zatoki podoczodotowej ptaka zakazone-
go zarazkami Haemophilus gallinarum

W~ grupach ptakow zakazonych szczepami
P-1 i H-1 objawy kliniczne byly podobne. W
kazdej z tych grup, w pierwszym tygodniu po
zakazeniu, reagowalo 5—6 ptakow. przy czym
silny obrzek zatok podoczodolowych obserwo-
wano u 2 kurczat w grupie II i 3 kurczat w
grupie III. Réwniez czas utrzymywania sie ob-
jawow Kklinicznych byl zblizony do obserwo-
wanego w grupie I.

Na sekeji u wiekszos$ci kurczat poddanych ubojowi
w 3 tyg. oraz u niektérych w 5 {yg. p.i. stwierdzono
zmiany w zatoce podoczodolowej w postaci Sluzowe]
a czasami serowatej wydzieliny. Zmiany w tchawicy w
postaci sluzowej wydzieliny, a niekiedy czopow geste-
go Sluzu z domieszkg krwi utrzymywaly sie z reguly

®

dluzej (do 6 tyg. p.i.). Nie stwierdzono wiekszych roéz-
nic pomiedzy poszczegdlnymi grupami ptakoéw zakazo-
nych. U ptakow kontrolnych nie stwierdzono zadnych
zmian anat.-patolog. (tab. 2). Bez wzgledu na to ja-
kim szczepem ptaki byly zakazone, z wiekszoSci kur-
czat poddanych ubojowi w 3 tyg. p.i. udawalo sie re-
izolowaé¢ z zatok podoczodotowych i tchawicy zarazki
H. gallinarum. W 5 tyg. p.i. pozytywne préby reizolacji
zarazka uzyskano jedynie w pojedynczych przypad-
kach. W pédzniepszym okresie wszystkie proby reizo-
lacji wypadly negatywnie (tab. 2).

Z kurczat zakazonych, jedynie 2 ptaki z grupy I,
3 — z grupy II i 2 — z grupy III nie zareagowaly
podwyzszeniem miana surowicy ponad 1:2, przez caly
okres do$wiadczenia. U pozostalych ptakéow grup 1
i IIT wzrost miana stwierdzono w 7 dni p.i. a w II
grupie u wiekszosci kurczgt dopiero w 14 dni p.i.
Najwyzszy poziom mian u poszczegdlnych ptakéw wa-
hal sie w granicach od 1:4 do 1:16, a w grupie zaka-
zonej szczepem CCM5015 do 1:32.

Srednie geometryczne mian w poszczegdlnych gru-
pach ksztaltowaly sie w sposéb zblizony (rye. 2). Jedy-
nie ptaki zakaZone szczepem CCM5015 w 3 1 4 tyg. p.i.
posiadaly wyraznie wyzsze miana przeciwcial. Srednie
geometryczne mian ulrzymywaly sie na poziomie po-
nad 1:4 do 6 tyg. p.i., a w przypadku ptakow zakazo-
nych szczepem CCM5015 do 7 tyg. p.i. U ptakdéw kon-
trolnych przez caly czas doswiadczenia uzyskiwano
wyniki ujemne lub aglutynacje w rozcienczeniu suro-
wicy 1:2.

W dostepnym pismiennictwie brak jest da-
nych pozwalajacych na przeprowadzenie dok-
tadnego poréwnania uzyskanych wynikéw. Sa-
to 1 Shifrine (13) po zakazeniu do zatoki podo-
czodolowej 30 kurczat, w wieku 8§ tyg., obser-
wowali objawy kliniczne w ciggu pierwszego
tygodnia p.i. u 27 ptakow. W tydzien po zaka-
zeniu odczynem aglutynacji probowkowej uzy-
skali 22 pozytywne wyniki, a w 2 1 3 tyg. p.i.
reagowaly wszystkie ptaki. Natomiast Yama-
moto 1 Somersett (15) po zakazeniu 4 miesiecz-
nych kurczgt, przez wprowadzenie zawiesiny H.
gallinarum do nosa, uzyskali jedynie u czeSci
ptakow objawy kliniczne. Przeprowadzone w
3 tyg. p.i. badania serologiczne metoda agluty-
nacji plytowej wykazalo obecnos¢ swoistych
przeciwcial. Najwyzszy poziom Sredniej geome-
trycznej zmian stwierdzili w 7 tyg. p.i.

Tab. 2. Wyniki badan klinicznych, anatomo-patologicznych i bakteriologicznych ptakéow zakazonych zaraz-
kami Haemophilus gallinarum

Hosc Objawy Tygoanie Zmiany sekcyyne /zolagja H.galltnardm
e PR am Reerne zak’:}enia padz::.ro:aﬁ:{od wa|Echarica Mgg;gég{am- echamica
3 2/3 2/3 2/3 z/g
g, 3 0, 7,
! | ccm-s015 | 20 7/20 : aﬁ gs af'; a//3
9 a1t a/t! o/t of11
3 2/3 2/3 2/3 2/3
5 1/3 2/3 7/3 1/3
o Frt 20 é/20 6 0/3 /3 0/3 /3
9 o/ o/ o/t o/11
3 2/3 3/3 3/3 2/3
" 5 1/3 2/3 0/3 7/3
: H-1 20 5/20 6 0/3 7/3 0/3 0/3
9 o/11 o/t afrt o/11
Kontrola
V' \niezakazone) 5 o/s 9 o/5 o/5 o/5 o/5

Objasnienia: licznik = ilos¢ wynikéw dodatnich; mianownik = jlo§é ptakéw badanych.
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Lygodnie po zakazesiy

Ryc. 2. Poziom przeciwcial aglutynacyjnych w surowicy kur zakazonych sztucznie szczepami H. galli-
narum

11 grupa; —

Objasnienia; — ———— = 1 grupa; ...

Analizujac wyniki wlasne wydaje sig, ze uzy-
te do doswiadczenia szczepy H. gallinarum by-
ly stosunkowo stabo zjadliwe. Mimo zakaZenia
irzema drogami, objawy Kkliniczne w poszcze-
gbélnych grupach wystapily jedynie u 25 do
35% ptakow. Jednakze czynnik zakazny udalo
sie reizolowa¢ z wiekszosci ptakéw poddanych
ubojowi w 3 tyg. p.l.

U kurczat niezakazonych przyjeta metoda nie
uzyskano w zadnym przypadku miana powy-
zej 1:2. Wydaje sie wiec, ze poziom ten mozna
przyja¢ za fizjologiczny, a miana 1:4 i wyzsze
— za wskazujgce na zakazenie. Miana takie
uzyskiwano u sztucznie zakazonych kurczat
miedzy 1 a 2 tyg. p.i.

Uzyskane wyniki aglutynacji surowic ptakéw
zakazonych szczepami heterologicznymi w sto-
sunku do antygenu, zdaja sie wskazywac¢ na
bliskie pokrewienstwo antygenowe uzytych
szezepow H. gallinarum. Wprawdzie najwyzsze
miana przeciwcial uzyskano przy badaniu pta-
kéw zakazonych szezepem homologicznym, mo-
glo to byé¢ jednak spowodowane jego wiekszg
zjadliwoscig (najwiekszy procent kurczat z ob-
jawami klinicznymi) lub immunogennoscig, a
nie réznicg w budowie antygenowej. Page (11)
badajac szczepy H. gallinarum wystepujgce w
Kalifornii stwierdzil wséréd katalazo-ujemnych,
zjadliwych szczepow 3 serotypy, wyraznie roz-
nigce sie wlasciwosciami antygenowymi. Wo-
bec braku analogicznych badan nad szczepami
H. gallinarum wystepujagcymi w naszym Kkraju
nie wiadomo, czy monowalentny antygen przy-
gotowany ze szczepu CCM5015 bylby uzytecz-
ny w wykrywaniu wszystkich zakazen wywo-
lanych przez H. gallinarum. Do czasu przepro-
wadzenia szerszych badan w tym zakresie wy-
daje sie celowe podjecie préb nad diagnozowa-
niem w warunkach laboratoryjnych zakazenia
H. gallinarum przy uzyciu odczynu zlepnego.

Wnioski

1. U kurczat sztucznie zakazonych trzema
szezepami H. gallinarum objawy kliniczne wy-
stepowaly jedynie u cze$ci ptakéw w ciggu ty-
godnia po zakaZeniu. Zmiany anat.-patolog. u

= IIl grupa; — —. —. 18% grupa.
niektorych ptakow stwierdzano w  zatokach
podoczodolowych do 5 tyg., a w tchawicy do 6
tyg. p.i.

2. H. gallinarum reizolowano z zatok podo-
czodolowych do 3 tyg., a z tchawicy jeszcze do

9 tyg. p.i.

3. Antygen przygotowany ze szezepu
CCM5015 H. gallinarum okazal sie swoisty w
badaniu z surowicami kur, zawierajgcymi

przeciwciala przeciwko niektérym innym za-
kaznym chorobom ukladu oddechowego.

4. U kurczat zakaZonych sztucznie szczepem
homologicznym i dwoma szczepami heterolo-
gicznymi H. gallinarum swoiste przeciwciala
pojawialy sie w 1—2 {yg. p.., a ich najwyzszy
poziom (do 1:32) stwierdzano miedzy 2 a 4 tyg.
p.i. Natomiast u kurczat kontrolnych miana te
nigdy nie byly wyzsze niz 1:2.

5. Wyniki przeprowadzonych badan zdajg sie
wskazywaé na mozliwosé zastosowania odezy-
nu zlepnego do wykrywania zakazenia kur za-
razkiem H. gallinarum.
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Pyxanpcxka M., Kapuescku B. — PeakKnus arrioTUH3-
MU Y UOBUINAT 3apaKeHHbIX Oakrepuavmu Haemo-
philus gallinarum.

UccnenoBaumaM NOABEPTAM NLINJATA UCKYCCTBEH-
HO 3apaikeHHble 3 1mrtammaMu H. gallinarum. B xka-
4eCTBe aHTUTeHa TIPUMMEeHUJIM CyCHeH3uw yourwnix dop-
MaJauHoM nanoyexk H. gallinarum mramma CCM-5015.
Y OonbIIMHCTBA 3apajKeHHBLIX MCCJeJOBAaHHBIX eKe-
HeJleJIbHO LbINJAT YCTAHOBUIM IIOSBJIEHME arTJIOTH-
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