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Badania nad aglutgnacja probéwkowa, szkielkowa
i odczgnem precypitacyjnym przy pulorozie

HccnenoeaHus Han arrniOTHHalUUeH B NMpoOMpRax, Ha CTeR-
JISHHbIX [MJIaCTHHRAaX, a TaKye Hal TMNpeLuHNUTalHOHHOH
pearUUer Npu Nynnopose

Studies on the test-tube agglutination, plate agglutination
and the precipitation reaction in pullorosis

Przy laboratoryjnym badaniu krwi ptakéw na nosicielstwo
S. pullorum (S. gallinarum) wykorzystuje sie najczesciej jeden
z odczynéw zlepnych a mianowicie aglutynacje probéwkowa lub
aglutynacje plytowa (szkielkowa).

Ostatnia z wymienionych préb znajduje wielu zwolennikéw a to
ze wzgledu na oszczedno$¢ czasu i $rodkéw, zuzpwanych przy jej
wykonywaniu i poniewaz préba ta pozwala uzyska¢ wyniki szybciej
niz aglutynacja probéwkowa.

Z punktu widzenia przydatnoéci préby dla masowych badan
diagnostycznych waznym jest réwniez zagadnienie czuloéci i swo-
istosci aglutynacji plytowej, co bylo przedmiotem ogloszonych nie-
dawno badan Wiéniowskiego (1953). W oparciu o wyniki uzy-
skane z 4171 probkami surowic autor wyrazil poglad, ze aglutynacja
plytowa pod wzgledem czuloéci przewyzsza¢ ma aglutynacje pro-
béwkowq oraz ze jest to préba zupelnie swoista. Ze wzgledu jed-
nak na to, ze autor uzywal w badaniach 2 réznych antygenéw (do
aglutynacji plytowej antygen ze szczepu S. gallinarum Nr 294,
barwiony tetrazolem, do aglutynacji probéwkowej antygen z 5 innych



370 Stefan Stepkowski i Adolf Koslak

szczep6éw wyizolowanych od padlych z objawami tyfusu kur) ten
poglad Wisniowskiego wymagal potwierdzenia.

Pragnac uzyska¢ bardziej pewne podstawy dla poréwnawczej
oceny warto$ci aglutynacji plytowej w stosunku do aglutynacji pro-
béwkowej przeprowadzilismy badania uzywajac do obu odczynéw
tego samego antygenu, sporzadzonego ze szczepu S. gallinarum
Nr 294. Szczep ten pochodzenia wegierskiego cechowaé maja szcze-
golnie silne wlasno$ci zlepne (Nawrocki, 1953),

Dla dokladniejszej kontroli wynikéw wlaczyliSmy do badan
odczyn precypitacyjny z endotoksyna Boivin. Odczyn precypitacyjny
probowano juz wczes$niej wykorzystac dla diagnozowania niektérych
zakazen powodowanych przez salmonele. I tak Tulasne i Kuh I
mann (1939) oraz Zablocki (1949) wykazali przydatnosé tej préby
dla rozpoznawania zakazen durowych u ludzi, za§ Mikulaszek
i Ratomski przy zakazeniach S. abortus equi u koni. Odnoénie
pulorozy jedynie Biester i Devries oraz Curasson wzmian-
kuja o mozliwosci wykrywania nosicieli zarazka za pomoca préby
precypitacyjnej.

Technika badan

Do badan wykorzystano surowice od ptakéw, nadsylane z te-
renu woj. lubelskiego w 1—2 dni po pobraniu. Badania wykony-
wano z surowicami nieinaktywowanymi natychmiast po ich otrzy-
maniu. Jak podano wyzej do obu odczynéw zlepnych uzyto jednego
antygenu, sporzadzonego ze szczepu S. gallinarum Nr 294 i zawie-
rajacego 1 zieleni brylantowej (antygen standartowy Wydziatu
Rozpoznawczego PIW do aglutynacji plytowej). Odczyn precypita-
cyjny wykonywano z endotoksyna Boivin, uzyskana réwniez ze
szczepu S. gallinarum Nr 294.

Aglutynacje probéwkowa nastawiano z kazda surowica w rozcien-
czeniu 1/25, w ten sposéb, ze 0,05 ml surowicy mieszano z 1,2 ml
odpowiednio rozcieficzonego antygenu. Z kolei préby wstawiano do
cieplarki (37° C) na przeciag 6 godzin. Po tym czasie odczytywano
wynik po raz pierwszy a nastepnie po uplywie dalszych 12 godzin
przebywania préb w temperaturze pokojowej dokonywano odczytu
powtérnego. Zgodnie z instrukcja Wydzialu Rozpoznawczego PIW
za dodatnie uwazano surowice wykazujace aglutynacje przy zupel-
nym przejasnieniu plynu. Obecno$¢ aglutynacji przy braku catko-
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witego przejasnienia plynu traktowano jako odczyn watpliwy, brak
aglutynacji i przejasnienia plynu jako odczyn ujemny.

Do aglutynacji plytowej uzywano plyt szklanygch z wydrazenia-
mi, do ktérych wprowadzono 0,025 ml surowicy a nastepnie doda-
wano 0,03 ml antygenu. Po zmieszaniu cieczy wynik odczytywano
w czasie 3 minut. Za dodatnie uwazano wszystkie préby, w ktérych
wystapily w tym czasie mniej lub bardziej wyraine grudki (agluty-
nacja grubo-, $érednio- i drobno ziarnista). W prébach ujemnych
antygen pozostawal w homogennej zawiesinie.

Odczyn precypitacyjny wykonywano w probéwkach z pipet pa-
sterowskich o érednicy wewnetrznej okolo 6 mm, spiczasto zakori-
czonych. Na dno probéwki wlewano najpierw 0,2 ml nierozcien-
czonej surowicy, ktéra nastepnie ostroznie nawarstwiano rozcien-
czong endotoksyna. Wynik odczytywano po 10—15 minutach prze-
bywania préb w cieplarce. W przgpadkach dodatnich na granicy
plyn6w wystepowal szaro-bialy pierscien. grubosci do 2-3 mm.
Do odczynu uzywano endotoksyny w rozcienczeniu 12,5 (rozciefi-
czenie dajace najwyraZniejszy pier$cien przy miareczkowaniu endo-
toksynp).

Wyniki badan nad aglutynacja probéwkowa i plytowa

Do poréwnawcaych badan nad aglutynacja probéwkows i phy-
towa uiyto ogélem 3365 surowic od drobiu. Cpfrowe wyniki ba-
dan zestawia tablica Nr 1.

Tablica Nr 1

Aglutynacja Aglutynacja Aglutynacja ply- | Aglutynacja pro-

plylowa probéwkowa towa dodatnia béwkowa dodamia
do- , do- wat- [ Aglutynacja pro- Aglutynacja
datnia |We™"@| Jatnia pliwa Ujemnaj b pkowa ujemna | plytowa ujemna
|
381 1
403 2962 2984 32 10
332 49

Z uwagi na to, ze instrukcja Wydzialu Rozpoznawczego PIW
w aglutynacji plytowej nawet slabe odczyny (aglutynacja drobno-
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ziarnista) zaleca uzna¢ jako dodatnie per analogiam odczyny watpli-
we w aglutynacji probéwkowej, podobnie jak Wisniowski wla-
czono rowniez do dodatnich.

Przy takim zalozeniu stosunek aglutynacji plytowej do agluty-
nacji procbéwkowej przedstawial sie nastepujaco:

Winikonjazgodnyehs dasiedn. sutiabol AN . 1u/i08;76%
Wynikéw niezgodnych . . . . S35 My 1.24%
dodatniej aglutynacji plytowe] przy
ujemnej aglutynacji probéwkowej . 0,95

dodatniej aglutynacji probowkowej
przy ujemnej aglutgnacji plytowej . 0,299

Z przytoczonych cyfr wynika wyrazna przewaga pod wzgledem
czulo$ci aglutynacji plytowej (przy pomocy ktérej wykryto 5,4
wiecej pozytywnie reagujacych surowic) nad aglutynacja probdw-
kowa. Uzyskane przez nas rezultaty wykazuja duzg zbieznos$¢ z ba-
daniami Wisniowskiego (tablica Nr 2).

Tablica Nr 2

Niezgodnoé¢ aglutynacji plytowej i probéwkowe j

Zgodnos¢ aglutynacji Aplutynacja plytowa Aglutynacja probéwkowa
probéwkowej dodamia/ dodatn/
e %
L ik Aglutynacja Aglutynacja
probéwka ujemna plytowa ujemna
badania badania badania badania badania badania

wlasne | Wiéniowskiego | wlasne | Wi¢niowskiego| wlasne | Wisniowskiego

|
98,76/, 98,879/, 0,95%, | 1,039, 0,299/, 0,09,

Wpyniki badain nad odczynem precypitacyjnym

Do badan nad odczynem precypitacyjnym uzyto 250 surowic,
reagujacych w obu lub przynajmniej w jednym z odczynéw aglu-
tynacyjnych (probéwkowym lub plytowym) dodatnio oraz 250 su-
rowic, ktére w odczynach tych nie reagowaly.

Wszystkie surowice aglutynujgce ujemnie wpykazaly rowniez.
ujemny wynik odczynu precypitacyjnego, co nalezy uznac za do-
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wod swoisto$ci odezynu z uzyta przez nas endotoksyna Boivin.
Surowice uznane za dodatnie w poszczeg6lngch odczynach wyka-
zaly réina ilo$¢ reakcji pozytywnych (tablica Nr 3).

Tablica Nr 3

& R k tywne
Ogélna ilose eakcje pozyty

surowic Aglurgnacja plytowa | Aglutynacja probéwkowa Precgpitacja
dodatnich | e 4
ilos¢ I % iloéé¢ ’ %% iloéé ! %
\ i
| | |
250 245 | 98 241 | 9% 248 | 99,2

Przy zalozeniu jednakowej swoisto$ci poszczegélnych odczy-
n6w za najbardziej czuly przpja¢ nalezy odczyn precypitacyjny,
przy pomocy ktérego wykrywa sie najwiekszy odsetek prob do-
datnich. Odczyn ten pod wzgledem nasilenia reakcji pokrywal sie
naog6t z aglutynacja probéwkowa, przy czym kazda z surowic
reagujacych dodatnio w aglutynacji probéwkowej wykazala dodatni
réwniez wynik odczynu precypitacyjnego.

Korelacja w nasileniu aglutynacji plytowej i precgpitacji byla
o wiele slabiej zaznaczona. W tym wypadku obserwowano silne
odczyny aglutynacyjne przy slabej reakcji precypitacyjnej i od-
wrotnie, Ponadto 2 surowice (0,4% ogélnej ilosci) o aglutynaciji
plytowej dodatniej reagowaly negatywnie zaréwno w aglutynacji
probéwkowej jak tez w odczynie precypitacyjnym, co nalezy uznaé
za przejaw »nadmiernej czulo$ci« aglutynacji plytowej.

Dyskusja

W zwiazku z pr6ba wprowadzenia przez WZHW aglutynacji
plytowej do diagnostyki pulorozy stalo sie aktualngym zagadnienie
czulo$ci i swoistosci tego odczynu. Azeby uzyska¢ moznos$¢ poréw-
nania tej préby w stosunku do aglutynacji probéwkowej przepro-
wadzono badania przy uzyciu tego samego antygenu na 3365 suro-
wicach od drobiu. Rezultaty badan potwierdzily w zasadzie poglad,
wyrazony przez Wiésniowskiego, wedlug ktérego aglutynacja
plytowa przewyzsza pod wzgledem czulosci aglutynacje probéwko-
wa, wykrywajac wieksza ilo$¢ reakcji dodatnich.
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Przeprowadzone z odczynem precypitacyjnym na 500 surowi-
cach préby kontrolne wskazuja na pewna nieswoisto$¢ aglutynacji
plytowej. Przemawia za tym brak bardziej zaznaczonej korelacji
pomiedzy nasileniem tego ‘odczynu w poréwnaniu do aglutynacji
probéwkowej i precypitacji a takze fakt, ze 0,4 surowic dodat-
nich w aglutynacji plytowej reagowalo ujemnie zaré6wno w aglu-
tynacji probéwkowej jak tez w odczynie precypitacyjnym (»nad-
mierna czulo§é« aglutynacji plytowej). Jednak tak nieznaczny od-
setek reakcji niespecyficznych w zasadzie nie zmienia wartosci
proby ze wzgledu na jej inne walory.

Nalezy podkresli¢ calkowita swoisto$¢ i wysoka czuloéé odczynu
precypitacyjnego z endotoksyna Boivin. Odczyn ten malo praktycz-
ny dla masowych badan rozpoznawczych przy pulorozie moze
mieé roztrzygajace znaczenie w badaniach kontrolnych.

Whnioski

1) Aglutynacja plytowa pod wzgledem czulo$ci przewyisza wy-
raznie aglutynacje probdéwkowa.

2) Aglutynacja plytowa wykazuje pewne cechy nieswoisto$ci wy-
razajace sie w wykrywaniu nieco wiekszej ilosci (0,4) przy-
padkéw pozytywnych w poréwnaniu do aglutynacji plytowe;j
i precypitacji,

3) Odczyn precypitacyjny z endotoksyna Boivin jest proba swoista
i bardziej czula od aglutynacji plytowej i aglutynacji probéw-
kowe;j. '
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PV ES KM E

C cpaBHUTENbLHOM TOYKM 3pEHMsS aBTOpaMu OblNM MCCIIENOBaHbI
arrnioTHHaUMK B NMpoOMpKaX Ha CTERJI9HHbIX MIaCTHHRAX, a Takke
npeurnuTallMoHHasd peakuus npu nymnopose. [ng arrioTHHaUWOH-
HbIX peaklUui Oblna ucrnonb3oBaHa B3Bechb wWwTamMma Salmonella gal-
linarum MNe 294, nonydyenHoro u3 Benrpuu, obnapaioliero passBuToi
B 3HauyMTE/IbHOW CTENneHU CrnocobHOCTLIO crieuBaThbed. [Ind npeuu-
NMUTAUMOHHOW peakuuu Obim ynortpebned 3HpoTokcuH Boivin 3aro-
TOBJEHHbIH M3 BbilE YNOMAHYTOro LITaMMa.

Hanbonee 4yBCTBUTENbHOM OKasanach MpeUUNUTalLMOHHAd peak-
uug. [To OTHOLIEHUIO K KOJIMYECTBY MOJIOXHUTENbHbIX PE3ynbTaToB 3Ta
pearuud Gonblue Bcero conuskanach K arrilOTHHAUUK Ha CTEKISHHbBIX
MnacTMHKax, MO OTHOLUEHMUIO Ke K MHTEHCHMBHOCTH peaKkuuu — K ar-
rmoTHHAUMKU B npobupkax.

M3 arrnioTuHauuOHHBIX pearUWH arrnioTHHauKs nonydyaeMas Ha
CTEKJI9HHbIX MJIaCTUHKRaXx obnapgaer Oonblueid YYBCTBUTENBHOCTLIO,
YyeMm arrJIlOTHHaUMg nosiydaemas B npobupkax. [lpu ee nomown Ha
obuee yucsio 3.365 npob, MCnonb3oBaHHbIX ANIS HCCNENOBaHMH, 00-
HapyseHo Orono 5,4 OGonewe MONOKUTENLHO PearupyiolMx Cbi-
BOPOTOK, Y€M NpH arriioTHHaUWu Mony4yaeMoh B nMpoOHpKax.
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SHUEMENIETA THEY

The authors conducted studies on the test-tube agglutination,
the plate agglutination (rapid) and the precipitation reaction in pul-
lorosis. In the agglutination test the highly agglutinable strain Sal-
monella gallinarum Nr 294 obtained from Hungary was used; the
Boivin’s endotoxin prepared from the same strain was employed
in the precipitation test.

The precipitation test proved to be the most sensitive. This
test proved closely to the plate agglutination test as regards the
number of positive results and as regards to the intensity of the
reaction-to the test-tube agglutination test.

The plate agglutination test was the more sensitive test among
the agglutination tests. Using this reaction in a total number of
3.365 examined samples there were about 5,4Y per cent more po-
sitive reacting sera, than in the test tube agglutination test.
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