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jezeli dana placoéwka ograniczy sie do badan
diagnostycznych. Wazna jest sprawa posiada-
nia kilku oddzielnych pomieszczen do badan,
wiadomo bowiem, ze cperujgc kilkoma wiru-
sami, a nawet kilkoma szczepami tego samego
wirusa, bardzo latwo o ich wzajemne zanic-
czyszczenie, przy czym nie zawsze mozna to
w pore stwierdzi¢, co czesto prowadzi do po-
mylek diagnostycznych. Konieczne jest tez
posiadanie dobrze izolowanych pomieszezen na
zwierzeta doswiadezalne. Wazna jest rowniez
jakos¢ tych ostatnich. Zwierzeta zakupywane
dorywczo stanowig material niewyrownany,
o ktorego przesziosei srodowiskowej i immuno-
logicznej nic sie nie wie. Powoduje to koniecz-
nos¢ uzywania wiekszej ilosci i w efekcie kosz-
tuje wiecej, dajac wyniki o problematycznej
nieraz wartosci. O tym jak wazne jest uzycie
wlasciwych zwierzat, odpowiednio zywionych
szezegolnie w wirusologii, $wiadezy pozornie
paradoksalny fakt, ze zwierzeta nicdozywione
wykazujg wigksza opornosé na zakazenie pew-
nymi wirusami. Do pewnych badan wiruso-
logicznych konieczne jest pcsiadanie czystych
linii matych zwierzat laboratoryjnych.

Jak juz wspomniano wiekszos¢ badan wy-
konuje sie przy uzyciu hodowli komoérek.
Klopot polega na tym, ze kazda pracownia wi-
rusologiczna musi sama sobie sporzgdzaé te
zywe podtoza, w odroznieniu od pracowni bak-
teriologicznych, ktore dostajg gotowe pozyw-
ki, mogg je gromadzi¢ na zapas i uzywag w
dowolnym czasie. Przygotowanie podlozy (zy-
jacych komorek) dla wirusow na okreslony
dzien jest nieporéwnanie trudniejsze; nie mo.-
na ich przy tym gromadzié¢, gdyz toczg sie w
nich procesy zyciowe, podloza zmieniaja sie
i stajg sie nieprzydatne. Stworzenie w przy-
szlo$ci pracowni hodowli tkankowych w do-
brze zorganizowanych zakladach usprawni
prace w tym samym stopniu w jakim osigg-
nieto to w bakteriologii po wydzieleniu pra-
cowni pozywek.

Ostatnio sprawg rozwoju wirusologii w Pols-

ce zajela sie Komisja Wirusologiczna PAN,
ktora dokonala analizy stanu tej dyscypliny
w kraju. Stwierdzono niedostateczne wyposa-
zenie w aparature, brak odczynnikéw, surowic
I antygenow diagnostycznych, brak dostatecz-
nej ilosci Sredniego personelu oraz niedosta-
teczne finansowanie badan w dziedzinie wiru-
sologii. W badaniach podstawowych jestesmy
w Polsce znacznie opc¢znieni w poréwnaniu z
krajami s3siadujacymi z nami. Komitet Mikro-
kiologiczny i Komisja Wirusologiczna PAN
przestaty do cdpcwiednich resortow wnioski.
A oto niektore dotyczace wirusologii wetery-
naryjnej (skierowane do Ministerstwa O$wia-
ty 1 Szkolnictwa Wyzszego oraz do Minister-
stwa Rolnictwa):

1. Szkolenie studentéw w zakresie wiruso-
logii w Katedrach Mikrobiologii Weterynaryij-
nej — co najmniej 24 godziny wykladéw i 30
godzin éwiczen.

2. Utworzenie Zakladéw Wirusologii przy
niektérych Katedrach Mikrobiologii Wydzia-
16w Weterynaryjnych WSR i SGGW (Warsza-
wa, Lublin, Olsztyn) oraz uruchomienie przy
Zakladach Higieny Weterynaryjnej Pracowni
Wirusologicznych.

3. Wyposazenie placowek w aparature, etaty
i przyznanie odpowiednich nakladéw finanso-
wych na rozwoj badan podstawowych.

4. Foszerzenie zakresu szkolenia wirusolo-
géw w kraju, studia pcdyplomowe i zwieksze-
nie liczby stypendiow dla szkolenia wirusolio-
gow w osrodkach zagranicznych.

5. Cpracowanie programu popularyzacji za-
gadnien wirusologicznych.

Pcstuluje sie realizacje wnioskow w okresie
najblizszych 2-—4 lat i jezeli uda sie to zrobic,
checiazby tylko w zakresie szkolenia kadr, to
perspextywy wprowadzenia rutynowego wiru-
sologicznego badania préb nadsyianvch przez
welerynaryjng sluzbe terenows stang sie cal-
kiem realne i bliskie.
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W ostatnich latach zainteresowanie badaczy
drobnoustrojami z grupy Cl. oedematiens stale
wzrasta. Wigze sie to z wystepowaniem w
obrebie tego gatunku szeregu typow chorobo-
tworczych. Zaproponowany przez Oakleya i
wsp. (22, 24) nowy system taksonomii przyj-
muje obecnosé czterech odrebnych typéow (A,
B, C i D) roznigcych sie wytwarzaniem od-
miennych antygenow toksycznych. W zwiazku
z czestym wystepowaniem Cl. oedematiens A
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w ziemi (2, 21, 40) uwazany jest on za gléwny,
poza Cl. perfringens, czynnik etiologiczny
zgorzeli gazowej (10, 14, 15, 16, 28, 32, 34).
Duze zainteresowanie bidaczy Cl. oedematiens
B wigze sie z coraz czesciej wykrywanymi
przypadkami zakaznego martwiczego zapalenia
watroby u owiec (hepatitis infectiosa necro-
tica, black disease cf sheep, bradsot niemiec-
ki— 1,79, 25, 33, 36, 37, 41), u $Swin (black
disease of pigs — 3, 39) oraz u bydla (black
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disease of cattle — 37). Cl. cedematiens C nie
ma wiekszego znaczenia, aczkolwiek opisano
wywolywane przez ten drobnoustréj przypadki
osteomyelitis u bawolow.

Duze znaczenie posiada Cl. ocedematiens D.
Powoduje on chorobe przebiegajaca w postaci
hemoglobinurii (bovine bacillary hemoglobi-
nuria — 17, 26, 29, 30, 35, 37).

W polskim piémiennictwie weterynaryjnym
publikacji dotyczacych zakazen zwierzat CL.
oedematiens jest b. malo. Gotaszewski (7) do-
niést mianowicie o przypadku tzw. bradsotu
niemieckiego u owiec, nie podajac jednak uzy-
tej metody identyfikacji zarazka. Druga publi-
kacja Stepkowskiego i Wotoszyna (31) obejmu-
je opis epizootiologiczny i kliniczny przypad-
koéw bradsotu owiec. Identyfikacje szczepu
przeprowadzil Zaklad Beztlenowcdéw PZH. Na
uwage zastugujg badania Cygana i Wawrzkie-
wiczowej (4) oraz Cygana (5) na temat etiologii
zgorzell gazowej u zwierzgt oraz przynalez-
nosci gatunkowej i typowej szczepdédw Clostri-
dium wykrytych w tkankach zwierzat zdro-
wych i padiych. Badania te w zadnym przy-
padku w badanym materiale nie wykazaly Cl.
oedematiens. Jak sie wydaje, powyzsze dane
nie wskazuja wcale na rzadkie wystepowanie
w Polsce Cl. oedematiens, a jedynie na duze
trudnosci metodyczne zwiazane z wyosabnia-
niem i identyfikacjg tego zarazka.

Celem niniejszej pracy bylo: 1) znalezienie
metody umozliwiajacej maksymalng wykry-
walnos¢ Cl. ocedematiens bez eliminowania
szczepOw cileptowrazliwych, 2) opracowanie
mozliwie prostej metody identyfikacji gatunko-
wej 1 typowej Cl. cedematiens, 3) ustalenie
czestosci wystepowania w ziemi uprawnej
wojewddztwa rzeszowskiego i lubelskiego lase-
czek Cl. oedematiens.

Materiat i metody

1. Rodzaj i

Material do badania. Badaniu poddano probki ziemi

uprawne]j pochodzace z rézinych okolic wojewodztwa
lubelskiego i rzeszowskiego. Pobierano je po usunie-
ciu 10 ¢cm zewnetrznej warstwy ziemi.
Podloza. Zmodyfikowane podtoze Horodniceanu i
Sasarmana oraz Willisa-Hobbs przygotowywano wg
przepiséw podanych w pracy Cygana (6). Ponadto
uzywano podlozy Naglera (19), Hayward (8) i Nis-
hidy-Nakagawary (21).

2. Metody izolacjl

Otrzymany material rozcierano w rownej ilosci
bulionu, po czym wysiewano na podtoze Horodniceanu
i Sasarmana w modyfikacji wtasnej (6) oraz na pod-

pochodzenie materialu

loze Wrzosek-Tarozzi z dodatkiem 0,5% glikozy i
10% odwioknionej krwi baraniej.
Posiewy na podlozu Wrzosek-Tarozzi inkubowano

24 godz., a takze 3, 7—14 i 21 dni w my$l zalecenn
Nishidy i Nakagawary (21), z przesiewem na zmody-
fikowane podloze Horodniceanu i Sasarmana (2 plyt-
ki). Pojedyncze kolonie odpowiadajgce morfologicznie
Cl. oedematiens, uzyskane na podlozu z dodatkiem
100 pg/ml siarczanu neomycyny (Cygan — 6) prze-
siewano z powrotem na podloze Wrzosek-Tarozzi.
Uzyskane hodowle kontrolowano na podlozu Zeisslera
inkubowanym w warunkach tlenowych i beztleno-

N = Hoke IO

wych. Hodowle na podiozach stalych prowadzono
metodg pyrogallolowa wg Kocha (11) i Mossela (18).
Wszysikie czyste szczepy poddawano identyfikacji.

3. Metody identyfikacji

a — lIdentyfikacje gatunkowa wyosobnionych drob-
noustrojow beztlenowych przeprowadzono okreslajac
morfologie zarazka (sposob barwienia, wyglad za-
rodnikdéw i obecno§é otoczki) jak réwniez morfologie
kolonii na podlozu Horodniceanu i Sasarmana oraz
Zeisslera (ksztalt, polysk kolonii i rodzaj hemolizy).
Procz tego kazdy szczep sprawdzono na podlozu
Willisa-Hobbs na obecnos$é lecytynazy (antygen
gamma i beta), lipazy (antygen ep:ilon), charaktery-
styczny iryzujgcy potysk kolonii, zdolnoéci proteoli-
tyczne oraz na dzialanie fermentacyjne w stosunku
do laktozy. Jednoczesnie na podlozu Willisa-Hobbs
przeprowadzeno probe hamowania dzialania lecyty-
nazy przy pomocy swoistej surowicy antytoksycznej
przeciwko Cl. oedematiens A (anty-gamma), Na pod-
tozu Naglera obserwowano efekt wytwarzania lecy-
tynazy lipazy oraz hemolizy alfa i1 beta. Reakcje
peroksydazowsg badano na podlozu Hayward. Dla
kontroli podiozy diagnostycznych wysiewano na nie
szezepy wzorcowe Cl. oedematiens A (Fenoir 630,
650, 292, 426, 483), Cl. botulinum B, Cl. bifermentans
i Cl. sporogenes. Wlasciwos$ci biochemiczne okre$lano
w stecsunku do najwazniejszych weglowodandw (lak-

toza, glikoza, sacharoza, maltoza), alkoholi (manni-
tol i glicerol) i glikozydow (salicyna) (6). Wtasci-
wosci proteolityczne badano w 10% zelatynie 1 w
Scietej stupkowej surowicy konskiej (6). Zdolnosé
wytwarzania siarkowodoru oznaczano na podlozu
Hibler= ‘8. Pon=to okreslano zdolnos¢ redukeji
azotanéw (6), wytwarzania indolu (6) oraz prze-

prowadzano prébe MR. Badano réwniez zachowanie
sie wyosobnionych szczepdéw na mleku lakmuso-
wym {6).

b — identyfikacje typéw przeprowadzano iloscio-
wo testem LV wg MacFarlane i wsp. (13), Jamie-
sona (9) i Willlamsa (36, 37) oraz ilosciowo testem
,egg agar column” wg Oakleya i wsp. (22). W obu
odczynach stosowano stala dawke surowicy pko CI.
oedematiens A (25 jed. antytok.) oraz zmienne ilosci
toksyny. Toksyne stanowil supernatant 24-godzinnej
hodowli szczepow w podlozu Nishidy i Nakagawary.

¢ — chorobotwoérczo$é drobnoustrojow sprawdzano
na $winkach morskich wprowadzajac im domieéniowo
po 1 ml 24 godz. hodowli na podiozu Wrzoska. Okre§-
lano przebieg kliniczny schorzenia, a po $mierci wy-
glad skoéry (martwice, depilacja) i mieéni (kolor, kon-
systencja), rodzaj wysieku (ilo§¢, kolor, obecno$é
ttuszczu), obecnos¢ gazu i efekty dziatania toksyny
alfa — bursztynowe galaretowate nacieki tkankipod-
skérnej.

d — hialuronidaze badano in vitro metodg ACRA
wg Oakleya i Warrack (23).

Wyniki i omowienie

Badaniom poddano 50 probek ziemi upraw-
nej z roznych okolic woj. lubelskiego i rzeszow-
skiego. W wyniku przeprowadzonych badan
wyosobniono ogdtem 47 szczepéow Cl. oedema-
tiens A i 2 szezepy Cl. oedematiens C. Dodatni
wynik izolacji uzyskano z 35 probek ziemi
(70%). Uzyskany wskaznik byl wyzszy anizeli
w badaniach Zeisslera (40) — 64% oraz Besse-
mansa i Monteneya (2) — 30%, natomiast
nizszy od osiggnietego przez Nishide i Naka-
gaware (21) — 100%. Wyniki autoréw japon-
skich obejmuja jednak réwniez szczepy uznane
za Cl. oedematiens A, a wytwarzajace indol, co
w odniesieniu do Cl. oedematiens A nie bylo
przez nikogo obserwowane,
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Rezultaty badan wlasnych zdajg sie koli-
dowa¢ z wynikami pracy Cygana i Wawrzkie-
wiczowej (4), ktérzy szukajgc przyczyn bez-
tlenowcowych zakazen przyrannych u réznych
gatunkow zwierzat wsréd wyosobnionych bez-
tlenowcéw nie znalezli Cl. oedematiens, oraz
z badaniami Cygana (5) ktére nie wykazaly
tego drobnoustroju w narzadach zwierzat rzez-
nych i w materiatach zwierzecych przestanych
do ZHW. Przyczyna by¢ moze w pewnych
przypadkach charakter mechanizmu warunku-
jagcego rozwdj zgorzeli gazowej, lub przenika-
nia drobnoustrojow z przewodu pokarmowego
do tkanek, ale przede wszystkim zastosowana
metodyka wyosabniania. W wyzej wymienio-
nych badaniach chodzito bowiem autorom prze-
de wszystkim o uchwycenie Cl. perfringens
wobec czego jako okres inkubacji przyjmowali
24—48 godzin. Natomiast jak wynika z tabeli
1 dopiero przedtuzenie okresu inkubacji —

Tab. 1. Wptyw czasu (nkubacji wstepnes
w podozu Wrzoska na czgstosc
wyosabniania z ziemd (l.oedemaltiens

Czas Cl.oedemertiens
inkubagii | ip5¢ X | o
0 godz. o/50 0
24 godz. 9/30 0
72 godz. 4/35 714
7-14 dnc 12/35 34.3
21 and 33/50 660

X - w mianowniku closc zbadanych probek zceme

niekorzystne dla Cl. perfringens — umozliwia
maksymalng wykrywalnosé Cl. oedematiens.
Wyniki podane w tab. 1 sg zgodne z wcze$niej-
szymi obserwacjami Nishidy i Nakagawary
(21). Wieksza wykrywalnos$é Cl. oedematiens z
probek dluzej inkubowanych wigze sie przede
wszystkim z zanikaniem przerastajgcej flory
beztlenowcowej, gltownie wlasnie Cl. perfrin-
gens. W doswiadczeniach wlasnych probki
ziemi inkubowane 21 dni, nie wykazywaly juz
zupelnie obecnosci Cl. perfringens, natomiast
prawie zawsze duze ilosci Cl. sporogenes. Izolo-
wanie w tych warunkach Cl. oedematiens staje
sig zadaniem ogromnie ulatwionym, gdyz od-
réznienie Cl. oedematiens od Cl. sporogenes
nie sprawia juz wiekszych trudnosci.
Wyosabnianie Cl. oedematiens z prébek ziemi
wybitnie upraszcza zastosowanie podloza selek-
tywnego z siarczanem neomycyny, ktory w
ilosci 100 ng/ml podloza okazal sie wystarcza-
jaco skutecznym inhibitorem towarzyszacej
flory tlenowej, nie hamujac przy tym wzietych
dla kontroli 5 szezepéw wzorcowych Cl. oede-
matiens A. Wyniki te potwierdzajg rezultaty
wezesniejszych spostrzezen Willisa i Hobbs (38)
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odnosnie duzej tolerancji szczepéw Cl. cedema-
tiens A na siarczan neomycyny. Podstawowg
zaletg tego podloza jest poza tym kontrasto-
wos¢ kolonii, latwos$¢ obserwacji szczegdlow
ich morfologii i moznos¢ okreSlenia efektow
dziatania hemolizyn.

Wtiasciwosci biochemiczne wyosobnionych
szczepow Cl. oedematiens zebrano w tabeli 2.

Tab.2. Weascimoscl bigchemiczne wyosobnionych z ziemd
sZczepow Cl.oedemaliiens

Fermentac/a

Grupa § Eg g g
Y N, NN N Y >
guEﬁEUUwS&SQ@S ~

. SIS NINIO KRN ~
p|lw Iy < Mo QS |8yl w I8 N
2 8(0(a]|8 LS IS0 |x.e NI N
SISRISISIRISBISIERISIZS [FRIYS
LIN[3|R |3 [5[8[3]X NS [KM[FR
7139 |7 |=|=|=|-|#|#]1*|+ |#]| = |*|-|*]|4
215 ri-1=1=1=|#1*|=* |#| = |#]-[*]A
F|3|/]|-|- =1t = =] = |#]|-|*|A
gl2|v]-1-|-|=l#]+I=| * |=| = [*]I=|*]c

7 - joden szczep dat wynik negalywny
2- baoano tylko po 7 szczepie

Sposrdd 47 szezepdw zidentyfikowanych na
podstawie analizy toksyn jako Cl. oedematiens
A, u 39 (grupa 1) dane morfologiczne i bio-
chemiczne odpowiadaly w zupelosci kryteriom
ustalonym przez Scotta i wsp. (27) dla typu
A. Natomiast 5 szczepéw biochemicznie nie-
odpowiadajacych typowi A (grupa 2) nie wy-
kazywatla aktywnosci fermentacyjnej w stosun-
ku do glicerolu; dalsze 3 szczepy (grupa 3) nie
fermentowaty maltozy. Tego rodzaju odchyle-
nia byly juz opisane przez Oakleya i wsp. (22).
Wiasciwosci obydwu szezepoéw Cl. oedematiens
C byly jednakowe i charakterystyczne dla tego
typu. Z przeprowadzonych badan wtiasnych
oraz Qakleya i wsp. (22) wynika, ze wlasci-
wosci morfologiczne, biochemiczne i letalne
(tzw. parametry Scotta i wsp.) nie stanowig
pewnego kryterium identyfikacyjnego dla ty-
pow Cl. oedematiens.

W celu uzupelnienia rutynowych préb bio-
chemicznych, w toku dalszej pracy przeprowa-
dzono charakterystyke wyosobnionych szcze-
péw, w oparciu o zachowanie sie ich na spec-
jalnych podtozach diagnostycznych zalecanych
dla szybkiej identyfikacji Cl. oedematiens.
Otrzymane wyniki zestawiono w tabeli 3.

Przydatno$¢ podlozy Willisa-Hobbs i Nag-
lera dla szybkiego rozpoznawania czystych
hodowli Cl. oedematiens jest bezsporna. Na

Tab 3 Werest wyosobmongch sictepom Ul cedemraticrs na poioiach diagnostycinych

Gatunet « typ Ulostridium

Cl oedematiens A (6 siclepor)
€t dolutinam 8

S Ut sporagents Hr100
Uy Sipnamtans & 143 IE
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podiozach tych szczepy wzorcowe i badane
Cl. oedematiens zachowywaly sie typowo.
Obecnos$é lecytynazy byla tatwo wykrywalna w
zwigzku z wystepowaniem charakterystycznego
zmetnienia dookota kolonii. O wytwarzaniu li-
pazy swiadczyla obecnos¢ tzw. perlowe]
warstwy pokrywajgcej powierzchnie kolonii.
Oprocz tych efektéw na podiozu Naglera bar-
dzo wyraznie zaznaczaly sie wokol kazdej ko-
lIonii dwie obwodki hemolizy. Pierwsza obwad-
ka hemolizy pokrywala sie ze strefg zmetnie-
nia (efekt lecytynazowy). Podloze Willisa-
-Hobbs oprécz efektéw dzialania lecytynazy i
lipazy, umozliwiato stwierdzenie charaktery-
stycznego iryzujacego potysku kolonii oraz
ocene aktywnosci proteolitycznej w stosunku
do mleka i fermentacyjnej w odniesieniu do
laktozy. Do pewnego stopnia wadg podloza
Willisa-Hobbs bylo wystepowanie mniekiedy
przy fermentacji laktozy rézowienia kolonii.

Wyraznie ograniczong przydatnosé dla szyb-
kiej identyfikacji szczepéw Cl. oedematiens A
wykazalo natomiast podtoze Hayward. Mecha-
nizm czernienia tego podloza i kolonii oparty
o reakcje peroksydazowg wystepuje nie tylko
u szczepdow Cl. oedematiens. Ponadto efekty
hemolizy na tym podlozu, zwlaszcza przy
intensywnym jego $ciemnieniu czasami sg mato
czytelne.

Wyniki badan nad chorobotworczoscia wy-
osobnionych szczepéw wykazujg pewne réznice
w odsetku szczepéw chorobotwoérczych w za-
leznosci od czasu inkubacji wstepnej. Przy
inkubacji 72-godzinnej jedyny wyosobniony
szezep Cl. oedematiens A byl patogenny. Przy
inkubacji trwajacej 7-—14 dni na 10 szczepow
wyosobnionych 8 (80%) bylo patogennych.
Wreszcie na 22 wyosobnionych z prébek inku-
bowanych wstepnie przez 21 dni patogennych
byto tylko 14 (63,6%). Uzyskane wyniki wydaja
sie wiec potwierdzaé hipoteze Nishidy i Naka-
gawary (21) ze przedtuzenie inkubacji sprzyja
przede wszystkim wyosabnianiu szczepdéw nie-
patogennych.

U $winek morskich padlych po domie$nio-
wym zakazeniu 1 ml 24-godzinnej hodowli ba-
danych szczepow stwierdzano stale bursztyno-
we, galaretowate nacieki tkanki podskoérnej
oraz bardzo rozlegtg nekroze i depilacje skory.
Ponadto obserwowano przewaznie stosunkowo
mate ilosci wysieku plynnego i gazu. Efekt
lecytynazowy w postaci kropelek tluszezu byt
widoczny jedynie przy rownoczesnej obecnosci
plynnego wysieku. Zaden z badanych szczepéw
nie wykazywal dzialania na kolagen i miozyne
miesniowa.

Typowanie wyosobnionych szczepbw Cl.
oedematiens wykonano przy pomocy prob in
vitro. Jak wynika z tabeli 4 szczepy z grupy
Cl. oedematiens wytwarzaja dwie odrebne
antygenowo lecytynazy (beta i gamma) decy-
dujace o rozpoznaniu typu. Identyfikacja ty-
poéw polega na wykazaniu, w plynnej hodowli

7ab. 4. Budowa antygenowa [l oedematiens

o Antygeny Hialuronddaza
y . ed,
oedematiens é‘"d slrlelelelale w jean

) 76 32
Szczepy Al |=|#+|+|+|2]= 0
wzorcowe Bl+|+|=|=|=IF |+ 0
£S5 cl-1- 121 = 1=F o
Mclennana |D|- | =l=l=1+l+] 0
Szeze, A ~l+lol+|olo|o]| 626 | 2726
wtasﬁz cl-1-|-lo|-lole|a| o7 | o7
+ wyntk dodatnd 2 wynik walpliwy
- wynik ujemny 0 nie badano

€ - epsflon ({ipazea)
g - zeta (hemolizyna)

- gamma (lecytynaza) A -lambda (_fro,aamyo.rmaza)
& - hemolizyna b - theta(lipaza)

7 wynik dodatnl u 23 szczepow na 31 zbadanych

o - alfa (toksyna letaina)
A - bela (lecytynaza)

lub podlozach stalych, efektu lecytynazowego
i swoistym jego =zahamowaniu w odczynie
seroneutralizacji. Przy przeprowadzaniu tego
odczynu istotne znaczenie miato ustalenie za-
leznosci pomiedzy dawka toksyny, a iloscia
anty-toksyny, niezbednej dla calkowitej sero-
neutralizacji. Proba ta z jednej strony swiad-
czy o swoisto$ci odczynu, a z drugiej jest
szczegblnie wazna dla zréznicowania szczepow
Cl. oedematiens B 1 D ro6znigcych sie zasad-
niczo jedynie iloscia wytwarzanej toksyny
beta. W badaniach wlasnych dwadzie$cia pie¢
jednostek anty-toksycznych surowicy pko CI.
oedematiens A (anty gamma) neutralizowalo
aktywno$é lecytynazowa zawartg w 0,1—1 ml
supernantu hodowli badanych szczepow. Na
tej podstawie wszystkie zbadane szczepy (47)
zidentyfikowano jako Cl. cedematiens A. Wy-
twarzaly one stale réwniez antygen epsilon.
Natomiast antygen alfa, decydujacy o pato-
gennosci szczepow typu A, wytwarzalo 23 z
31 zbadanych szczepow. Hialuronidaze wyka-
zalo w niewielkich ilosciach tj. od 16—32
j.h./ml ogdétem 26,8% zbadanych szezepdw, co
odpowiada na ogél wynikom badarn Mac Cleana
i wsp. (12). Dwa szczepy biorac pod uwage
wtasciwosci morfologiczne, biochemiczne oraz
niewytwarzanie toksyn zaliczono do Cl. oede-
matiens C.

Z dwbch poréwnywanych metod typowania
szczepdw Cl. oedematiens, zdecydowanie czul-
szg 1 wygodniejsza okazala sie metoda oparta
o probowkowy odczyn LV. Dala ona wyniki
pozytywne u wszystkich 47 zbadanych szcze-
poéw (47/47—100%) podczas gdy metoda ,,egg-
-agar test” data pozytywne wyniki u 25 szcze-
péw na 36 zbadanych (tj. w 69,4%). Metoda
LV pozwala na przeprowadzenie bhadania juz
w ciggu 2—3 godzin. Ponadto zaleta tej metody
jest mata pracochtonnosé oraz tatwosé odezytu
wynikow. Natomiast metoda polegajaca na tes-
cie ,,egg-agar-column” wymaga kilkunastu go-
dzin czasu, czesto nie daje wyraznie odzielo-
nych efektéw rozkiadu owolecytyny (wywola-
nych dyfuzja do podloza antygendow gamma
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i epsilon) i moze byé¢ uzyta tylko przy zastoso-
waniu specjalnego podloza. Uzycie réznych
koncentracji agaru (0,75%, 1,2% i 2,5%) nie
wzmocnilo efektéw dziatania obu antygenow.

Wnioski

1. Maksymalng wykrywalnos¢ Cl. oedema-
tiens w glebie bez eliminowania szczepow
cieptowrazliwych uzyskano, przedluzajac czas
inkubacji hodowli wstepnej na pozywce Wrzos-
ka-Tarozzi do 3 tygodni z zastosowaniem na-
stepnie wysiewu na zmodyfikowane przez Cy-
gana podloze stale Horodniceanu i Sasarmana.

2. W tych warunkach wykazano w ziemi
uprawnej woj. rzeszowskiego i lubelskiego ClL.
oedematiens w 70% badanych probek, nato-
miast przy namnazaniu ograniczonym do 24
godzin — w 0%, do 72 godz. — w 11,4%, do
7—14 dni — 34,3% i do 21 dni — 66%.

3. Najwygodniejsza metodg identyfikacji
gatunkowej i typowej zarazka w warunkach
pracowni, okazato sie:

— badanie makroskopowe hodowli na zmody-
fikowanym podiozu Willis-Hobbs i Naglera,

— badanie biochemiczne w pozywkach z lak-
toza, glikoza, sacharozg, maltozg oraz na H,S,
proteazg i wzrost w mleku lakmusowym,

— LV test z uzyciem owolecytyny i odpo-
wiednich surowic pko okre$lonym typom CI.
oedematiens.

4, Wyosobnione z gleby szczepy Cl. oedema-
tiens nalezaly do dwoch typéw: A (95,9%) oraz
C (4,1%).

MARIAN TRUSZCZYNSKI, MARIA SLUZEWSKA
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Badanie in vifro opornosci na antybiotyki i nitrofurazon szczepow
kilku gatunkéw Salmonella wyosobnionych od zwierzat

Zaklad Mikrobiologii Instytutu Weterynarii w Pulawach
Kierownik: doc. dr M. TRUSZCZYNSKI

W uprzedniej pracy (9) omoéwiono znaczenie
badania antybiotykoopornosci drobnoustrojow
in vitro. Podano réwniez sposoby powstawa-
nia szczepow antybiotykoopornych  wérdd
drobnoustrojéw z rodziny Enterobacteria-
cegde. W powstawaniu szczepdw opornych
na antybiotyki obok mutacji spontanicznej
i zmiennoSei typu  selekcyjnego  coraz
wieksze znaczenie przypisuje sie tzw. ,za-
kaznej” opornosci na antybiotyki (4, 7,
10); polega ona na przeniesieniu mate-
rialu genetycznego z komérki opornej na
antybiotyk lub  kilka antybiotykow na
komérke wrazliwg, ktéra w wyniku tego
bez kontaktu z antybiotykami staje sie¢ na nie
oporna. Jak wynika z badan Andersona (1, 2,
3) szczepy Salmonella i E. coli wystepujace u
zwierzat gospodarskich, a posiadajgce zdol-
noSci przenoszenia cechy antybiotykoopornosci
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moga dostawaé¢ sie do ustroju ludzkiego
i przekazywaé¢ te ceche szezepom biorcom,
chorobotwoéreczym dla czlowieka. Przekazywa-
nie materialu genetycznego, w tym cechy
antybiotykoopornosci, wystepuje tez w obre-
bie grup szezepéw chorobotworezych badz dla
czlowieka, badz dla zwierzat, przy czym daw-
cami (F-+) i biorcami (F—) tej cechy moga
byé rézne gatunki baklerii. Jak wynika z
badan Baudensa i Chabberta (6) znanych jest
obecnie szereg czynnikow genetycznych ekstra-
chromosomalnych, zbudowanych z DNA —
ktére determinuja oporno$é na antybiotyki.

Notowane sa rowniez coraz czestsze przy-
padki opornosci szczepow  Salmonella na
zwigzki nitrofuranowe. Dotyczy to w wiek-
szym stopniu szczepdw izolowanych od ludzi
niz od zwierzat.

W piSmiennictwie polskim nie spotkano



