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Opracowanie możIiwie prostej i skutecznej
metody wyosabniania Clostrżdżum z materiału
obficie zanieczyszczonego florą tlenowcową
ma ogromne znaczenie praktyczne.

PoszczegóIni autorzy zalecają użycie podłóż
z inhibitorami (1, 3, 6, 7, B, 9, 15), metody
rozcieńczeń w wysokim agarze (16, 20), eli-
minacji cieplnej bakterii nie zarodnikujących
(l7, 22, 2B), a dla Ci. perJrżngens - hcdowii
w 46-4l" z krótkim okresem namnażania w
podłożu płynnym (23), dla Cl, oedem.atźens -długotrwałą inkubację wstępną (13, 1B).

Spośród podłóż z inhibitorami, najlepsze
wyniki dały podłoża z antybiotykami, a
zwłaszcza neomycyną. Wskaźnik wykrywal-
ności Clostrźd.ium, z treści jelit przy namnoże-
niu wstępn)fin na podłożu Wrzoska i przesie-
wie na podłoże stałe z neomycyną wyniósł
w badaniach Lilly (15) 

- 79,4{|0, Horodnicea-
nu i Sasarmana (12) - 94010 i Cygana (7) do
1009ó, a z zielmi wg Willisa i Ho,bbs (27) oIaz
Jastrzębskiego i wsp. (13) do około 1007o.
Użycie w tych warunkach neomycyny rór,v-
nież do podłoża narnnażającego rnzstępnego -nie zwiększało r,vykr;zwą|n6§gi Clostridżum
(15), Aktywność selektywna innych inhi-
bitorów (streptomycyna, polimyksyna B, sul-
famidy, azydek sodu, fiolet kryst.) oddzielnie
Iub w mieszance (I,24,25), ewentualnie w po-
łączeniu z metodą szybkich pasaży w podłożu
płynnym, Iub rozcieńczenia,rni rv agarze pl(:ł-
płynnym (21) wzgtędnie z podgrzewaniem (15)

- znalazły ograniczone zastosowanie.
Metoda rozcieńczeń w głębokim agarze,

umożIiwiająca wygodną ocenę morfologii ko-
Ionii, jest w warunkach normalnego labora-
torium zbyt kłopotliwa gdyż \^,ymaga dla uzy-
skania dobrego rozcieńczenia użycia kilku-
nastu nieraz rurek Garretta i Pricketta z po-
dłożem, a dla wyosobnienia kolonii - przeci-
nania próbówek. Nadaje się ona raczej dla
laboratoriów Higieny Środków Spożywczych
badających Clostrżdia ilościołvo w podłożu
Wilson-Blaira.

Powszechnie stosowana selekcja termiczna
przeważnie (70-90'C przez 10-20 rnin.) za-
pewnia dużą skuteczność w usuwaniu tlenow-
ców ale niszczy równiez szczepy trudno za-
rodnikujących laseczek Clostrżdżum. Ponadto
metoda ta powoduje zniszczenie znacznej
części szczepów silnie toksynotwórczych (1B,
22, 2B).

Dużą przydatność dla wyosabniania CL. perfrźngens
wydaje się posiadać rnetoda Sasarrnana i Horodnice-
anu (ż3). Wykorzystu;e ona właściwości Ci. perJrźn-
gens szybkiego rozmnażania się (5 godzln) r dawania
wzrostu w 46-47"C. Wskaźnik rzolacjr CL. pertrżn-
genł z kału wynosił przy przesiewie na pożywkę
Zeiss],era bez inhibrtorów - 7B0/o, a z dodatkiem siar-
cząnu neomycyny 1250 mcg/ml) - 987o. Ponadto za-
letą metody jest skrocenie czasu izolacji CL. perJrin-
gens z 36-48 do 24 godz, Maksymalną wykrywalność
CL. oecl,ematlens w giebie_ bez eliminowania szczepow
ciepłowrażIi*rłych zapewnia metoda 3 ty8odnlowej in-
kubacji wstępnej na podłoźu płynnym z przesiewern
na podłoże Naglera z krwią lub dodatkową selekcją
termiczną (1B) albo z lvysiewem na podłoże Zersslera
z siarczanem neomycyny (13). W stosunku do innych,
łatwo zarod,nikującycrr clolstridii, rneltoda powyższa
nie była jednak Llzyv/ana.

Zadaniem badań własnych było opracowa-
nie możIiwie prostego i skutecznego scnematu
wyosabniania Clostrżdżum z hodowli zakażo-
nych mieszaną tlorą tlenowcową.

Materiał i metody
Inhibitory. Do badań użyto: azydek sodu (Zakłady

E]ektrochemiczne Ząbkowice); fiolet krys'laliczny
(,,Bayer"); siarczan neo,mycyny i zasadę streptomycy-
ny (,,POL}'A") otaz siarczan polimyksyny iJ (,,pii-
zer").

Podłoża wybiórcze. Odpowiednie roztwory inhi-
bitorów przygotowywano w bulionie ódżywczym o
pH:7,6 z dodatkiem 17o glikozy, po czym dodawano
3e do wyjałowionych podłoży Zeisslera (30/0 a8ar od-
żywczy, I% glikozy, 159ó odwłóknionej krwi owczej)
i Wrzoska - Tarozzi (z Lulo gllkozy).

Szczepy. - Użyte beztlenowce: CL. perfri,ngens It
497 i 2b7; B 270; C 234 i 367; D 210 i 368; E 236; Cł.
oedematźens A z92, 426, 4B3, 630 i 650; CL. septźcum
205, 631 i 632; CL. botulźnum A 1161; B 194 i 3,56;
C J}derz; E 1105; CL sordelli, 271, 536 i 567; CL. bźfer-
mentans 749 i 420; CL. hźstoluticum, LLg; Cl. tetani CN
655; Cl. feserź 9I3 i CL, sporogenes 477 (otrzymane
z PZH w Warszawie łub wyosobnione w Katedrze
Mikrobiologii Wet. WSR w Lublinie).

Użyte tlenowce: E. coli, 08, O71, 0139, i 431; Pro-
teus OX 19, L1, S. enterżtżd"żs Gdrtner i S. gall,żna-
rum, Corgnebact, equi, Aerobacter aerogens, B. me-
gatherżum, B. mycoides, B. cźrcul,ans, B. subtilżs 833,
879 i B80, B, cereus 879, Slr. faecalżs, Str. pgogęnes
i Streptoc. sp (2), ]Wźcrococcus puogenes uar. aureus
209-P, epźdermidis, Pseudomonas paocaaneum i Lź-
sterźa monocytogenes,

Materiałern do badań były rnieszanki balrtery jne
(Mb) zawierające 1/4 hodowli bulionowej poszczegóJ.-
nych szczepów Clostridiurn (inkubowanych 24 godz.
w 37oC, po czym 4 dni dla zarodnikowania w temp.
pokojowej) otaz 3l4 Imieszanki hodowli bulionowych
wszystkich 28 szczepółv t]enowców inkubowanych
24 godz. w 37oC.

Warunki heztlenowe uzyskiwano metodą pyrogallo-
I,olvą (13). Za donvód przydartności selektyrvnej rnetody
i podłoży wybiórczych uznawano możliwość uzyska-
nia czystej hodowli laseczek wszystkich badanych
szczepów Clostrźdźum.
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Selekcja termiczna. Badane Mb ogrzewano w tem-
peraturze BSoC przez 15 min., wysiewatro na podloże
Zeisslera otaz na stałe i płynne podłoża z inhibito-
rami.

Inkubacja w 46-47oC. Badane Mb (8 szczepów Cl.
perJri,ngens A-E) rł-ysiewano na podłoże Wrzoska-
Tarozzt, inkubowano w 46-47aC w ciągu 5 godzin,
po czym wysiewano na podloŻa Zeisslera (zr,vykłe i
zawierające 125 mcglml neomycyny).

Metoda przedlużonej inkubacji w 37oC. Badane Mb
wy.siewano na pożywkę Wrzoska, inkubowano w
37oC przez okres ?-10 dni, po czym przesiewano na
podłoże Zeisslera z 725 rncglml neomycyny,

Wyniki i omówienie
Podłoża stałe. W5,piki badań podają tabele

I i 2. Wynika z rtich, że wszystkie użyte po-
dłoża wybiórcze hamowały rozwój całej ba-
danej flory tlenowej ptócz ziarniaków. Po-
prawy selektywności podłoży nie zwiększyło
wprowadzenie streptomycyny nawet w daw-
kach 5-krotnie wyższych od dopuszczalnych
dla Clostrżdżum, spowodowało ono natomiast
zmniejszenie wykrywalności laseczek Clostrż-
dżum, Najwyższy wskaźnik izolacji Clostrż-

Tab. l. Wyo,sabnianie poszczególnyeh szczepów Clostridium sp. na podłożach wybiórczych stałych
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Tab. 2. 'Wyosabnianie po,szczegóJ,nych szczepów Clostridium sp. na podłoż;ach wybiórczych s,tałych

724



Nr 12 MEDYCYNA WE TERYNARYJNA Rok XXIV

dium uzyskano przy wysiewie na podłoże z
samą neo,mycyną w ilości t25 rnoglml, lub neo-
mycyną i streptomycyną - po 50 mcgiml tj.
96,30/o. Nieco słabszy pozytywny wynik (}z,B9a)
dało podłoże z I25 mcg/ml neomycyny i 50
mcg/ml streptomycyny oTaz podłoże z 50
mcg/ml streptomycyny, 72 mcg/ml polimy-
ksyny i 2 mcg/ml fioletu krystalicznego
(92,6Vo). Wskaźnik ten odpowiada lub nawót
nieco przektacza dane Lilly (15) oraz Horo-
dniceanu i Sasarmana (12). Autorzy ci uzy-
skali wykrywainość od ok. 790lo do g40lo ptzy
posiewie hodowli uprzednio namnożonej w
podłożu płynnym na podłoża stałe z neomy-
cyną (50-250 rncglml) jednak operor,vali t5z1-
ko Cl. perfringens. Próby zahamowania wzro-
stu ziarniaków ptzez włączenie do podłoża
obok antvbiotvków fioletu krystaIicznego i
azydku sodu nie dały pozytvwnych wyników,

nym stopniu wy-
uwagę zasługuje
zbadanych szcze-
st duża Cl. oede-

mattens. Żadn
podłóż nie za
kich użytych s
dopodobnie na
go zarazka.

Podłoża płynne. Wyniki badań podano w
tabeli 3. Wynika z niej, że żaden z inhibito-

jak równiez w po-
wzrostu wszystkich

iez neomycyna, któ-
ra jak wykazano poprzednio, hamuje skutecz-
nie czyste szczepy Enterobq.cteriaceae, przy
użyciu jako składnika mieszanki tlenov,lej za-
wiodła, nawet przy zwiększeniu koncentrac,ii
do 2000 rncg/ml. Być może związane to ,iest

z zwiększoną koncentracją substancji białko-
wych w badanym materiale, bądź też jeśli

chodzi o streptomycynę ze spadkiem aktyw-
ności tego antybiotyku w środowisku beztle-
no]Mym w obecności glikozy i fosforanów (2,
10).

Spośród przebadanych selektywnych podło-
ży płynnych stosunkowo najlepsze wyniki dało
podłoze Wrzoska-Tarozzi z dodatkiem 500-
2000 mcg/ml neomycyny ale jedynie w sto-
sunku do szczepów Cl- perfringens A-E, Cl. bż-
fermentans i Cl. hżstolgtżcurn. Wykrywalność
innych Clostridźum spadła b. znacznie, niekie-,
dy do zera. Użvcie samej streptomycyny
(250-1000 mcg/ml) dało wyniki zupełnie nie-
,"vystarczające (brak zahamowania wzrostu
ziarniaków, pałeczek i laseczek). Wynik ten
pokrywa się z obserwacjami Willisa (26) oraz
Jastrzębskiego i v/sp. (13). Również ograni-
czoną przydatność wykazały podłoża z fiole-
tenr kryśtalicznym (25 mcglml) i azydkiem sodu
(250-1000 mcg/ml). Użycie łączne neomycy-
Ęy, streptomycyny, fioletu krvstalicznego i
azvdl<u sodu w maksymalnvch dopuszczalnych
dla laseczek beztlenowych aczkoluziek ogra-
niczyło zanieczyszczenia baktervine do sa-
mych ziarniaków, to równocześnie zaharrro-
wało wzrost wielu gatunków Clostridźum.

Z przeprowadzonveh baclań wynika, że war-
tość selektywnvch podłoży płrrnnych jest nie-
rłzięlku, potuzierdzaiąc ohserwacie Lillv'ego
(15) zalecająceqo namnażanie wstępne w po-
dłozach bez inhibitorów.

Metody termiczne
Wyniki przeprowadzonych doświadczeń nad

przydatnością metody selekcji - termicznej,
wzrostu w 46-47"C i przedłużonej inkubacji
w 37'C podaje tabela 4. Jak z niej wynika,
metoda podgrzer,vania mieszaniny bakteryjnej
do B5'C przez 1,0 min. usrrwa wzrost wszyst-
kich uzytych tlenowców za wyjątkiem lase-

Tab. 3. Wyosabniarrie poszczególnych szczepów Clostnidium slp. przy użyciu p,odłóż w,v,biórczych płynnych
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Tab. 4. Wyosabu,iianile
stridum §p. przy

poszczególnyćh szczepów CIo-
użycitl różnych lmetod

Taib. 5. Propornowany schemat ,izolo,wania

nowe i beztlenowe drobnoustroje ulegają w
Warunkach tej metody procesowi postępują-
cej cytolizy, co uła,twia izołacię Clostridii z
form zarodnikowych. Wartość selektywną tej
metody podnosi wysiew na podłoża wybiór-
cze.

Wnioski
Najszersze widmo wykrywalności Clostrż-

dźum zapewnia wysiew bezpośredni z mate-
riału na stałe selektywne podłoża. Włączenie
do metodyki hodowli wstępnej na podłożu
płynnym, zwiększa ilość kornórek niektórych
gatunków rodzaju Clostridżum, powodując
jednak jednocześnie zanik niektórych innych
gatunków beztlepowcótłz. Spośród wypróbowa-

chorobotwórczych gaturrków Clostridium (wg Jastrzębskiego
i Cygana)
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czek tzekomowągli}łowych. Metoda przy za-
stosowaniu wysiewu bezpośredniego i po na-
mnożeniu, pozwoliła na wyosobnienie B07o
spośród zbadanych szczepow Clostridżum. Ba-
daniem nie objęto Cl, perJrżngens ze względu
na trudne zarodnikowanie tego zaTazka.

Co do metody hodowli w 46-47oC to do-
datni wynik izolacji Cl. perfrżngens uzyskano
,u 3 na B zbadnych szczepów. Okazała się ona
mało efektywna w usuwaniu wzlostu ziarnia-
ków, pałeczek oraz laseczek. Metoda ta może
byó w pełni przydatna przy równoczesnym
zastosowaniu podłozy wybuórczych. Potwier-
dzono, że zaletą jej jest głównie skrócenie
czasu izolacji Cl. perfrżngens z ok. 36 do 24
godzin (23).

Badania nad metodą przedłużonej inkuba-
cji w 37"C wskazują, że może być ona pTzy-
datna nie tylko dla wyosabniania szczepów
Cl. oed,ematiens, a czym uprzednio donieśli
Nishida i Nakagawara (1B) oraz Jasttzębski i
wsp. (13), Iecz także innych łatwo zarodniku-
jących szczepów Clostridżum np. Cl, botuli-
nuln, Cl. sporogenes itp. Niezarodnikujące tle-
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nych na podłożu Zeisslera inhibitorów flory
tlenowcowej wybrano ttzy, które zapewniają
zahamowania wszystkich użytych szczepów, za
wyjątkiern ziarniaków. Uzyskać pełnego zaha-
mowania wzrostu ziarniaków nie udało się.
Najlepsze wyniki - ponad 900/o wykrywal-
ności użytych beztlenowców, dały następujące
inhibitory:
1 - neomycyna l25 mcglml (96,37o)
2 - neomycyna 50 mcg/ml+streptomycyna
50 mcg/ml (96,39o)
3 - streptomycyna 50 mcg/ml*polimyksyna
B 72 mcg/ml*fiolet krystaliczny 2 mcg/ml
(92,6010).

Przydatność selektywnego podłoża płynnego
Wrzoska-Tatozzi z wypróbowanymi inhibito-
rami jest bardzo ograniczona. Pozytywne wy-
niki osiągnięto tylko w odniesieniu do Cl, per-
frżngens (8 szczepów), Cl. bżfermentans (ż
szczepy) i Cl, htstolEtżcurn (1 szczep), pTzy
użyciu neomycyny (500 mcg/ml).

Metoda hodowli wstępnej w 46-47"C (12)
rnoże być z korzyścią użyta dla izolacji Cl.
perfrźnqens.
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Metoda selekcji termicznej (B5'C - 10 min.)
oraz metoda przedłużonej inkubacji (7-10
dni) dają pozytywne wyniki u wszystkich Clo-
stridium łatwo zarodnikujących (a więc nie u
Cl. perfrżngens).

Na podstawie przeprowadzonych badań za-
proponowano schemat postępowania diagno-
stycznego.
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Prccle4oBaH!!fi IIo Me-
To^HKe BBIAeJIeEIlff IIaJIorIeK Clostridium . rL Cpan-
HrlTeJIbIIBIe I4ccJIe[oBanrlg sód)exrTrBgocTIł us6rpa-
TeJIBHBIX cpeE lł TepMurłecK[x MeToqoB.

7fccreAosa.łrł ce.łeKTIlBHvIo góóerrzgrłocrr: 1) cpcA
Zeisslera, Wrzosek-Tar ozzi c vlulu1I4Tooal{r - HeoMIł-

MARIAN ŚWIETLIKOVr'SKI, DANUTA ŻEBROWSKA-PLATA,
ANDRZEJ MALczElł/sKT

IłI4HoM, cTpe[ToMr,Iqr{HoM, rIoJII{MIilKcI4HoM B, a:lr4xolł
HaTpIłfl ]4 KpI4cTaJIJI-Br{oJIeToM, 2\ muI<y1aąuu t: 46-.-
47oC, 3\ teplłrł.łecroft ceJIeIo{r{Ił e 85oC (10 lłzn.),
4) npogon><erłHoż zrr<y6a\ww B 37oC - rro oTHolue-
r:ulo K c'necv 27 LIITaM\,IoB aspo6on lr K orAe.lrbHb]M
EJTaMMaM po4a Clostridium (28 IIITaMMoB rłs 10 nrl-
4oe). CałtsIe JIyI]luI4e pe3yJIbTaTbI BEI.fiBJIeHr4 I4ccJIe-
AoBaHHbIx uITaMMoB Clostridium BIIIIIe t]el{ 900/o lo-
IIylfwJIw npnMeHflE g n.norrroż cpege Zeissler cne,,ł\/-
ronlze rłrłrzdilTopbl: 1) rreorvrnqlłrł 125 pgl61 - 96,30h,
2) neovwtlutł 1,25 ptg/ml * crpenroulłqlłrł 50 plglml

- 96,30h, 3) crpentołrzqrH 50 pglml * r,oJluvr:,rl:xcll:a
B L2 LLglmI .1- rprcta.n.rr-BlloJleT 2 pt,g/m\ - 92,6jb.
3$SexrzeHocTF, B. H. lrrłrrł6rropoe e >r<rł4xoż cpene'Wrzosek-Tarozzi rre6ołlruag. - !/Itrr76rłropsr TopMo-
3flIl{le pocr aspo6oB Ilpen.aTcTBoBaJIr{ B 3HaqrlTeJIL-
Hoż cTeneHI4 TaKxte pocT y arraspodos. Mero4 npe4-
eapurelr,uoż waxy1anpu,t s 46-47oC Mo>Ke.], 6rrrs slt-
roAHo np]4MeHeH npil nor{cKax sa CI. perfringens,
Meto4 repur.rvecxoił ceJIeKLIr,Il r{ npoAoJl}Keggoil lltl-
xy1aąvu AaIoT noJIo>{<rfr-eJIbHF,Ie pe3yJIF,TaTL,I ToJIBKo
y Clostridium Aalou{rlx JIerKo crropbr. Paspa6otarra
cxeMa Ił3oJIfiIII4I4 IuTaMMoe Clostridium rł3 crlJIEHo 3a-
rpff 3HeHHbIx MaTeprlfl JIoB.

Jastrzębski T., Cygan Z. - The investigations on Clo-
stridium isolation methods. Ir. The comparison of
usefulness of selective media and thermic methods.

The selective usefulness was evaluated of Zeissler's
and Wrzosek-Tarozzl's media with inhibitors (neomy-
cine, streptomycin, B polymyxin, sodium azide, and
cristaI violet) and the methods of culture in 46-470 C
preheating (85oc-10 min) and prolonged incubation
in 37oc in relation to the mixture of 27 cultures of
aerobic bacteria and each particular Clostridium sp.
strain (28 strains from 10 species). The best results
above 90 per cent of detecting of clostridium strains
trsed were obtained with the follorving inhibitors:
1) neomycine 725 1l"glml (96.3 per cent). 2) neomycine
125 pg/ml * streptomycin 50 pglml (96.3 per cent).
3) streptomycin 50 Fclml + B polymyxin 7ż llelm7
cristal violet Z v"glml (92.6 per cent). The usefulness
of wrzosek-Tarozzi's medium with the tested inhibi-
tors is slight. The inhibitors stopping the aerobic
bacteria stopped in an evident degree also anaerobic
bacteria. The methocl of primary crrlture in 46-470 C
may be successfully used in search of Clostridium
perfringens. The methods of thermic selection and
prolonged incubation give positive results in easily
germinating Clostridia. The scheme was worked
out of Clostridium isolation from heavily contami-
nated material.

Wstępne badania rozpoczęte w 1istopadzie
1966 r. wykazały wysoką ekstensywność i in-
tensywność zaT ażenia gęsi Amźdo ston,Lum anse -
rżs. Met,odą koproskopii st;wierdzono eksten-
sywnoŚć inwazji sięgającą 45010 stanu stada
gęsi, natorniast sekcyinie 1007o, przy nienoto-
]ń/anej dotychczas,vz literaturze intens5rvrrrości
inwazji sięgającej 3000 nicieni w zołądku.

W 1967 r. ekstensywn,ość inwazji badana me-
todą ko,proskopii jev,cze wzlosła i w;znosiła
68-1000/o w zależności od terenu, z które,go

O polrzebie leczenia am idostomatozy u 9ęsi rzeźnychx)
zakład Parażytologii Polskiej Akademii Nauk

Klerownik: prof. dr w. MIcI{AJŁow

Kier,ownik Wojewódzkiej Inspekcji Sanitar-
nej w Zakładach Jajczarsko-Drobiarskich \^7

Kutnie dr Z. Mąkowśki zauważyŁ, że od kilku
lat, główrrą F,rzyczyn4 upadkórw gęsi w okresie
tuczu są prasożyty. \M wlmiku tei obserw,acji
Dyrekcja Zakładów Jaiczarsko-Drobiarskich
zwróciła się do ZakŁadu Parazytologii PAN c
pełne Iozpoznanie przyczyny i znalezienie
środków zaradczyc|t.

_*) _Pra_cl Została lvykonana na zlecenie zakłariu Jajczar-sko-Drobiarskiego w Kutnie.
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