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Niezaleznie od wprowadzania do praktyki la-
boratoryjnej coraz to nowych metod szybkiego
diagnozowania paciorkowcow (3, 9), podstawo-
wym kryterium identyfikacji paciorkowcow he-
molizujacych pozostaje nadal klasyfikacja sero-
logiczna, oparta na obecnosci w komorkach tych
drobnoustrojow specyficznego wielocukru C.

Wiadomo, ze warunkiem uzyskania miarodaj-
nych wynikéw w tego typu analizach jest stoso-
wanie wysoko wartosciowej, specyficznej suro-
wicy precypitujacej oraz ekstraktéow bogatych
w wielocukier.

Znane sg trzy podstawowe metody uzyskiwa-
nia ekstraktow wielocukrowych (10): a) metoda
ekstrakeji kwasnej wg Lancefield, b) metoda
formamidowa Fullera, ¢) metoda enzymatyczna
Maxteda. Wszystkie te metody wymagaja duzej
wprawy od wykonujacego badanie oraz odpo-
wiedniego zaplecza laboratoryjnego. Pozostaje to
w Scistlym zwigzku ze stosunkowo wysokimi
kosztami tego rodzaju analiz. Z tych wzgledow
rozpoczeto poszukiwania innych, prostszych me-
tod ekstrakeji wielocukru (7, 12).

Niezaleznie od tych préb, zainteresowania ba-
daczy objely réwniez sama technike wykonania
odezynu precypitacji, polegajacej od wielu lat
na stosowaniu precypitacji w kapilarach. Prze-
prowadzono mianowicie préby zaadaptowanis
do omawianych badan techniki dyfuzyjnej w ze-
lu 4, 6, 7, 8).

Ze wzgledu na zachecajace wyniki tych badan
oraz fakt, ze dotyczyly one w gléwnej mierze
paciorkowecdw hemolizujacych grupy A, posta-
nowiono przebadaé¢ jakg warto$é diagnostyczing
posiadaja powyzsze metody w przypadku pa-
ciorkowcow grupy B, stanowigcych najczestsza
przyczyne wystepowania stanow zapalnych gru-
czoléw mlecznych u krow.

Material i metody

Badaniami objeto 376 szczepbw paciorkowcowych
wyizolowanych z mleka 318 kréw, u ktérych w opar-
ciu o badania kliniczne wymienia oraz komoérkowe
mleka wykazano istnienie stanu zapalnego w jednej
lub kilku ¢wiartkach wymienia. Krowy pochodzily z
16 gospodarstw wielkostadnych wojewodzitwa bydgo-
skiego.

Szczepy te zidentyfikowano jako paciorkowce w
oparciu o instrukcje diagnostyczng FAO (1). Zmie-
niono jedynie technike wykonania CAMP-testu, ktéra
wg instrukcji zalecala napelnianie wycietego w aga-
rze rowka beta-toksyne gronkowcowa, co w niniej-
szej pracy zostalo zastgpione przez liniowy wysiew
wzorcowego szczepu gronkowcowego, produkujgcego
tego rodzaju toksyne.
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Do uzyskania ekstraktéw wielocukrowyeh zastoso-
wano réwnolegle dwie metody:

a) metode kwasnej ekstrakcji przy pomocy HCI (2),

b) metode ekstrakeji termicznej w autoklawie w
modyfikacji Kiintera (5). Modyfikacja ta polegala na
przedluzonym, w stosunku do metody oryginalnej
(12), czasie ckstrakeji w 121°C z 15 na 60 minut.

Ekstrakty przygotowywano z 20-godzinnych ho-
dowli paciorkocwcowych w bulionie zawierajgcym 1%
glukozy (10 ml). Po odwirowaniu hodowli 3000
obr./min., (10 min.) zlewano bardzo ostroznie super-
natant, a nastepnie do osadu dodawano 1 ml plynu
fizjologicznego (ekstrakeja w autoklawie) Iub 1 ml
N/20 HCl (ekstrakcja kwafna). W tym drugim przy-
padku préby umieszczano w lazni wodnej (100°C) na
15 min., nastepnie chlodzono i neutralizowano 1 N
NaOH w obecnosci czerwieni fenolowej. Wszystkie
ekstrakty przed uzyciem wirowano.

Surowice diagnosliyczne dla paciorkowcoéw z gru-
py B otrzymano z Pulawskich Zakladéw Przemyslu
Bioweterynaryjnego *) oraz cze$ciowo wyprodukowa-
no we wlasnym zakresie stosujgc schemat szczepien
i kontroli przyjety przez Pracownie Ziarenkowcow
PZH w Warszawie. Surowice diagnostyczne dla grup
A, C, G pochodzily z Wytwérni Surowic i Szeczepio-
nek w Krakowie.

Kontrolne szczepy paciorkowcowe reprezentujace
grupy: A, B, C, D, E, G, H i N oraz szczep gron-
kowca produkujgcego toksyne beta pochodzity z Pra-
cowni Ziarenkowcoéw PZH.

Precypitacje probéwkowg w kapilarach wykony-
wano technikg ogoélnie przyjetq w pracowniach bak-
teriologicznych (10). Precypitacje w Zzelu agarowym
(Special-Agar-Noble) przeprowadzono na szkielkach
podstawowych.

Przed przystapieniem do badan wtasciwych prze-
prowadzono badania wstepne. Miaty one na celu usta-
lenie optymalnych warunkéw wykonywania precypi-
tacji w zelu agarowym.

a) Stezenie agaru. Przygotowano nastepujace roz-
twory agaru w 0,9% NaCl: 1%, 1,5%, 2% oraz 2,5%.
Badania przeprowadzono stosujac wyciggi wielocu-
krowe z 20 znanych szczepow Streptococcus aga-
lactiae. Najbardziej odpowiedni okazal sie roztwor
1,5% i byl on =zastosowany w pracy. Roztwory o
mniejszej lub wiekszej koncentracji agaru byly trud-
ne do obrobki (uszkadzanie brzegdw baseniké6w przy
wycinaniu, deformacja linii precypitacyjnych).

b) Uklad basenikdéw. Zastosowano trzy réine wa-
rianty ukladu basenikéw zmieniajge ich $rednice, jak
rowniez odleglo$ci miedzy basenikiem centralnym
craz utozonymi peryferyjnie:

— uktad 5 basenikéow () 2 mm) odleglych od base-
nika centralnego (¢ 2 mm) o 5 mm, (7),

— uktad 5 basenikéw () 5 mm) odlegtych od base-
nika centralnego (¢ 5 mm) o 5 mm,

— ukiad 4 basenikéw (¢ 3 mm) odlegtych od base-

nika centralnego (¢ 3 mm) o 2 mm, (8).

W omawianych warunkach do$wiadczalnych naj-

odpowiedniejszy okazal sie uktad ostatni i ten =za-
stosowano w pracy.

*) W tym miejscu autorka wyraza podziekowanie za dwu-
krotng przesylke surowicy precypitacyjnej.
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Surowice diagnostyczna umieszezano w basenikach
centralnych, wyciagi wielocukrowe w basenikach uio-
zonych peryferyjnie.

¢) Warunki inkubacji (temperatura). Trzy réwno-
legle uklady obejmujgce 16 wyciggdbw wielocukrowych
oraz surowice diagnostyczng umieszezono w tempera-
turze -+ 4°C, + 18—20°C oraz + 37°C. Najszybsze
pojawianie sie precypitatu notowano przy stosowa-
niu temperatury pokojowej, nastepnie temperatury
37°C. W badaniach witaéciwych inkubacje prob prze-
prowadzano w temperaturze pokojowej. Wyniki od-
czytywano po 1, 6, 24 i 48 godzinach.

Wyniki

Zastosowanie w pracy dwoch metod uzyski-
wania wyciggu wielocukrowego oraz dwéch
technik precypitacyjnych pozwolilo na zidenty-
fikowanie 217 szczepéw paciorkowcowych jako
nalezacych do grupy B. Wyniki te uzyskano
przy pomocy precypitacji dyfuzyjnej w zelu,
podczas gdy precypitacja w kapilarach pozwoli-
la na wykrycie tylko 198 takich szczepdéw. Szyb-
kos¢ pojawiania sie precypitatu w zelu agaro-
wym byta bardzo zréznicowana. Po 1 godzinie
zaobserwowano obecno$¢ precypitatu w przy-
padku 27 préb, po 6 godzinach w nastepnych
103 prébach, po 24 godzinach z kolejnymi 76
wyciggami oraz po 48 godzinach z 11 wyciaga-
mi wielocukrowymi. W wielu przypadkach ob-
serwowano pojawienie sie dwodch, a nawet
trzech linii precypitacyjnych miedzy basenika-
mi.

Wyniki uzyskane w pracy w oparciu o stoso-
wane metody przedstawiono w tab. 1. Wskazu-

Tab. 1. Wyniki badan serologicznych (ustalenie grupy)

oraz CAMP-testu w diagnozowaniu Streptococcus
] agalactiae
Badanie serologiczne dodatnie
(grupa B) * CAMP-test4-
Technika badania ‘ Liczba g liczba ‘ i
serologicznego iszczep()w szczepéwl o

I (antygen ,,K”, ka- |

pilary) | 191 100%* 180 | 94,2

II (antygen ,,A”, ka- | [
pilary) | 198 | 103,7 187 94,5
III (antygen ,,K”, zel) 202 105,8 191 | 946
IV (antygen ,,A”, zel) 217 113,6 i 206 | 94,9
Legenda: antygen ,,K' — wielocukier uzyskany metoda eks-
trakeji kwasnej; antygen ,,A"” — wielocukier uzyskany meto-

dg ekstrakceji termicznej (autoklaw).

* Badanie kontrolne wyciggéw wielocukrowych z surowicg
diagnostyczna dla grup A, C, G daty wynik ujemny.

** Wyniki badania serologicznego przeprowadzonego meto-
da klasyczng (kwa$na ekstrakcja wielocukru, precypitacja w
kapilarach) przyjeto za podstawe, do ktérej odnoszono wyniki
uzyskane przy pomocy techniki zmodyfikowanej.
ja one, ze czulo$¢ poréwnywanych technik ba-
dania serologicznego nie jest identyczna. Celem
okreslenia, ktora ze stosowanych metod jest naj-
lepsza zastosowano dla oceny istotnosci réznic
miedzy liczbami wyrazajagcymi wyniki dodatnie
(tab. 1 — liczba szczepéw) test chi? dla jednej
cechy. Na podstawie wyliczen mozna uznaé, ze
najlepsza jest metoda wykorzystujaca ekstrakt
uzyskany w autoklawie oraz precypitacje w zelu
(chi? = 8,94 przy chi?y s = 3,84).

Analiza serologiczna badanego materialu oraz
wyniki uzyskane w CAMP-tescie wykazaly

zgodno$é dodatnig siegajgcg 95% prob (szczepdw)
co przedstawiono w tab. 1. Szczepy, ktére w
oparciu o test precypitacyjny z surowicg grupo-
woswoista uznano za nalezace do grupy B, a
jednoczesnie uzyskano z nimi ujemny wynik w
CAMP-tedcie, pochodzily z dwdch obor naleza-
cych do jednego zespolu PGR. Wszystkie te
szczepy nie rozkladaly eskuliny oraz wykazywa-
1y hemolize typu beta. Ponowne pobranie mleka
i badanie szczepow paciorkowcowych z tych
obor przeprowadzone po uplywie miesigca
potwierdzilo wyniki uzyskane pierwotnie.
Omoéwienie

Zastosowanie w pracy dwoéch metod otrzy-
mywania wyciggow wielocukrowych pozwolilo
na uzyskanie wyzszej liczby dodatnich wynikéw
badania serologicznego (niezaleznie od stosowa-
nej techniki precypitacyjnej) w przypadku wy-
ciggu otrzymywanego droga ekstrakcji w auto-
klawie. Ponadto na uwage zasluguje brak reak-
cji krzyzowych oraz uzyskiwanie bardziej wy-
raznych, latwiejszych do odeczytania wynikéw
przy stosowaniu wyciagéw otrzymanych metoda
ekstrakeji w autoklawie, jak tez prostota wy-
konania samej ekstrakcji. Uzyskano wiec po-
twierdzenie obserwacji dokonanych przez Ran-
tza i Randall (12), ktérzy przeprowadzali bada-
nia poréwnawcze trzech wyciaggow wielocukro-
wych (grup A, C, G): uzyskanego po ekstrakeiji
w autoklawie, ekstrakcji kwasnej oraz ekstrakeji
enzymatycznej. Najwiekszg czulo$é wyciagu
uzyskanego po ekstrakcji w autoklawie tluma-
czyli oni 2—4 krotnie wyzszg koncentracja
wielocukru w tym preparacie w stosunku do
wyelaggéw uzyskanych innymi metodami. Ilosé
wielocukru autorzy ci szacowali przy pomocy
techniki rozcieficzenn antygenu i precypitacji
z surowicg odpornosciowa. Do odmiennego
wniosku doszli Lancaster i Sherris stosuigc w
swych badaniach wyciag wielocukrowy (gléwnie
grupy A) uzyskany w autoklawie Rantza i Ran-
dall, wyciag po ekstrakeji kwadnej oraz wyciag
Fullera. Wedlug tych autoréw wyciag uzyskany
w autoklawie byl mniej aktywny niz pozostate
dwa wyciggi wielocukrowe, natomiast zastoso-
wana precypitacja dyfuzyjna pozwolila z kolei
na wykrywanie nizszych koncentracji antygenu
niz precypitacia w kapilarach. Wyniki uzyska-
ne w pracy przy poréwnywaniu obu wymienio-
nych technik precypitacyjnych w odniesieniu do
wyciagéw wielocukrowych specyficznych dla
grupy B potwierdzajg wiec obserwacje innych
autoréw (4, 7), preferujgce technike precypita-
cyjng w zelu.

Technika ta posiada rowniez inne zalety.
Prawidlowe wykonanie odezynu precypitacji
w kapilarach wymaga duzej wprawy oraz okolo
5-krotnie wiekszej ilosci surowicy diagnostycz-
nej niz przy stosowaniu precypitacji w zelu,
gdzie na wykonanie czterech oznaczen zuzywa
sie okolo 10 ul surowicy. RownieZ odeczyty reak-
cji precypitacyjnych w Zzelu agarowym sg lat-
wiejsze 1 nastreczaja mniej watpliwosci niz w
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przypadku stosowania precypitacji w kapila-
rach. Pewnym mankamentem techniki dyfuzyi-
nej w zelu w poréwnaniu z precypitacja w kapi-
larach jest dluzsze oczekiwanie na wynik, ktory
mozna odczyta¢ dopiero po kilku lub kilkunastu
godzinach. Pojawienie sie w przypadku niekté-
rych prob kilku linii precypitacyjnych miedzy
basenikami, obserwowane réwniez przez innych
autoréw (12), sugerowaloby mozliwosé uzycia
wyciggow wielocukrowych uzyskiwanych droga
ekstrakcji w autoklawie réwniez do typowania
szezepow  paciorkowcowych w obrebie grup.
Badania Payne’a i Armstronga majace na celu
ustalenie najlepszej metody pozwalajacej na
wykrycie maksymalnej ilodci antygendéw grupo-
wo- 1 typowo-swoistych (dla grupy E) wykazaly
jednak, ze antygeny typowo-swoiste sg bardziej
labilne od grupowo-swoistych. Autorzy sadza, ze
antygen typowo-swoisty usytuowany jest bar-
dziej peryferyinie, podczas gdy antygen grupc-
wy znajduje sie glebiej. )

Odrebnym zagadnieniem jest stosunkowo ma-
la zgodno$¢ wynikéow badania serologicznego
oraz CAMP-testu. Wiadomo, ze CAMP-test mo-
ze byé zawodny w przypadku paciorkowcowych
szczepdw laboratoryjnych badz tez w sytuacii,
gdy analizowane szczepy pochodza z oboér, w
ktérych stosowano terapie antybiotykami (13).
Badane szezepy byly jednak $wiezo wyizolowa-
ne z mleka, a przeprowadzony wywiad wskazy-
wal, Ze w okresie ostatnich kilku lat dowymie-
niowe wprowadzanie antybiotykéw stosowano
sporadveznie, jedynie w przypadku wystapienia
ostrych form mastitis.

Wnioski

1. Oceniajgc czulos¢ zastosowanych metod
mierzong liczba uzyskanych wynikéw dedatnich
(grupa B) mozna przyjaé nastepujaca kclejnosdc:

a) precypitacia w zelu z wyciggiem uzyska-
nym w autoklawie,

b) z wyciagiem kwasnym,

¢) precypitacja w kapilarach z wyciaggiem uzy-
skanym w autoklawie,

d) z wyciagiem kwa$nym.

2. Wszystkie szczepv zidentyfikowane jako
Str. agalactiae w wyniku badan techniks kla-
syczng (wyciag kwasny, precypitacja w kapila-
rach) uzyskaly analogiczna ocene rowniez w ba-
daniach technika zmodyfikowans.

3. Wzgledy ekonomiczne (mniejsze zuzycie su-
rowicy diagnostycznej) oraz praktyczne (latwieij-
sza, mniej pracochlonna technika wykonania
badan, bardziej wyrazne reakcje ulatwiajace in-
terpretacje) przemawiajg na korzysé stosowania
wyciggu uzyskanego metoda termiczna (auto-
klaw) oraz techniki dyfuzyjnej w zelu.

4. Poréwnanie analizy serologicznej i CAMP-
testu w diagnozowaniu Str. agalactiae wykazalo
zawodno§¢ CAMP-testu w okolo 3% badanych
praéb.
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I'paeBcka II. — JInarHocTiUCCKad HEHHOCTh PEARIAN
KeIbIPeINMNNUTAnuK B Iuardoctnke Streptococcus aga-
lactiae.

Uccnegosany 376 iI1TaMMOB CTPENTOKOKKOB BhIZleJIeH-
HBIX M3 MOJOKa Kopop. IIpnMeHNMIN 2 METOJa IKCTPaK-
UM IONMCAXapnaa (KMUCAOTHYIO M TEDMMUECKY¥» B AB-
TogRJage e Kunter) m 2 MeToza IpelUIIMTanny (B Ka-
TIAAAPax UM B oKeJge u3 arapa). OnTuMalbHbIe YCIOBI
I XKeJIbIDEIUIMTAIINY YCTAHOBUAM B NPeLBAPUTEIbL-
HBIX MCIBITAHUIX.

Ha o©CHOBAaHMM KOJUYECTEA MWAeHTUMPUUMPOBAHHBIX
mraMMoB Str. agalactiae (rp. B) cavbiM 2h@eKTHBHBIM
0Ka3ajJCsad MeToI YHOTPeOAAIoUIUIA TepMMUecKNil 9Ko-
TPAKT M JKEeJIbLIPEIUMIIATAIIMIO. BTOM MeTOon ORI TaKxXKe
OpOoLIe M AELIeBJe APYyT¥X. 1Ipy cpaBHEHNM De3yabTa-
TOBR ceposormdeckoro amanm3a u tecra CAMP B jnuar-
Hoctuke wuHGperuum Str. agalactiae ) craHOBMAM HTO
tect CAMP maeT mozidble pe3yabTartol L ok. 5% uccae-
NOBAHHBIX CIyHaes.

Grajewska P. — The diagnosiic value of precipita-
tion in gel in determination of Streptococeus aga-
lactiae.

The investigalions has been carried out with 376
strains of strepteococci isolated from milk of cows
for serclogical identification. There were used si-
multaneously two methods of polysaccharide extra-
ction (acid extraction and thermal extraction in auto-
clave acc. to Kunter), and two precipitation tech-
piaues (gel precipitation and precipitation in capilla-
ries). Tn preliminary investigations there were esta-
blished the optimal parameters for precipitation in
gel. Taking into consideration the number of identi-
fied strains of Str. agalactiae (group B-+). the most
sensitive methed proved to be precipitation in gel
with the use of polysaccharides extiracted in an
autoclave. The working conditions were easier and
less expensive compared with the classical method
(acid extraction and capillary testing). The compara-
tive serological analysis and the results of CAMP-
~test in typing of Str. agalactiae showed the decepti-
veness of CAMP-{est in about 5.0% of trials (strains).

KOWALCZYK D, F., MAYER G. P.: Stezenie katio-
néw w miesniach szkieletowych kréw zdrowych
i kréw z porazeniem. (Cation concentration in skele-
tal muscle of paretic and nonparetic cows). Am. J
vet. Res., 33, 761—157, 1872 (4).

W celu okre$lenia steZenia wapnia, magnezu, pota-
su 1 sodu w mieéniach wykonano biopsje mieénia
éciegnistego u 12 niecielonych krow, 8 kréw u kto6-
rych wystapito porazenie w czasie porodu i 8 krow
u ktorych w czasie porodu nie wystepowaly objawy
porazenia. Badania wykazaly spadek poziomu wap-
nia w plazZmie krow rodzacych. Spadek ten byl za-
znaczony najsilniej u krow u ktérych wystepowato
porazenie. Nie stwierdzono natomiast statystycznie
istotnych réinic w poziomie magnezu i zawartosci
suchej masy w mie$niach wszystkich badanych sztuk.
W czasie porodu dochodzilo réwniez do obnizenia
poziomu potasu w badanych probkach mieéni oraz
do statystycznie znamiennego wzrostu poziomu sodu
jedynie w miesniach kréw rodzgcych u ktérych wy-
stepowato porazenie. Z.



