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Niezależnie od wprowadzania do praktvki la-
boratoryjnej coraz to nowych metod szybkiego
diagnozowania paciorkowców (3, 9), podstawo-
wym kryterium id,entyfikacji paciorkowców he-
molizujących pozostaje nadal klasvfikacia sero-
logiczna. oparta na obecności w komórkach tyclr
drobnoustrojów specyficznego wielocukru. C.

Wiadomo, ze warunkiem u.zyskania miarodaj-
nych wyników w tego typu analizach jest stclso-
wanie wyso,ko wartościowej, specyficznei suro-
wicy precypitującei oraz ekstraktów bogatvch
w wielocukier.

Znane są trzy podstawowe metody uzyskirva-
nia ekstraktów wielocukrolvych (10): a) metoda
ekstrakcji kwaśnei wg Lancefield, b) metoda
formanridowa Fullera, c) metod.a enzynratyczna
Maxteda. Wszystkie te metody wy:rragaią duzej
wprawy od wykonująceg,o badanie oraz odpo-
wiedniego zaplecza laboratoryinego. Pozostaie to
w ścisłym związku ze stosurrkowo wysokimi
kosztami tego rodzaiu analiz. Z tych wzglęclór,r,
rozpoczęto poszukiwania innvch. prostszych me-
tod ekstrakcji wielocukru (7, 12).

Niezależnie od tych prób, zainteresowania ba-
daczy objęły róv,nież samą technikę wykonania
odczynu precypitacii. polegającej od wielu 1at
na stosowaniu precvpitac,ii w kapilarach. Pl,ze-
prowadzono mianowicie próby zaadaptov,rania,
do omawianych badań techniki dyfuzyinej w- że-
lu (4, 6, 7, B).

Ze względu na zachęcaiące wyniki tych badań
oraz fakt, że dotyczyły one w głór,l,nej mi,erze
paciorkowców hemolizuiących grupy A. posta-
nowiono przebadać iaką waltość diagnostyczną
posiadają powyższe metody w przypadku pa-
ciorkowców grupy B, stanowiących naiczęstszą
przyczynę występowania stanów zapalnvch gru-
czolów mlecznych u krów.

Materiał i metody
Badaniami objęto 376 szczepów paciorkowcowycl-r

wyizolowanych z mleka 318 króu,, u których w opar-
ciu o badania kliniczne wymienia oraz komórkowe
mleka wykazano istnienie stanu zapalnego w j-ednej
lub kilku ćrviartkach wymienia. Krowy pochodziły z
16 gospodarstw wie]kostadnych województwa ł-.ydgo-
skiego,

Szczepy te zidentyfikowano jako paciorkowce \\,
oparciu o instrukcję diagnostyczną FAO (1). Zmie-
niono jedynie technikę wykonania CAMP-testu, która
wg instrukcji zalecala napełnianie wyciętego w aga-
rze rowka beta-toksynę gronkowcorł,4, co lł, niniej-
szej pracy zostało zastąpione przez liniowy wysiew
wzorcowego szczepu gronkowcowego, produkującego
tego rodzaju toksynę.

24

Do uzyskania ekstra]<tórv wielocukrowych zastoso-
lvano równolegIe drvie metody:

a) metodę krvaśnej ekstrakcji przy pomocy HCl (2),

b) metodę ekstrakcji termicznej w autoklawie w
modyIikacji Kiintera (5). L'Iodyfikacja ta polegała na
przedluzonym, rv stosunku do metody oryginaInej
(12), czasie ckstrakcji w- 121oC z 15 na 60 minut.

Ekstrakty przygotowywano z 20-godzinnych ho-
dowli paciorkowcowych w bulionie zawierającym 1lżil
glukozy (10 m1). Po odu,irowaniu hodowli 3 000
obr.imin., (10 min.) zlewano bardzo ostrożnie super-
natant, a następnie do osadu doda,ł-ano 1 mI płynu
f izjologicznego (ekstrakc ja w autoklawie) lub 1 ml
N/20 HCl (ekstrakcja kwaśna). W tym dlugim przy-
padku próby umieszczano w łaźni wodnej (100oC) na
15 min., następnie chłodzono i neutralizouzano 1N
NaOH w obecności czerrvieni fenolowej. Wszystkie
ekstrakty przed użyciem lvirov,,ano.

surowice diagnost:lczne cla paciorkowców z gt!-
py B otrzymano z Puławskich Zakładów Przemysłu
Bioweterynaryjncgo*) oraz częściowo wyprodukowa-
no we własn;,m zakiesie stosując schemat szczepień
i kontroli przyjęty przez Pracorvnię Ziarenkowcóu,
PZH w Warszau,ie. Stlrorvice diagnostyczne dla grup
A, C, G pochodzi}y- z Wytwórni Surowic i Szczepio-
nek r,v Krakowie.

Kontrolne s,zczepy paciorkowcowe reprezentujące
grupy: A, B, C, D, E, G, H i N oraz szczep Eton-
kowca produkującego toksynę beta pochodziŁy z Pra-
cowni ziarenkolvców pzH.

Precypitację probówkową w kapilarach wykony-
rvano techniką ogóinie przyjętą w pracowniach bak-
teriologicznych (10). Precypitację w żelu agarowym
(Special-Agar-NobIe) przeprowadzono na szkiełkach
podsta,,vowych.

Przed przystąpieniem do badań właściwych prze-
prorł,adzono badania wstępne. Miały one na celu usta-
lenie optymalnych warunków wykonywania precypi-
tucji w żelu agarowym.

a) Stężenie a1aru, Przygotowano następujące roz-
twory agaru ,".z 0,99o NaCl: 17o, I,5||/o, 2% oraz 2,50k.
Badania przeprow,adzono stosując wyciągi wielocu-
krowe z 20 znanych szczepów Streptococcus aga-
lactlae, Najbardziej odpowiedni okazał się roztwór
1,50io i był on zastosowany w pracy. Roztwory o
mniejszej lub większej koncentracji agaru były tlud-
ne do obróbki (uszkadzanie brzegów baseników plzy
vvycinaniu, deformacja Iinii precypitacyjnych).

b) Układ baseników. Zastosowano trzy różne wa-
rianty układu basenikóv", zmieniając ich średnice, jak
rólł,nież odległości między basenikiem centralnym
craz utożonymi peryl'eryjnie:

- ukłaci 5 baseników (Ó 2 mm) odległych od base-
nika centralnego (@ 2 mm) o 5 mm, (7),

- u]<ład 5 baseników (Ó 5 mm) odtegłych od base-
nika centra]nego (Ó 5 mm) o 5 mm,

- układ 4 basenikóu, (@ 3 mm) odległych od base-
nika centralneco (0 3 mm) o 2 mm, (B).

W omawianych warunkach doświadczalnych naj-
odpowiedniejszy okazał się układ ostatni i ten za-
stosowano lv pracy.

*) W tym miejscu autorka wyraża podziękowanie za clwu-
krotną przesyłkę surowicy precypitacyjnej.
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Surowicę diagnostyczną umieszczano w basenikach
centralnych, wyciągi wielocukrowe w basenikach uło-
żonych peryferyjnie.

c) Warunki inkubacji (temperatura). Trzy równo-
]egłe układy obejmujące 16 wyciągów wielocukrowych
oraz surowicę diagnostyczną umieszczono w tempera-
turze * 4oC, + 18-20cC oraz ł 37oC. Najszybsze
pojawianie się precypitatu notowano przy stosowa-
niu temperatury pokojolvej, następnie temperatury
37oC. W badaniach właściwych inkubację prób prze-
prowadzano rv temperaturze pokojowej. Wyniki od-
r:zytywano po 1, 6, 24 i 48 godzinach.

Wyniki
Zastosowanie w pracy dwóch metod uzyski-

wani,a wyciągu wielocukrowego oTaz dwóch
technik precypitacyjnvch pozwołiło na zidenty-
fikowanie 2l7 szczepów paciorkowcowych iakc
należących do grupy B. Wyniki te uzyskano
przy pomocy precypitacii dyfuzyjnei w żelu,
podczas gdy precypitac,ia w kapilarach pozwoli-
ła na wykrvcie tylko 198 takich szczepów, Szyb-
kość pojawiania się precypitatu w zelu_ aga]]o-
wvm była bardzo zróżntcowana. Po 1 godzinie
zaobselwowano obecność precvpitatu w przy-
padku 27 prób, po 6 godzinach w następnych
103 próbach, po 24 godzinach z kołejnymi 76
wyciągami oraz po 48 godzinach z ll wyciąga-
mi rvielocukrowymi. W wielu przypadkach ob-
serwowano poiawienie się dwóch, a narvet
trzech Iinii precypitacyinych międzv basenika-
mi.

Wyniki uzyskane w pracy w oparciu o stoso-
wane metody przedstawiono w tab. 1. Wskazu-
Tab. 1. Wyniki badań serologicznych (ustalenie grupy)
oraz CAMP-testu §, diagnozowaniu Streptococcus

agalactżae

Badanie serologiczne dodatnie
(grupa B) *

zgodność dodatnią sięgaiącą 95oio prób (szczepów)
co przedstawiono w tab. 7. Szczepy, które w
oparciu o test precypitacyjny z surowicą grupo-
Woswoistą uznano za naleŻące do grupy B, a
,iednocześnie uzyskano z nimi ujemny qrynik w
CAMP-teście, pochodziły z dwóch obór należą-
cych do iednego zespołu PGR. Wszystkie te
szczepy nie rozkładały eskuliny oraz wykazywa-
ły hemolizę typu beta. Ponowne poblarrie mleka
i badanie szczepów pacio,rkowoowych z tych
obór przeprowadzone po upływie miesiąca
potwierdziło wyniki uzyskane pierwotnie.

omówienie
Zastosowanie w pracv dwóch metod ,otrzy-

mywania wyciągów wielocukrowych pozwoliło
na uzyskanie wyzszej Iiczby dodatnich wyników
badania serołogicznego (niezależnie od stosowa-
nei techniki precypitacyjnej) w przypadku wy-
ciągu otrzymywanego drogą ekstrakcji w auto-
klawie, Ponadto na uwagę zasługuje brak reak-
cji krzyżowyclt oraz uzyskiwanie bardziej wy-
raźnych, łatwiejszych do odczytania wyników
przy stosowaniu wyciągów otrzymanych metodą
ekstrakcji w autoklawie, jak tez prostota wy-
konania samei ekstrakcji. Uzyskano więc po-
twierdzenie obserwacji dokonanych przez Ran-
tza i Randal] (12), ktorzy przeprowadzali bada-
nia porównawcze trzech wyciągów wielocukro-
wych r(grup A, C, G): uzvskanego po ekstrakcii
w autoklawie, ekstrakcii kwaśnej oraz ekstrakc-ii
enzymatycznej. Największą czułość wyciągu
uzyskanego po ekstrakcii w autoklawie tłuma-
czyli oni 2-4 krotnie wyższą ko,ncentracią
wielocukru w tym preparacie w stosunku do
wyciągów uzyskanych innymi metodami. I1ość
wielocukru autorzy ci szacowali przy pomocy
techniki rozcteńczeń antygenu i precypitacji
z surowicą odpornościową. Do odmiennego
wniosku doszli Lancaster i Sherris stosując w
swych badaniach wvciąg wielocukrowy (głównie
grupy A) uzyskany w autoklawie Rantza i Ran-
dall, wyciąg po ekstrakc,ii kwaśnej oraz wyciąg
Fullera. Według tych autorów wyciąg uzyskany
w autoklawie był mniej aktywny niż pozostałe
dwa wyciągi wielocuktowe, natomiast zastoso-
wana precypitacia dvfuzyjna pozwoliła z kolei
na wykryw,anie nizszych koncentracii antygenu
niz precypitacia w kapilarach. Wyniki uzyska-
ne w pracy przy porównywaniu obu wymienio-
nych technik precypitacyinvch w odniesieniu do
wyciągów wielocukrowych specyficznvch dla
grupy B potwierdzaią więc obserwacje innych
autorów (4, 7), preferujące technikę precypita-
cyiną w żelu.

Technika ta posiada również inne zalety.
Prawidłowe wykonanie odczynu precvpitacii
w kapiJarach wymaga dużej wprawy oraz około
5-krotnie większej ilości sur,owicy diagnostvcz-
nej niż przy stosowaniu precypitacji w żelu,
gdzie na wykonanie czterech oznaczeń zużywa
się około 10 pl surowicy. Równiez odczyty reak-
cji precypitacyjnych w zelu agarowym są łat-
wiejsze i nastręczają mniei wątpliwości niż w

Technika badania l li.rt" | ,
serologicznego ,szczepówl k

I (anńygen ,,K", ka-
pilary)

II (antygen ,,A", ka-
pilary)
(antygelr ,,K", żel)
(antygen ,,L", żel)

III
Iv

191

198
20ż
2|7

100**

l03,7
105,B
113.6

94,2

94,5
94.6
94,9

180

187
191
206

Legenda: anty8en ,,K" _ wielocukier uzyskany metodą eks-
trakcji kwaśnej; antygen ,,A'' - wielocukier uzyskany meto-
dą ekstrakcjl telmicznej (autoklaw).* Badanie kontrolne wyciągóW wielocukro$/ych z surowicą
dia8nostyczną dla grup A, c, G dały wynik ujemny.*+ Wyniki badania serologicznego przeprowadzonego meto-
dą klasyczną (kwaśna ekstrakcja wielocukru, precypitacja W
kapilaraclr) przyjęto Za podstawę, do której odnoszono wyntki
uzyskane przy polnocy techniki zmodyfikowanej.

ią o,ne, że czułość porównywanych technik ba-
dania serologicznego nie jest identyczna. Celenr
określenia, która ze stosowanych metod jest nai-
Iepsza zastosowano dla oceny istotności różnic
międzv liczbami wyrażającymi wyniki dodatnie
(tab. 1 - liczba szczepów) test chiz dla iednej
cechy. Na podstawie wyliczeń rr'ożna uznać, że
najlepszą jest metoda wvkorzystująca ekstrakt
uzyskany w ttutoklarvie oraz precypitacię w żelu
(chiz : B,94 przy chi2n,nu : 3,B4).

Analiza serologiczna bad,anego materiału oraz
wyniki uzyskane w CAMP-teście wykazały

CAMP-testf

Iiczba

25
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przypadku stosowania precypitacji w kapila-
rach. Pewnym mankament,em techniki dyfuzvi-
nej w żelu w porównaniu z precypitacją w kapi-
larach iest dłuzsze oczekiwanie na wynik, który
można odczytać dopiero po kilku 1ub kilkunastu
godzinach. Pojawienie się w przypadku niektó-
rych prób kilku 1inii precypitacyinych międzv
basenikami, obserwowane również przez innych
autorów (12), sugerowałoby mozliwość użycia
wyciągów wielocukrowych uzyskiv,zanych drogą
ekstrakcii w autoklawie równiez do typowania
szczepów paciorkowcowych w obrębie grup.
Badania Payne'a i Armstronga maiące na celu
ustalenie na,|Iepszei metody pozwalaiącei na
wykrycie maksymalnej ilości antvgenów grupo-
wo- i typowo-swoistych (dla grupy E) wykazały
iednak, ze antygeny tvpowo-swoiste są bardzie.j
labilne od grupowo-swoistych. Autorzy sądzą, że
antygen typowo-swoisty usytuowany jest bar-
dziei pervferyinie, podczas gdy antygen grupo-
wy znajduje się głębiei.

Odrębnym zagadnieniem jest stosunkolvo ma-
ła zgodność wyników badania serologicznego
oraz CAMP-testu. Wiadomo, że CAMP-test mo-
że byc zawodny w przypadku paciorkowcowych
szczepow laboratoryinych bądź też w sytuacii,
gdv analizowane szczepy pochodzą z obór, w
których stosowano terapię antvbiotvkami (13).
Badane szczepy byłv jednak świezo wyizolowa-
ne z mleka, a- p]]zeprołvadzony wywiad wskazy-
wał, że w okresie o,statnich kilku 1at dowymie-
niowe rnpr,owadzanie antybiotyków stosorł,anc-l
sporadycznie. iedyi-rie rv przvpadku w-vstąpierria
ostrych form mostifżs.

Wnioski
1. Oceniaiąc czułość zastosowanych metod

mierzoną liczbą uzyskanych wyni[<ów dcdatnich
(grupa B) mozna przvi1ć następującą kclejność:

a) precypitacla ."v żelu z w;rciągiem uzyska-
nym w autoklawie,

b) z wvciągiem kwaśnym,
c) precypitacia w kapilarach z wyciągiem uzv-

skanym w autoklawie,
d) z wyciągiem kwaśnym.
2. Wszystkie szczepu zidentyfikowane jako

Str. agalactżae w wvniku badań techniką kla-
syczną (wvciąg kwaśny, precvpitacia w kapila-
rach) uzyskały analogiczną ocenę również w ba-
daniach techniką zmodyfikowaną.

3. WzgIędy ekonomiczne,(mnieisze zużycie su-
rowicy diagnostycznei) or,a,z praktvczne (łatwiei-
sza, mniej pracochłonna technika wykonania
badań, bardziei wyraźne reakc,ie ułatwiaiące in-
terpretacig) przemawiają na korzyść stosowania
wyciągu uzyskanego metodą termiczną (auto-
klaw) oraz techniki dyfuzyjnej w zelu.

4. Porównanie analizy serologicznej i CAMP-
testu w diagnozorł,aniu Sźr. agalactżae 1arykazało
zawodność CAMP-testu w około 50/o badanvch
prób.
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Ipaercxa fI. 
- ĄraaruocTfiqecKaff IIeEHocTb pealiqllłl

}KeJIEIIpeq!{ErlrTa\ww B AllarHocTrrxe §treptococcus aga-
|actiae.

Wccnegona.nvl 376 rlrrartłłoe cTpeEToKoKKoB BL,IAeJIeH-
HbIx T43 MoJlc)ita KopoB. flplrMotł,znrł 2 nrero,qa §I<cTpaK-
q]4I4 [oJTj4caxaplłIa (xzcnoTnyIo ,{ TepM]4qecKy}o ]] aE_
ToIlJIaBe no Kuntcr) r 2 llero,qa npeT{l4ET4TaT]]4n (e xa-
rti,IJIJIapax J4 D >KeJIe rs arapa). Onrrvans,Ił1,Ie ycJIorBrIrI

A JIH x<eJlbllp e\WilIĄT aI\IĄrL ycTaHoBlJi J4 E nF eAB&P J4TeJIb -
Flblx I,icnblTaH]4FIx.

Ha ocrłoBaF!ŁTł KoJII4qecTBa l,tgeulllĘullvrpoBallllr.lx
il]TaMMoB Str. agalactiae (rp. B) caMLIM s${lextiłsnr,lr,I
oKa3aJIc.fi MeTo,4 ynoTpe6n;rlou1ltń replłrłuecrrtlż sr<:-
TpaKT ]4 >KeJltnpeqrrfl:r.,Ia;.ilJo 3rolł uero,,4 5r.lł rar>Ne
npou]e ]4 Aeil]eBJIe Apyr]4x. IIprł cpannerrrJ]4 pe:yJlbTa-
ToB cepo.nofl4T{ecKoro a.I{aflr,I3a T4 TecTa CA},,IP E ,4rIar-
HocTI,IKe r,lHdlexqlłlr Str. agalactiAe J c]JtloBrI1.14 r{To

recr CAMP AaeT no)ł.iHBle pe3yJILTaTIrI L oI(. 50/o r,rcc"T e-
AoBaIIHEIx cJ],}rlaeB.

Grajewska P. - Thc diagnostic value of precipita-
tion in ij*l in deternrination of §treptococous aga-
Iactiac.

Thc inru estiga,lions lras been carried out with 376
strains cf streptococci 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-
nicrrtes (ga1 precipitation and precipitation in capilla-
ries). ]n nieliminary investigations there were esta-
b]ishecl tl-rc optimal palameters for precipitation in
gel. Taking into consideration the number of identi-
iied strains of Str. agalactiae (group B-1 ). the mcst
sensitive methoC proved to be pr in gel
with the use of polysaccharides in an
autoclave. The u,oiking conditions ier and
less expensive comnared with the classical method
(acid te
tive th
-test ae
\rene 5.

KOWALCZYK D. F., MAYER G. P.: Stężenie katio-
nów w mięśniach szkieletowych krów zdrowych
i krów z porażeniem. (Cation concentration in skele-
ta! muscle of paretic and nonparetic cows). Am. J
vet. Fes., 33, 751-757, 1972 G).

W celu okreśIenia stężenia wapnia, magnezu, pota-
su i sodu w mięśniach wykonano biopsję mięśnia
ścięgnilstego u 12 niecielonych krów, B krów u któ-
rych lvystąpiło porażenie $, czasie poro,du i B krów
u których ił, czasie porodu nie rvystępowały objawy
porażenia. Badania wykazały spadek poziomu wap-
nia w plaźmie krów rodzących, Spadek ten był za-
znacżony naisilniej u krów u których występowało
porażenie. Nie strłrierdzono natomiast statystycznie
istotnych różnic w poziomie magnezu i zawartości
suchej masy w mięśniach wszystkich badanych sztuk.
W czasie porodu dochodziło również do obniżenia
poz,iomtr potasu w badanych próbkach mięśni oraz
do statystycznie znamiennego rł,zrostu poziomu sodu
jedynie w mięśniach krów ro,dzących u których wy-

4.
5.
6.
7.

3.
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stępowało porażenie. ry


