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Covurenberag 1., Crinexxex E. — AKTHBHGCTH MHIH-
'ﬁMTOpOB AKPOCHHA B NJa3ME€ BO BpPpeM:A 3aMOPOXKIKBa-
HEm ceMeny CGLIKOB B KUAKOM a30Te.

Ha oTaenbHbIx STamax 3aMOPaXKMBAHUSA CEeMEHU OnI-
KOB OHNpEeAeNAaJyu aKTHUBEOCTb MHTUOMTODOB aKpPOCHMHA B
nnasMe MAIM B HAACCANOTHON IXMAKOCTU NTONbL3YACH
CIIEKTPOOOTOMETPUUECKUM METOIOM.

OOHAPYRKMIM 3HAYMTEIHHO HUBIIYID MCXOIHYIO aK-
TUBHOCTh MHTMOUTOPOBE aKPOCUHA B IIJIa3ME CEMEHM MO-
JOObIX ObLIKOB TI0 CPaBHEHUIO C OLIKaMM-IIPOM3BOIM-
TeJaAMM. ¥ IKUBOTHBIX O0emX TPYHON IIOoKaszaJdu OTYeT-
JIUBBIM POCT AKTUBHOCTM WHTHMOGUTOPOB Ha OTACIBHBIX
gramax TEeXHOJIOTUM 3aMopazkmBaHus ceMmenu. Habmro-
JaeMble M3MEHEHUS BPOAE YKAa3bIBAIOT Ha KPUOOMOXU-
MMYECKOe TIOBDEerRKJeHue XUBUMKOB. B pe3yibTare 9Tux
VI3MEHEHUI caenyer ,BhITeKaHuue” UMHTUOUTODOB M3 aK-
POCOM MM WX OTHIelJIelire OT MIJa3MaTHMUecKux 060-
JI0YUEeK IKUBYUKOB.

Smigielska J., Strzezek J. — The activily of acrosine
inhibitors in semen plasma in the course of freezing
of bull’s semen in a liquid mitrogen.

The activity of acrosine inhibitors in semen plasma
and supernatant was determined spectrophotometri-
cally on various stages of bull’s semen freezing.

It was found a significantly lower initial activity
of acrosine inhibitors in the semen of young bulls in
comparison to that in reproductors. In both groups
of animals there was noted a clearly marked increase
of the activity of the inhibitors on particular stages
of semen freezing. The observed changes can point
to cryobiochemic destruction of spermatozoons, cau-
sing a leak of acrosine inhibitors of their detaching
from plasmatic membranes of spermatozoons.
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Obserwacje nad hodowlg in vitro Histomonas
meleagridis (Smith, 1895)

Z Zakladu Choréb Drobiu Instytutu Choréb Zakasnych i Inwazyjnych Wydzialu Weterynaryjnego
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Zagadnienie namnaZzania in ovitro wiciowea
Histomonas meleagridis (Smith, 1895), etiolo-
gicznego czynnika zakaznego zapalenia jelit §le-
pych 1 watroby u ptakéw grzebiacych, bylo
przedmiotem badann od do$é dawna. Pierwsze
proby w tym kierunku podjat w 1924 r. Drboh-
lav (cyt. 13). Badacz ten sporzadzil do namnaza-
nia H. meleagridis podloze dwufazowe, w ktd-
rym faze stalg stanowil koagulat biatka jaja ku-
rzego lub agar odzywezy a faze plynna bulion
miesny wzgl. plyn Locke’a. Podloze Drbohlava
zmodyfikowal Tyzzer (cyt. 13), uzywajgc jako
fazy pltynnej surowice koriskg, wzbogacona do-
datkiem skrobi ryzowej. Z kolei Bayon i Bishop
(cyt. 13) przvgotowali pozywke jednofazows,
ktéra stanowila surowica bydleca, rozcieniczona
plynem Ringera. Nastepnie DeVolt (cvt. 13)
zastosowal do namnazania H. meleagridis vlvn
Locke’a, zalkalizowany przy pomocy NaOH
i wzbogacony surowicg indycza oraz skrobig ry-
zowa; sporzadzona przez DeVolta pozywka zale-
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cana jest przez niektérych autoréow do dzis (16).
Nieco pézniei Delappe wykorzystal do hodowli
H. meleagridis podloze, przygotowane przez
Dobella i Laidlawa do namnazania Entamoeba
histolytica (2, cyt. 13).

Nowych mozliwo$ci namnazania in vitro H.
meleagridis dostarczyly podjete w 1960 r. ob-
serwacje Lessera (8). Badacz ten pierwszy wy-
korzystal do hodowli wiciowca plyn tkankowy
Parkera, wzbogacony surowica i skrobia ryzo-
wa (9). Na tej pozywce Lund i wsp. (14)
utrzymywal H. meleagridis w hodowli in vitro
przez ponad 1000 przesiewéw. Pédzniejsze ob-
serwacje Lessera wykazaly zalezno$é namnaza-
nia sie H. meleagridis od wystepowania w po-
siewach i rodzaju flory bakteryjnej (11, 12),
ktérej zniszezenie pocigga zwykle za soba, co
wykazalo wielu badaczy, obumieranie wiciow-
ca (1, 4, 5, 6, 14). Niemniej Lesser po zastoso-
waniu pozywki, zawierajacej poza plynem Par-
kera, surowicg i skrobig ryzowa réwniez jony
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niektérych metali oraz wycinki watroby dzie-
wiczej samiczki chomika syryjskiego, uzyskal
bezbakteryjng hodowle H. meleagridis (10).

Pozywke Lessera do hodowli agnotobiotycz-
tycznej H. meleagridis zmodyfikowal Dwyer
(3), ktéry dodatkowo uzyl do jej wzbogacenia
wyciggu z zarodkéow kurzych (CEE). Na pozyw-
ce Dwyera H. meleagridis namnazal sie wyjat-
kowo obficie. Wkrétce potem McDougald i
Galloway wykazali, ze pozywka Dwyera moze
byé przydatna w wykrywaniu stanu zaraZenia
tym wiciowcem u indyczat i kurczat (15).

W 1974 r. Stepkowski (17) w prébach izolo-
wania H. meleagridis od padlych wskutek
histomonadozy ptakéw uzyskiwal czeSciej wys-
tepowanie wiciowca w pozywce, opartej na po-
dlozu Eagle’a MEM 1959 niz w pozywce
Dwyera. Poza podlozem Eagle’a pozywka za-
wierala te same substancje wzbogacajace, ja-
kich uzyl Dwyer tj. surowice, CEE oraz skro-
bie ryzows. Powyzsze obserwacje staly sie
bodZcem do podjecia zakrojonych na szersza
skale badan, ktérych gléwnym celem bylo do-
ktadniejsze wustalenie pozywki z podlozem
Eagle’a do namnazania in vitro H. meleagridis.

Materiatl i metody

W badaniach uzyto 3 szczepy wlasne H. meleagridis
(Hm-IH, Hm-K, Hm-10), wyizolowane z przypadkéw
histomonadozy od indykéw. Poza wiciowcem w hodow-
lach tych szezep6w stwierdzono nastepujgce drobno-
ustroje: E. coli i Str. faecalis (wszystkie 3 szczepy),
B. subtilis (szczep Hm-IH), Proteus ovulgaris (szczep
Hm-K) oraz Klebsiella sp.

W czeSci dotyczacej intensywnos$ci namnazania sie
H. meleagridis na pozywce z podloZem Eaglea w ce-
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Ryc. 1. Namnazanie sie H. meleagridis na wybranych
pozywkach

lach poréwnawczych wilgczono do badah pozywki
DeVolta, Dobell-Laidlawa oraz Dwyera, Sposéb wzbo-
gacania pozywki z podtozem Eagle’a i pozywki Dwye-
ra byl ten sam (10% surowicy bydlecej, 5% CEE,
1—1,2 mg/ml skrobi ryzowej f-my Difco). Podloze
Eagle’a oraz plyn Parkera pochodzily z Lubelskiej
Wytworni Surowic i Szczepionek, Wyciag z zarodkéw
kurzych (CEE) sporzgdzano we wlasnym zakresie wg
metody podanej przez Larskiego (7). Gotowa do po-
siewu pozywke wlewano w iloSci 3 ml do prébéwek
aglutynacyjnych o wymiarach 10X100 mm, ktére za-
tykano korkami z waty. Liczbe namnozonych wiciow-
c6w okre$lano, po dokladnym zmieszaniu osadu z
plynna czeSciag pozywki, przy pomocy komory Biir-
kera.
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Ryc. 2. Wplyw réznych stezen surowicy na namna-
zanie sie H. meleagridis w podlozu Eagle’a

Wyniki i omdéwienie

Dane liczbowe, obrazujace intensywnosé¢ na-
mnazania sie in vitro H. meleagridis na 4 réz-
nych pozywkach wykazaly olbrzymig przewa-
ge obu pozywek z plynami tkankowymi (Par-
ker Nr 199, Eagle MEM 1959) nad pozywka
DeVolta oraz Dobell-Laidlawa (ryc. 1). Poza
wielokrotnie silniejszym namnozeniem sie wi-
ciowca réwniez jego przezywalno$é na pozyw-
kach z plynami tkankowymi byta diuzsza. Po-
zywka z podlozem Eagle’a gérowala wyraznie
nad pozywks Dwyera, oparta na plynie Parke-
ra: faza szczegdlnie intensywnego namnazania
sie H. meleagridis wystepowala na pierwszej z
nich juz po uplywie 2 dni, na drugiej dopiero
po uplywie 4 dni od posiewu a ponadto namno-
zenie sie wiciowca na pozywce z podlozem
Eagle’a bylo silniejsze niz na pozywce Dwyera.
Wieksza przydatno$é do hodowli H. meleagridis
podloza Eagle’a w poréwnaniu z plynem Parke-
ra przejawila sie réwniez w tym, ze namnoze-
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nie pierwotniaka mozna bylo na nim uzyskaé
po dodaniu ktéregokolwiek =ze skladnikéw
wzbogacajacych: surowicy, CEE Ilub skrobi

(ryc. 2, 4, 5). W analogicznych probach z ply-

nem Parkera, namnazanie sie H. meleagridis
nastepowalo jedynie po dodaniu surowicy, na-
tomiast w plynie Parkera wzbogaconym przez
dodatek tylko CEE lub tylko skrobi, wiciowiec
nie namnazatl sie, lecz szybko obumieral. Wyni-
ki tych obserwacji wskazywaly jednoczeénie na
surowice jako szczegélnie wazny czynnik, sty-
mulujacy namnazanie sie in vitro H. meleagri-
dis.
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Ryc. 3. Namnazanie sie H, meleagridis w podlozu
Eagle’a z surowicg konia, krowy i kury

Dalsze obserwacje mialy na celu oznaczenie

optymalnego dla hodowli H. meleagridis w po-

zywce z podlozem Eagle’a steZenia surowicy.
W tym celu te samg liczbe wicioweca (5000 o-
sobn. w 1 ml) wprowadzano do probdéwek, za-
wierajacych oprécz podloza Eagle’a 4 rézne
stezenia surowicy bydlecej: 1%, 5%, 10% i 20%,
przy czym w probowce kontrolnej znajdowalo
sie podtoze Eagle’a bez surowicy 1 innych
czynnikéw wzbogacajacych. Z kolei okreslano
w odstepach 24 godz. liczbe wiciowcow w kaz-
dym. ze stezen, inkubowanych w temp. 38°C.
Faza intensywnego namnazania sie H. mele-
agridis wystepowala najszybciej (w ciggu kilku
godzin od dokonania posiewu) przy stezeniu
10% surowicy, natomiast najsilniejsze namno-
zenie sie pierwotniaka wykazalo stezenie 20%
surowicy (ryc. 2).

W tej cze$ci badann dokonano réwniez oceny
przydatnosdci dla hodowli in vitro H. meleagri-
dis surowicy konia, krowy i kury. Najszybsze
i najliczniejsze namnozenie wiciowca nastepo-
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walo po wzbogaceniu podloza Eagle’a w suro-
wice koriskg, nieco mniej liczne po dodaniu
surowicy bydlecej, natomiast surowica kurza
powodowala najwolniejsze i najstabsze namna-
zanie sie pierwotniaka (ryc. 3).

W nastepnym etapie badan starano sie usta-
li¢ optymalne dla wzrostu H. meleagridis ste-
zenie wyciggu z zarodkow kurzych (CEE), u-
zyskujac najlepsze rezulataty z koncentracja
10% wyciagu (ryc. 4). Stopien stymulacyjnego
oddzialywania CEE na wzrost wicioweca byl
zblizony w tym stezeniu do dzialania surowicy
kurzej (ryc. 3), przewyzszajac jednak kilka-
krotnie stymulacyjny wplyw skrobi ryzowej,
dodanej w zalecanej przez Tyzzera (cyt. 3)
ilodci 1—1,2 mg na ml (ryc. 5).
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Ryc. 4. Wplyw réznych stezen wyciggu z zarodkéw
kurzych (CEE) na namnazanie sie H. meleagridis

Rezultaty opisanych wyzej badan staly sig
podstawg opracowania dwéch wlasnych pozy-
wek do hodowli H. meleagridis, opartych na
podlozu Eagle’a MEM 1959. Pierwsza z nich,
oznaczona symbolem ES, sklada sie z podloza
Eagle’a oraz 10% surowicy konskiej lub bydle-
cej. Pozywka ta, latwa do sporzadzenia, winna
okazaé¢ sie szczegélnie przydatng dla codzien-
nej, rutynowej diagnostyki histomonadozy pta-
kéw, ulatwia bowiem stwierdzenie z pomoca
hodowli w stosunkowo krétkim czasie wyste-
powania wiciowca. Druga wersja pozywki z
podiozem Eagle’a, oznaczona jako pozywka
ESCEE, roézni sie od pozywki ES dodatkiem
10% wyciggu z zarodkdéw kurzych. Pozywka
ESCEE moze byé uzyta, podobnie jak pozywka
ES, do diagnostyki histomonadozy a ponadto
do intensyfikacji w razie potrzeby namnazania
sie H. meleagridis, do regeneracji szczepow te-
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go wiciowca, przechowywanych w plynnym
azocie itp.

Dla uproszezenia skladu obu pozywek zre-
zygnowano z dodatku skrobi ryzowej, ktorej
stymulujace dzialanie na wzrost ilosciowy H.
meleagridis w naszych badaniach okazalo sie
niewielkie w poréwnaniu z dzialaniem surowi-
cy i CEE.

bys./mi
300

100+

f 2 3 4 5 6 7 éan

Ryc. 5. Wplyw skrobi ryzowej (1 mg/ml) na na-
mnazanie sie H. meleagridis w podlozu Eagle’a

Pozywki ES oraz ESCEE najlepiej przygoto-
wywaé na $wiezo, tuz przed ich uzyciem. Prze-
chowywanie polaczone jest ze zmiang odczynu
pozywek z pH=13 (ktére po posiewie w wa-
runkach agnotobiotycznych szybko ulega obni-
zeniu ponizej obojetnego) na wzrastajgcy w
miare uplywu czasu odczyn zasadowy. Zjawis-
ko alkalizacji pozywki jest niekorzystne dla
hodowli in vitro H. meleagridis, ktérego opti-
mum namnazania sie wynosi wg Lessera pH =
= 58—6,8 (8). Z naszych obserwacji wynika,
ze procesowl zmiany odczynu pozywek na za-
sadowy mozna w pewnym stopniu przeciwdzia-
la¢ przez uzycie do zatykania probowek kor-
kéw kauczukowych, zabezpieczajacych pozyw-
ke przed utleniajgcym dziataniem powietrza
(tab. 1). Uzycie korkéw kauczukowych w miej-
sce korkow z waty i gazy ulatwia wiciowcowi
namnazanie sie i opdznia proces jego obumie-
rania po namnozeniu.

Tab. 1. Wplyw przechowywania na zmiane odczynu
(pH) pozywek ES i ESCEE

. Czas »w godzinoch
Korek 0 | 24| 46 | 7z | 96 | 120
aH
Guma 73 73 73 735 735 749
Gaza 73 76 78 795 425 85

Wnioski

1. Pozywki, oparte na plynach tkankowych
(Parker 199, Eagle MEM 1959) sg bardziej
przydatne do hodowli in vitro Histomonas me-
leagridis niz niektére inne pozywki jednofazo-
we (pozywka De Volta, pozywka Dobell-Laid-
lawa).

2. Wlasne pozywki ES oraz ESCEE z podlo-
zem Eagle’a stwarzaja lepsze warunki dla na-
mnazania in vitro H. meleagridis niz pozywka
Dwyera, oparta na plynie Parkera.

3. Pozywki ES i ESCEE nalezy przygotowy-
waé ex tempore a dokonane na te pozywki po-
siewy winno sie zabezpieczaé¢ przed dostepem
powietrza.
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Cremnkesckuit C., Kaumour C. — HaGmwopeuns ra
¥yianTypeii in vitro Histomonas meleagridis (Smith,
1895).

ABTODBI OTMETHUAM HAMHOTO OONBINYIO NPUTOIHOCTH
Ias HaMHOxeumsa in vitro Histomonas meleagridis
NUTATENBHBIX CpPeI € TKAHEBBIMU KuarocTamu (Par-
ker 199, Eagle MEM 1959) 4eM HEKOTODBIX NPVIUX
ecnuedazHbIx cyberpaTor (muTaTesdbHasS chexa DeVolta,
nmuratenbuasg cpexga Dobell-Laidlawa). Ha nuraTenb-
it cpene ¢ cyberparom Eagle’a, conmepzkalueil Te XKe
oforaTuTeIbHbI® BEIeCTBa, UTO OIMUPAIOINASCT HA
KHUIKOCTH Parkera nurarenbHasd Cpena, U3rOTOBJIEH-
Hag DwyeroM, mIyTHMKOBbIE HOMHOXKWBANUCL ObIcTpee
n g0 6Gompmero komamuectBa. Onwmpascs Ha cyGerpar
Eagle’a, aBTopnsr pazpaboranu Ois KYynbTypw! in vitro
H. meleagridis gse ccbeTBeHHBIE TTUTATEJBHBIE CDEJbBI:
ES n ESCEE, orazarnmvecs IpM VIPOIIEOHHOM COcTa-
Re LeHHBIMU IJA AUATHOCTUMEM MHMEKIUI STHUMU IKTY-
TUKAMU Y IITUILL.

Stepkowski S,, Klimont S. — Observations on the cul-
ture of Histomonas meleagridis (Smith, 1895) in vitro.

The authors found that the usefulness of media
with tissue culture fluids (Parker’s medium 199,
Lagle’s MEM 1959) for multiplication of Histomonas
meleagridis was much higher than those of de Volt's
or Dobell-Laidlaw’s. On the medium with Eagle's fluid
containing the same enriching substances as Parker’s
medium prepared by Dwyer the parasite grew faster
and better. On the basis of Eagle’s medium the authors
elaborated two own growth media, i. e. ES and ESCEE
which proved to be of great value for diagnostic exa-
minations of birds.
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