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Clnrurełrcr<ag fI., Crrrre>xer E. - .Ą.xtlłsllocrurlłrn-
Gxrolroe &Idtr}oc!,In& B IIJIa3Me Bo EpeMff 3aMopo}I(mBa-
lr?,rff cemerlru Gr,lNon B N<wAKoM ź1,3oTe.

ITa or4e:rrHllx gTaIIax 3aMopax<],{Baurłg ceuerłrł 6lr-
KoB oEpeAeJIgJII{ aKTIłBI]octr rłHrrł6rłtopoB aKpocI{Ha B
nJIa3Me lĄJiIĄ B I]aAocaAoqHoń >slta:rocru rro;Ib3yficb
cnerrpo$oroMeTp]4qecKT{M MeToAoM.

O6Hapy;xzłm 3HaqIłTeJIRHo HlI3lI]yK) r{cxoAHyx) aK-
Tr,IBlIocTb uurw1utopoe aKpocrlHa B [JIa3Me ceMeHrf Mo-
Jio,4blx 6lrxoe no cpaBHeH]łIo c 6r,lxalrr,r-nport3BoAl{-
TeJI;IMJ,I. V >xunotHslx o6erłx rpynn [oKa3aJlrf oTqeT-
ltusstiI pocT aKTIlIBHoclu wur.tt6ttTopoB Ha oTAeJIbHLIx
3Ta[ax TexHoJIoTlrI 3aMopax<IlBaur{.E ceMeHr{. Ha6mo-
AaeIIIJIe Tz3MeHeHr{fi BpoAe yKa3T,IBaToT IIa rr'pwoórloxw-
M]łqecKoe [oBpex<EeHr{e >Kr{BrłI,1KoB. B pes;rnsraTe 9TI4x
lłgl,łerreHzż cJIeAyeT,,nslrexarłlłe" rłHrrłdrłropoB I43 all-
pocoM IlJIrt ,ix oTIIIeIIJIeIIIłe oT nJIa3MaTJłrIecK]4x 060-
JIotleI{ )Kr{BIl]4KoB.

Śmigielska J., Strzeżek J. - The activity of acrosine
inhibitors in sernen plasma in the course of f,reezing
of bull's §emen in a liquicl nritrogen.

The activitv of acrosine inhibitors in semen plasma
and supernatant was determined spectrophotometri-
callv on various stages of bull's semen freezing.

It was found a significantlv 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 clearlv marked increase
of the activitv of the inhibitors on particular staqes
of semen freezing. The observed changes can point
to crvobiochemic destruction of spermatozoons, cau-
sing a leak of acrosine inhibitors of their detaching
from plasmatic membranes of spermatozoons.

in vitro Histomonos
1895)

cena ies1; przez niektórych autorów do dziś (16).
Nieco nóźniej Delapne wykorzvstał do hodowli
H. meleuqrźdis podłoże, przygotowane przez
Dobella i Laidlawa do namnażania Entamoeba
hźstolEtica (2, cvt. 13).

Nowych możliwości namnażania żn użtro H.
meleagridżs dostarczylv podjęte w 1960 r. ob-
Serwacje Lessera (B). Badacz ten pierwszy wy-
korzystał do hodowli wiciowca płyn tkankowy
Parkera, wzbogacony surowicą i skrobią ryżo-
wą (9), Na tej pozywce Lund i wsp. (14)
utrzymywał H. meleagrżdżs w hodowli żn uitro
przez ponad 1000 przesiewów, PÓŹniejsze ob-
serwacje Lessera wykazaly zależność namnaża-
nia się H. meleagrżdźs od występowania w po-
siewach i rodzaju flory bakteryjnej (11, 72),
której zniszczerrie pociąga zwykle za sobą, co
wykazało wielu badaczy, obumieranie wiciow-
ca (l, 4, 5, 6, 14), Niemniej Lesser po zastoso-
waniu pożyr,vki, zawierającej poza płynem Par-
kera, surowicą i skrobią ryżową również jony

PRAKTYKA LABORATORYJNA
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Obserwocje nod hodowlq
meleogridis (Snnith,
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Zagadnienie namnażania źn ożźro wiciowca
Histomonas meleagri,dźs (Smith, 1B95), etiolo-
gicznego czynnika zakaźneqo za,palenia ielit śle-
pych i wątrobv rr ptaków grzebiących, bvło
przedmiotem badań od dość darvna. Pierwsze
próbv w tym kierunku podiał w 7924 r. Drboh-
lav (cvt. 13). Badacz ten sporządził do namnaża-
nia H. meleagridżs podłoże dwufa_zowe, w któ-
rym fazę stałą stanowił koagulat białka iaja ku-
rzego lub aqar odżvwczy ,a fazę płynną bulion
mięsnv wzgl. ołvn Loeke'a. Podłoże Drbohlava
zmodvfikował Tyzzer (cvt, 13), używając jako
fazy płynnej surowicę końską, wzbogaconą do-
datkiem skrobi rvżowej. Zkolei Bayon i Bishop
(cyt. 13) przygotowali pożvwkę iednofazową,
którą stanowiła surowica bvdleca, rozcieńczona
płynem Rinqera. Następnie DeVolt (cyt. 13)
zastosował do namnażania II. meleagrżdżs płvn
Locke'a, zalkalizowany przy pomocy NaOH
i wzbogacony surowicą indyczą oraz skrobią ry-
żową; sporządzona przez DeVolta pozywka zale-
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niektórych metali oraz wycinki wątroby dzie-
wiczej samiczki chomika syryjskiego, uzyskał
bezbakteryjną hodowlę H. meleagri,dżs (l0),

Pożywkę Lessera do hodowli agnotobiotycz-
tycznej H. meleagrżdżs zmodyfikował Dwyer
(3), który dodatkowo użył do jej wzbogacenia
wyciągu z zatodków kurzych (CEE). Na pożyw-
ce Dwyera H, meleagridżs namnażał się wyjąt-
kowo obficie. Wkrótce potem McDougald i
Galloway wykazali, że pożywka Dwyera może
być przydatna w wykrywaniu stanu zarażenia
tym wiciowcem u indycząt i kurcząt (15).

W 1974 r, Stępkowski (17) w próbach izolo-
wania H. meleagri,dis od padłych wskutek
histomonadozy ptaków uzyskiwał częściej wys-
tępowanie wiciowca w pożywce, opartej na po-
dłożu Eagle'a MEM 1959 niż w pożywce
Dwyera. Poza podłożem Eagle'a pożywka za-
wierała te same substancje wzbogacające, ja-
kich użył Dwyer tj. surowicę, CEE oraz skro-
bię ryżową. Powyzsze obserwacje stały się
bodźcem do podjęcia zakrojonych na szerszą
skalę badań, których głównym celem było do-
kładniejsze ustalenie pożywki z podłożem
Eagle'a do namnażania żn ,ożtro H. meleagridżs.

Materiał i metody
W badaniach lżyto 3 szczepy własne H, meleagrźdżs

(Hm-IH, Hm-K, Hm-10), wyizolowane z przypadków
histomonadozy od indyków. Poza ,wiciowcem w hodow-
lach tych szczepów stwierdzono następująee drobno-
ustroje: E. colź i Str. faecalis (wszystkie 3 szczepy),
B. subtilźs (szczep Hm-IH), Proteus oulgari,s (szczep
Hm-K) oraz Klebsźella sp.

W części dotyczącej intensywności namnażania się
H. meleagrźilis na pożywce z podłożem Eagle a w ce-

ćys./nt

Iach porównawczych włączono do badań pożywki
DeVolta, Dobell-Laidlawa oraz Dwyera. Sposób wzbo-
gacania pożywki z podłożern Eagle'a i pożywki Dwye-
ra był ten sam ,(100/o surowicy bydlęcej, 50/o CEE,
l-|,2 mglml skrobi ryżowej f-my Difco). Podłoże
Eagle'a oraz płyn Parkera pochodziły z Lubelskiej
Wytwórni Surowic i Szczepionek. Wyciąg z zarodków
kurzych (CEE) sporządzano we r,vłasnym zakresie wg
metody podanej przez Larskiego (7). Gotową do po-
siewu pożywkę wlewano w ilości 3 ml do próbówek
aglutynacyjnych o wymiarach 10X100 mm, które za-
tykano korkami z waty. Liczbę nanrnożonych wiciow-
ców określano, po dokładnym zmieszaniu osadu z
plynną częścią pożywki, przy pomocy komory Biir-
kera.

| 2 3 4 5 6 7 0dni
ltarrnrrn_

poży rka Doóelt- /aid la ną
pożynka 0eltolća
pożynka Ołyera
pożgłka z pod(o żem Eagle'a

mąI - ?ąmnaaenie małcgnaĆne

Ryc. 1. Namnażanie się H. meleagrićlis na wybranych
pożywkach

8 dni

Objaśnienią:

------ :'ł;"
qtodbEe Eagle'a * fu% słsmnicgt lgdlga!

__- podtoze Eagtck *fr%sa,vniq

Ryc. 2. 'trpływ różnych stężeń surowicy na namna-
żanie się H. meleagridźs w podłożu Eagle'a

Wyniki i omówienie

Dane ]iczbowe, obrazujące intensywność na-
mnażania się żrł, użtro H. meleagridi,s na 4 róż-
nych pożywkach wykazały olbrzymią przewa-
gę obu pozywek z płynami tkankowymi (Par-
ker Nr 199, Eagle MEM 1959) nad pożywką
DeVolta oraz Dobell-Laidlawa (ryc. 1). Poza
wielokrotnie silniejszym namnozeniem się wi-
ciowca również jego przeżywalność na pożyw-
kach z płynami tkankowymi była dłuższa. Po-
zywka z podłożem Eagle'a górowała wyraźnie
nad pożywką Dwyera, opartą na płynie Farke-
ral. faza szczególnie intensywnego namnażania
się Il. meleagrżdżs występowała na pierwszej z
nich już po upływie 2 dni, na drugiej dopiero
po upływie 4 dni od posiewu a ponadto namno-
żenie się wiciowca na pożywce z podłożem
Eagle'a było silniejsze niż na pożywce Dwyera.
Większa przydatność do hodowli H, meleagrżdts
podłoża Eagle'a w porównaniu z płynem Parke-
ra przejawiła się również w tym, że namnoże-

mąx 98o
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l
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l
l
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nie pierwotniaka można było na nim uzyskać
po dodaniu któregokolwiek ze składników
wzbogacających: surowicy, CEE lub skrobi
(ryc. 2, 4, 5). W analogicznych próbach z pły- 

.

nem Parkera, ,namnażanie się H. meleugridis
następowało jedynie po dodaniu surowicy, na-
tomiast w płynie Parkera wzbogaconym przez
dodatek tylko CEE lub tylko skrobi, wiciowiec
nie namnażał się, lecz szybko obumierał. Wyni-
ki tych obserwacji wskazywały jednocześnie na
surowicę jako szczególnie wazny czynnik, sty-
mulujący namnażanie się żn, użtro H. meleagri-
dis.

Eagleb ł l0/" surcnicg łońs*Ę

i1ł;?,:i\ł:;#fI,o#,,,,:;,

Ryc. 3. Namnażanie się H, meleagridis w podłożtr
Eagle'a z surowicą konia, krowy i kury

Dalsze obserwacje miały na celu oznaczenie
optymainego dla hodolv]i H, meleagridżs w po-

żywce z podłożem Eagle'a stęzenia surowicy.
W tym celu tę samą liczbę wiciowca (5000 o-
sobn. w 1 ml) wprowadzano do probówek, za,
wierających oprócz podłoza Eagle'a 4 różne
stężenia surowicy bydlęcej:. Iqn, 50lo, l00l0 i 20010,

przy czym w probówce kontrolnej znajdowało
się podłoże Eagle'a bez surowicy i innych
czynników wzbogacających. Z kolei okreśIano
w odstępach 24 godz.Iiczbę wiciowców lv każ-
dym, ze stężeń, inkubowanych w temp. 3B'C,
Faza intensywnego namnazania się H, mele-
agrżdżs występowała najszybciej (w ciągu kilku
godzin od dokonania posiewu) przy stężeniu
10ło surowicy, natomiast najsilniejsze namno-
żenie się pierwotniaka wykazało stężenie 200/o

surowicy (ryc. 2).

W tej części badań dokonano również oceny
przydatności dla hodowli żn użtro H. melea,gri-
dżs surowicy konia, krowy i kury. Najszybsze
i najliczniejsze namnożenie wiciowca następo-
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wało po wzbogaceniu podłoza Eagle'a w suro-
wicę końską, nieco mniej liczne po dodaniu
surowicy bydlęcej, natomiast surowica kurza
powodowała najwolniejsze i najsłabsze namna-
żanie się pierwotniaka (ryc. 3).

W następnym etapie badań starano się usta-
lić optyrnaine dla wzrostu H. meleagrżdźs stę-
żenie wyciągv z zarodków lkurzych (CEE), u-
zyskując najlepsze rezulataty z koncentracją
100/o wyciągu (ryc. 4). Stopień stymulacyjnego
oddziaływania CEE na wzrost wiciowca był
zbliżony w tym stęzeniu do działania sur,owicy
kurzej (.yc. 3), przewyższając jednak kilka-
krotnie stymulacyjny wpływ skrobi tyżowej,
dodanej w zalecanej przez Tyzzeta (cyt. 3)
ilości 1-1,2 mg na ml (ryc. 5).

I
l
l
l
l

234 ćl dni

podta2e Eagle'a ł 57o CE
'padtoże Eag(eh ł lo7" cE!_
'pod{oże Eagće'a ł 20%cEE

Ryc, 4. Wpłylv różnych stężeń wyciągu z zarodków
kurz;,clr (CEE) na namnażanie się H. meleagridźs

Rezultaty opisanych wyżej badań stały się
podstawą opracowania dwóch własnych poży-
wek do hodowli H. meleagri.dżs, opartych na
podłozu Eagle'a MEM 1959. Pierwsza z nich,
ozrlaczona symbolem ES, składa się z podłoża
Eagle'a oraz 700lo surowicy końskiej Iub bydlę-
cej. Pozywka ta, łatwa do sporządzenia, winna
okazać się szczególnie przydatną dia codzien-
nej, rutynowej diagnostyki histomonadozy pta-
ków, ułatwia bo,"viem stwierdzenie z pomocą
hodowli w stosunkowo krótkim czasie wystę-
powania wiciowca. Druga wersja pożywki z
podłożem Eagle'a, oznaczoy7a jako pożywka
ESCEE, różni się od pożywki ES dodatkiem
10ło wyciągu z zarodków kurzych. Pożywka
ESCEE może być użyta, podobnie jak pożywka
ES, do diagnostyki histomonadozy a ponadto
do intensyfikacji w razie potrzeby namnażania
się H. meleagridżs, clo regeneracji szczepów te-

ć9s,/nt



NrB MEDYCYNA WETERYNARYJNA Rok XXXV

go wiciowca, przechowywanych w
azocie itp.

Wnioski
1. Pożywki, oparte na płynach tkankowych

(Parker 199, Eagle MEM 1959) są bardziej
przydatne do hodowli i,n użtro Hżstomonas me-
leagrid,l.s niz niektóre inne pożywki jednofazo-
we (pozywka De Volta, pożywka Dobell-Laid-
Iawa).

2. Własne pożywki ES oraz ESCEE z podło-
żem Eagle'a stwarzają lepsze warunki dla na-
mnażania żn ui,tro H. meleagrżdl,s niż pozywka
Dwyera, oparta na płynie Parkera.

3. Pozywki ES i ESCEE należy przygotowy-
wać er tempore a dokonane na te pożywki po-
siewy winno się zabezpieczać przed dostępem
powietrza.
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Crenłrrrc,ncxzż C.. Knr,rvorlr C. - 
Hadnrolcnutl ?a

rłynrtypoń in vitro Histomonas meleagriilis (Smith,
1895).

Asropsr oTMeTvIIIr7 TJaMHoro 6olruryro npilrolHocTB
IJLE HaMHo>Kertrłg jn vitro Histomonas meleagridis
nilTaTeJlT,HTr]x cpe1 c TKaHeBIJIMIł >xrłnxocrnulł (Par-
ker, 199, Eagle MEM 1959) .łełr Tlel(oTopblx npvr]łx
olrłoóasHL,rx cy6crparoe (nrrarensrłag cne.ua DeVolta,
Il]4TaTeJrBHaff cpeIa Dobell-Laidlawa). IIa nrłratęns-
rleż cpeAe c cy6crparolr Eagle'a, conepx<aqeż Te x<e
o6otal:lr reflrgtre BeIII€cTtsa, qTo ,oTurparculaflca Ha
)Kr{IKocTF, Parkera II]4TaTeJIbHa.fi cpena, r{3roTotsJIeFI-
lraa Dwyer'oM, x<rvTr4KotsLle Ha MI{oxtI4BaJI]4cb 6srcrpee
lł ]ro 6onlruelo KoJI]4qecrna. OnNpaacs rła cy6ctlcar
Eagle'a, aBTopbI paspa6orarur lJIff KyJIL,Typrr in vitro
H. me]eaeridis Aee cc6creegHL,Ie [I4TaTeJILHF,Ie cpeAbl:
ES z ESCEE, oKa3aBIIJreca nrl],f vnp.0rtleorHo,1\! cocTa-
Re IIeHHEIMI{ nJIfi ,qT4arlłocluxrł lłrł$ex\uń gtwum >r.ry-
TWKa:|'I]r'I y nTr{I].

Stępkowski S,. Klimont S. - Observations on the cul-
ture of Historronas meleagritlis (Smith, 1895) in vitro,

The authors found that the usefulness of media
rvith tissue culture fluids (Parker's medium 199,
Eagle's MEM 1959) for muliiplication of Histomonas
meleagridis was much higher than those of de Volt's
or Dobe1l-Laid]aw's. On the medium rł,ith Eagle's fluid
containing the same enriching substances as Parker's
medium prepared by Dwver the parasite grer,v faster
irnd better. On the basis of EagJe's medium the authors
elaborated two own growth media, i. e. ES and ESCEE
which proved to be of great value for diagtlostic exa-
minations ot bircls.

płynnym

cy i CEE,

1.

4.
5.

6.

7.

o

10,
11.
|2.
13.

Ryc. 5. Wpływ skrobi ryżowej (1 mg/ml) na na-
mnażanie się H, mel,eagrżd,is w podłożu Eagle'a

Pożywki ES oraz ESCEE najlepiej przygoto-
wywać na świezo, tuż przed ich użyciem. Prze,
chowywanie połączone jest ze zrnianą odczynu
pożywek z pH:7,3 (które po posiewie w wa-
runkach agnotobiotycznydn szybko ulega obni-
żeniu poniżej obojętnego) na v/zrastający w
miarę upływu czasu odczyn zasadowy, Zja,wis-
ko alkalizacji pożywki jest niekorzystne dla
hodowti żn ui,tro H, meleagridżs, ktorego opti-
mum namnaŻania się wynosi wg Lessera pH :
: 5,8-6,8 (B). Z naszych obserwacji wynika,
że procesowi zmiany odczynu pożywek na za-
sadowy mozna w pewnym stopniu przeciwdzia-
łać przez użycie do zatykania probówek kor-
ków kauczukowych, zabezpieczających pożyw-
kę przed utleniającym działaniem po\Mietrza
(tab. 1). Użycie korków kauczuko-wych w miej-
sce korków z waty i gazy ułatrł,ia wiciowcowi
namnazanie się i opóźnia proces jego obumie-
rania po namnoŻeniu.

Tab. 1. Wpłyrv przechowywania na zmianę odczynu
(pH) pożywek ES i ESCEE
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