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Bałrroagx 3., CrarN,rnr,cxaa fl., - 
l{ccfleAoBalrlte

6lr.norvr.recr<cro coCToflII14, 3aMepulIlx sapogr,rrrrefi ryp,
rycefi r,r yrox.

IIpe4uccsInxoń pa6orsr 6sI.1ro onpe4eJIeHile 6axre-
pr{oiloll,fqecKoi]o cocTof Hrt.H 3aMepil][4x sapo4lrureż ryp,
tycefr, u yToK, KaK ,{ [por{3BoAcTB,eHHbIx [oMeu{enI^x
rłrrxy6aroprłlrx cTaHII]4ż. Korłctarrponanrł 86IcoKyIo

rł lgłr<,oggoż lrlłxpoQło,poń o rloMelqe-
liuax uan<y6a,rc,pHrrx craanluir c rrł$ex-
qreż co4ep>xrlMoro fluq IIoBJI]4 ylo 3aI,I],r-

paeMocTb sapo4sIrrreń.

Wa]ko,wiak E., StanLzyńska J. - Bacteriological exa-
rnination of hen, goose and duck embryos dead,

du,ck embrryos c,o;mpare,d With hen etnbryols wexe moi:e
often infected witń ,Sal,mon,efla sp., aerolb,ic ba,cilli and
P,Iołbeus vulgar'is. Escherichia cołi and co,cci p,ląyę6
a minor role in the infe,c,tion. A high extent of bac-
terial and mycotlic flora was foun,d out als,o in pre-
misises o,f hatcherles. Thlis unf,avlo,urab e stań,e blo,ught
arbout the irrflitraltion of b,acterial cells into egg,s and
their deaths.
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od różrrych gatunków zwieTząt przynajmniej 15
SerotypÓ\M.

Odmianą od,czynu podwójnej dyfuzji w zelu
iest odczyn irnmuno,elektroforezy, któny moze
być wykonany techniką jednowymiarową wg
Grabara i Williamsa (4) lub techniką dwuwy-
miarową wg Laurella (10). Przydatność tego od-
czpu w uzupełnieniu rezultatów badań właści-
wości s,eroantygeno\^/ych P, multocżda, uzyskE-
nych odczynem podwójrrej dyfuzji w żelu,
stwierdzili Heddlest,orr i wsp. (7).

Badania niniejsze podjęto w celu porównanlia
stopnia uzyteczności, ptzy określaniu struktury
antygen,owej s,zczepów P, multocżde, 3 o,dczy-
nów: od,czynu podwójnej dyfuzji w zelu, odczy-
nu ilTlmunoelektroforezy jednowymiarowei oraz
immurroelektroforezy dwuwymiarowei .

Materiał i nretody

Worlość odczynów podwóinei dyluzii w zeIu or1z iedno-
i dwuwymiorowei immunoeleklro{orezy przy określoniu

włościwości seroonlygenowych Posłeurello mulłocido
z ZE\,<laClLl 

"n$;B"|"iioi,$"1§}{Ł'i:.i,S?""'f"i?-Ł""11i]]ei 
Inwau yjnych

Od czasu wprowadzenia jedrrolitej nazwy ga-
tunkowej Pasteurella multocżda badania nad se-
rologiczną klasyiikacją izolowanych od różnych
gatunków zwierząt szczepów tego zarazka uleg-
ły nasileniu. Początkowo klasyfikację tę sta-
rano się oprzeć o odczyrry adsorpcji aglutynin,
aglutynacji probówkowej, aglutynacji szkiełko-
w,ej, precypitacji pierścieniowej (3) oraz o, od-
czyn o,chronnego,działani,a swoist,ej surowi,cy
(,,serum protection test") na myszikach (14). W
1955 r. Carter, wykorzystując zdolność adsorbo-
wania przez etytrocyty antygenu oto,czkowe,go
P. multocidu użył do podziału szczepów tego
drobnoustroju na srupy serologiczne odczynu
hemaglutyrracji pośredniej (2).

Wp. precypitaci
n,ej w owy,ch mo,żl
dania gernowej P.
London i Yaw (11) pierwsi zastosowali odczyn
poje,dynczej dyfuzji w żelu do badań właściwŃ-
ci antygenowych różnych form wzrostowy,ch P.
multocżda. Z kolei H,eCdl,eston i Watko (5) wy-
korzystali odczyrn podwójinej dyfuzji w żelu dla
określenia irn-munogenności je,dno-, dwu- i trój-
wartościowy,cll szczepionek P. multoci,du. Na-

niu tym odczynem wśród szczepów P. multocid.l
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\,vywano l,v stanie zamrożenia (-12oC), bez dodatku
środka konserwującego.

Jako antygenu do odcz;,nów używano tej samej
zawies,iny P, multocżda (bez dodatku formolu), jaką
stosowano przy hiperimmunizacji królików z tą róż-
nicą, że poddano ją dodatkowo rozbiciu ultradźwię-
kami (24 Kc/sek. przy 100 W, dwukrotnie przez okres
2 min., przy temperaturze nie przektaczającej 10oC).

Odczyn podwójnej dyfuzji w żelu wyko,nywano na
płytkach szklanych, pokrytych warstwą 2 mm 0,5%
agarozy (Schwarz-Mann, Orangeburg, New York),
przygotowanej na płynie fizjol. W płytce wycinano 1

studzienkę na antygen (Ó:7 mm) oraz w odległości
po B mm od niej 2 studzienki na surowicę (Ó:9 mm).
Najpierw wprowadzano do jednej z większych stu-
dzienek 0,15 ml surowicy królika uodpornionego nie-
zagęszczonej, do drugiej z tych studzienek tę samą
darvkę surowicy dwukrotnie zagęszczonej. Po upłyrvie
15 min, wprowadzano do mniejszej studzienki 0,1 ml
antygenu, a jednocześnie uzupełniano większe stu-
dzienki dalvką 0,05 ml odpowiedniej (niezagęszczonej
Jllb zagęszczonej) surowicy. Po nasta,wieniu odczynu
płytkę umieszczano w komorze wilgotnej i przeno-
szono ją do cieplarki (37oC) na okres 24 godz., a na-
stępnie pozostawiano ją przez dalsze 24 godz. w temp,
pokojowej, Wynik odczynu odczytywano w świetle
Drzechodzącym, wykreślając stwierdzone linie precy-
pitacyjne odręcznie na papierze, Ponadto w celach
dokumentacyjnych rezultat odczynu przenoszono rzut-
nikiem na papier fotograficzny,

Ze względu na stwierdzenie w odczynie dyfuzji w
żelu rviększej liczby i wyraźniejszych linii precypi-
tacyjnych z surowicą zacęszczoną rv porównaniu do
surowicy niezagęszczonej (ryc. 1) do obu odczynów
immunoelektroforezy użyrł,ano jedynie surowicy za-
gęszcZoneJ,

Ryc. 1, Odczyn podwójnej dyfuzji w
objaśnienia: A - zawiesin^ P. Tnultocida, s

ni_e zagęSzczona, s - surowica zagęSzczona.

że]u
- surowica

ol,az w odległości 3 mm od krawędzi basenika rowek
na suro,"vicę szerokości 2 mm. Po wypełnieniu baseni-
ku 0,1 ml antygenu umieszczano płytkę w komorze
elektrofoletycznej (które,j kuweta zawierała bufor
weronalowy o pH:8,3) i działano prądem elektrycz-

okres 48 godz., po czym pozostawiano ją w temp. po-
kojowej przez dalsze 24 godz, 'Wynik reakcji rejestro-
wano podobnie jak przy odczynie podwójnej d),fuzji rv
żelu.

Odczyn immunoelektroforezy dwuwymiarowej,,vy-
konywano wg zmodyfikowanej nieco techniki Thirkilla
i Kenny'ego (15). Do pierwszej fazy reakcji pTzygo-
towywano płytki szklane, pokryte agarozą zmieszaną
z normalną surowicą króIiczą (7,2 ml ostudzonej do
temp. 56oC agarozyłl ml surowicy). Po zastygnięciu
agatozy.\^ry9\naŁo blisko ielvego, dolnego rogu płytki
studzienkę (O:7 mm), wprowadzano do niej antygen
i poddawano go rozdziałowi immunoelektroforetyczne-
mu, poCobnie jak r,v przypadku immunoelektroforezy
jednowymiarorł,ej.

W drugiej fazie r i znajdują-
cą się nad studzien jej miejsce
wylewano agaIozę, króIika hi-
perimmunizolvanego P1 (5,4 ml
agarozył},1 m], surowicy). Następnie powtórnie prze-
noszono płytkę do komory elektroforetycznej, umiesz-
czano ją jednak w pozycji prostopadłej do zajmowa-
nej przez płytkę w pierwszej fazie reakcji. Z kolei
działano na płytkę prądem elektrycznym o napięciu
liniowym 7,5 Ylcrn i natężeniu 10 mA ptzez okres 12
god.z. Odczytywanie i utrwalanie wyniku reakcji było
podobne jak przy immunoelektroforezie jednowymia-
roweJ.

Wynik,i i ornówienie

ujawniono u tego samego szcz,epu 1

antygenowych (ryc. 2), a odczynem
trofore,zy dwuwymiarowej 13 ko,m
genowy,ch (r5lc. 3),

Rl,c2. Odczyn immunoelektrolorczy jednowymiaro-
\\,c.j (objaśnienia ,ia]< na ryc, 1)

Odczyn immunoelektroforezy jednowymiarowej wy-
konywano przy użyciu 0,90/0 agarozy (Fluka A. G.,
Bm
gTn
5,z
dy-
lewano, do grubości 2 mm, na płytki szklane i po jej
zastygnięciu wycinano basenik na antygen (Ó:7 mm)
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Ryc,3. Odczyn immunoelektroforezy dwuwymiaro-
wej (objaśnienia jak ryc. 1)

+

Pierwsze próby określania wtraściwości sero-
arrtygenowych rómtych szczepów P, multocżda
doprowadziły do opracowania kilku, opańych na
znanych wów,czas odczyrrach s,erologiczny,ch, me-
tod klasyfikacji zarazka. Wśród szczepów, po-
chodzących od róznych gatunków zwierząt, me-
todą aglutynacji szkiełkowej udało się wyod-
rębnić 3 serotypy (Little i Lyon, 1943), metodą
,,serum protection test" na myszkach 4 serotypy
(Roberts, 7947), a odczynem hemaglutynacji po-
średniej (Carter, 1955) 5 serotypów P. multocl,-
da (I,2,3).

Jednakżę wkrótce przekonano się, ze wymie-
nione odczyny serologiczne nie zawsze wykazują
od,mienność szczepów P. multocżda o różnydn
właś,ciwoś,ciach fermentacyjrrych oraz immuno-
i patogennych (13) oraz że odczyn hemaglutyna-
cji pośred,rriej jest nieprzydatny w przypadl<u
szczepów zarazka o nikłej zawartości antygenu
otoczkowego (12). Chociaz więc powyzsze meto-
dy serologiczrrej klasyfikacji szczepów P. multo-
cżda znalazły u poszczegóInych badaczy lJzT|a-

nie, niemniej zagadnierrie dokładnego oznacza-
nia właściwoś,ci senoanty,ge,nowych tego droibno-
ustroju po,zostało otwart,e.

W 1957 r. London i Yaw pierwsi uzyli od,czy-
nu dyfuzji w żelu do badania właśoiwoś,ci sero-
antygerrowych P. multocźda L przy pomocy tego
odczynu stwiendzili u bezotroczkowej i otoczko-
wej postaci 2 szczeplw tego drobnoustroju 6
wspólnych kornponent antygenowych (1 1). Szcze-
gólną uwagę na przy,datność odczyrru podwój-
nej dyfuzji w żelu w klasyfikacji serologicznej
P. multocżdą zwrócl\i Heddleston i wsp., ktorzy
wykazali tym o,dczynem u szczepów ptasich za-
razka 5 serotypów (7) wobec 2 serotypów, wy-
oso,bniorrych w tej grupie szczepów przezLittle'a
i Lyona, a także przez Cartera (3).

Przy okazji badań nad odczynem podwójnej
dyfuzji w żelu Heddlestorr i wsp. dodatkowo
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stwi erdzili llży teczno ść o d czynu immuno el,ektro -

cznie większą liczbę komponent antygenowych
niż odczynem podwójnej dyfuzji w żelu (9, 15).

Rezultaty własrrych obserwacji ze szczepem
P. multacżda P1 w pełni potwierdzają wyniki

dział łych komponent uzyskano w odczyrrie im-
munoel,ektroforezy dwuwymiarowej; gdyby
przyjąó 1iczbę wykrytych tym odczynem kom-
ponent antygenowych za 1000/o, wówczas odse-
tek kompon,ent, ujawnionych odczynem immu-
no,elektroforezy jednowymiarow,ej w;.nrosiłby
84,6010, a stwierdzo,rrych odczynem podwójł:ei
dyfuzji w żelu za]edwi,e 53,B9o,

Wyniki badań własny,ch przemawiają za dużo
większą przydatnością odczynów irnrnunoelek-
troforezy jedno-, a zwŁaszcza dwuwymiarowej
do klasyfikacji serologiczrrej P. multocżda ntż
od,czyn;u podwójnej dyfuzji w zelu.
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- Ąerrrroctr peaxqufi qnoftrłofi AnóóysrłIr B refle,
a TaK}Ke oAIIo - ,r AByxMepHoTo I{MMyHO9JIextpo@o-
pe3a IIpil onpeAeJlenrll{ cepoanTlłrenrrrrl cnoftcrs Pas-
teurella multocida.

Ha uoAełrt luTaŃlMa Fa,steurell1a rnułtorcida Pl, rtao-
Jlr4poBallnHoro or nasilleż ,BceAcTtsMe ocTporo fiacTe-
peJIJIe3a KypMI{LI, rtccJIeAOBaJIM,cTeneHb pacnpeAeJle-
Ill4ff B3tsecTM sos6y4mrenR 6onegrłu ilocJle [pr{MeHeH 4ff
xa>x4oż v3 3 pear<l{Mft: aa,oituoit nIrnuyLrło4m$Sy3|IĄIĄ B
IeJIe, oAuoMepĘoro lx\{MyuogJlexrpoSopesa, a TaKx<e
AtsyxMepHoTo [4MMyHo9JleKrpo$opesa. Crrsopo,txy nnapeaxqrłż rroJIynIĄJIw IIyTeM MnoroxparlHoż ilMMyHfi3a-
\wu Kpoilvl:roB E3BecbIo P. multocida P1, cmerrrarłHoż
c rro,JIHIIM aAT4yBa,lłToM @pelhnpa. B pas6mrolł uepes
3aMopax<r{BaHJ4e il pa3Mopa)K]4BaHMe, a 3aTeM [pfiMe-
Hąlłle yJIbTpa3ByI{olB, B3rBecI4 M]łKpooplaHi4sMa 6ołs-
II]e Bcelo, r. e. 13 aiHTlr{xeHHblx Ko,n/fiIoHeHToLEt o6rła,py-
>Kr{JIu p ea[<I]reŻ payx uepiHoT o MMMy Ho 9 JIe[< TpoÓrolpe3a.
P,eaxqzn oAHoMepfHoI,o MMMyHog;IeKrpo$opesa [oKa-
3aJIa 11 (84,69o) Ko,NfIIorHeHTots, a peaKIIJ4ff gsoilluoit
llłĘbyswu,B refle nmul, 7 (53,BOń) KoNmoHeHTolB.

lłccne,4osarłrłfi yKa3bIBaK)T Ha donrrrryro up],rroA-
Hocts o6e,ltx pearqłrlt [łlMMyHo9fleKrpo$opesa, ą oco-
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6elłrro peaxqMu AByxMep1Ior,o r,{MMy]IIosnexnpo$opesa,
A"rI-E pac[peAeJleHl4f P. multocida lla cepoJlorJ{tleicKr4e
TpynIIbI ŁIeM peaKI]}Ii4 naońrrolł lvtó{lysuu ts reJle.

Stępkowski S., Zatzycki J., 'Wrzołek-Łobocka G. -The assay of double immunodiffusion test and im-
munoelectrophoresis in determining antigenic proper-
ties of Fasteurella rnultocida.

Using the strain of P. multocida P1, isolated from
the dead hen due to posteurellosis, the degree of com-
ponents separation of the pathogen was evaluated.
Three tests were used: a - double diffusion in agar,

b - one-dimension and two-dimension immunoelectro-
phoresis. The specific tiserun-r lvas obtained by im-
munisation of rabbits th the suspension of P. mul-
tocida P1 mixed with equal volume of complete
Treund's adiuvant. The suspension was destroyed by
freezing and thawing and then by ultrasonication.
Thirteen antigenic components were found by two-
-dimension immunoelectrophoresis. One-dimension
immunoelectrophoresis revealed 11 components (B4.6Vo)

and double diffusion test only 7 (53,BVo). The findings
indicate that two-dimension immunoelectrophoresis is
more useful than the two others to determine serolo-
gical groups of P. multocida.

TERESA NIALANOWSKA

Weterynaryjnej w Łodzi

otrzymania odpowiednich koncentracji preparatów w
podłożach. Sulfonamidy łączono z trimetoprimem w
proporcjach 20:1, 10:1, 5:1.

Na płytki Petriego z przygotowanymi podłożami po-
siewano metodą kreskową l8-godzinne hodowle bulio-
nowe szczepów Pasteurella multocida tozcieńczane
płynem fizjologicznym 10-3. Jednocześnie prowadzono
kontrolę wzrostu tych samych szczepów bakteryjnych
na podłożach bez dodatku terapeutyków. Wyniki ba-
dań odczytywano po 18 godzinach inkubacji w tem-
peraturze 37oC, Za najmniejszą dalvkę hamującą
(MIC) przyjmowano taką ilość preparatu, przy której
zahamowanie wzrostu drobnoustrojów wynosiło 900/o w
stosunku do posiewów kontrolnych.

Wrażliwość badanych drobnoustrojów na biseptol,
ampicylinę, ch]oramfenikoI, erytromycynę, gentamy-
cynę, kloksacyklinę, neomycynę, oksytetracyklinę,
penicylinę, ryfampicynę, streptomycynę oznaczano na
podłożu Mueller-Hintona przy użyciu lrrążków z anty-
biotykami produkcji Wytwórni Surowic i Szczepionek
w Warszawie. 'Wyniki interpretowano po 24 godzinach
inkubacji, zgodnie z instrukcją producenta. Dodatko-
wo przeprowadzono badanie wrażliwości szczepów
Pasteurella multocid,a na trimerazin nasycając nim
krążki bibułowe o średnicy 6 mm - d 25,0 mcg w
krążku, analogicznie do nasycenia krążków bisepto-
]em.

Wyniki i 0rnówi.enie
doświ |kazały, że
dtra pasteurella

się w od 0,1 do
0,B mcg/ml, MIC siedmiu rózrrych sulfonami-
dów od 2,0 do 32,0 mcg/ml, zaś enteramidu i
poli,sulfamidu od B,0 do ych
sulfonarnidów najbardzi się
sulfachinoksalina, która B,0
mcg/rnl p zrostu
w]Szystkich nie,co
słabśze dzi az i sul-
fatiazo1,

Porównanie działania trimetoprimu i sulforra-
midów stosowa,nych oddzielnie, ze zwią7kami

wy-
atów
obu

ciach

Synergiczne dziołonie łrimełoprimu i sulfonomidów no szczepy
Posleurello muhocido izolowone od różnych gotunków zwierzql

z zakladn Higieny

w osta,Łnich latach przeprowadzono szereg
badań nad nową formą leków sulfonamidowych
o działaniu wzmocnionym pTzez dodatek trime-
toprimu - związku bo]icz-
nym woibec kwasu go za-
siosowaniezsulfon ipełni

osobno.

czyną dużych strat w ho,dowlri zwierzęce:,
Ćelem nirriejszej pracy było okreśIerrie dzia-

łania sulforrami,dów ko,jarzonych w różrrych pro-
porcjach z trimetoprimem na SZcZepy Pasteu-
rella multocżda.

Materiał i metody

Materiał do badań stanowiło 50 szczepów Pasteu-
rella, multocid,a wyi z narządów padłych
zwierząt, w tym: i0 d bydła, 20 szczepów
od świń i 20 szczep iu. Podłożem do izo-
lacji bakterii był agar f-my Difco o pH 7,4 z dodat-
Xiein S0/o zhemolizowanej krlvi końskiej, do którego
dodawano odpowiednie ilości badanych preparatów. W
doświadczeniach użyto sulfadoksynę i trimetoprim
produkcji RFN, sulfonamidy produkcji krajowej: ma-
droxin, sulfatiazo1, sulfaguanidyna, s,trlfametazyna,
sulfachinoksalina, amidoxal oraz mieszanki sulfona-
midów p.n. enteramid i polisulfamid, ponadto prepa-

do doś-
h, z któ-
zenia dla
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