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W¹glik jest chorob¹ zaka�n¹ wywo³ywan¹ przez
Gram-dodatni¹ laseczkê Bacillus anthracis. W �rodo-
wisku zewnêtrznym laseczki Bacillus anthracis wy-
stêpuj¹ jedynie w formie przetrwalników. Po dostaniu
siê do organizmu przechodz¹ one w postaæ wegeta-
tywn¹, odpowiedzialn¹ za produkcjê toksyn, które s¹
przyczyn¹ choroby, a nawet �mierci zaka¿onego orga-
nizmu. Laseczki w¹glika po uwolnieniu z cia³a zaka-
¿onego zwierzêcia lub ze zw³ok przez naturalne otwory
cia³a, przedostaj¹ siê do �rodowiska zewnêtrznego (np.
gleba) i wówczas wytwarzaj¹ przetrwalniki, stanowi¹-
ce �ród³o zaka¿enia. Przetrwalniki s¹ niezwykle opor-
ne na niekorzystne warunki �rodowiska, dziêki czemu
mog¹ przetrwaæ w glebie nawet dziesi¹tki lat (11, 16,
17, 24). Zdolno�æ kie³kowania przetrwalników poza
organizmem zaka¿onym ma miejsce jedynie przy od-
powiednim sk³adzie pod³o¿a i korzystnych warunkach
�rodowiskowych (5, 19). Najwy¿szy wska�nik zacho-
rowañ na w¹glik notuje siê w porze letnio-jesiennej,
szczególnie po opadach deszczu, co wi¹¿e siê z wy-
p³ukiwaniem przetrwalników z g³êbszych warstw gle-
by. Do zaka¿enia zwierz¹t na terenach endemicznych
mo¿e równie¿ dochodziæ podczas suszy, kiedy trawa
zjadana jest przez zwierzêta wraz z wysuszon¹ ziemi¹
zawieraj¹c¹ przetrwalniki (11). Istniej¹ce dane o wy-
stêpowaniu w Polsce grzebowisk zwierz¹t i miejsc
zanieczyszczonych przetrwalnikami Bacillus anthra-
cis, nakazywa³y zbadanie ich przy u¿yciu dostêpnych

metod biologii molekularnej i metod bakteriologii kla-
sycznej. Miejsca takie stanowi¹ bowiem potencjalne
zagro¿enie dla �rodowiska naturalnego, zwierz¹t, jak
i cz³owieka.

Celem badañ by³o sprawdzenie obecno�ci Bacillus
anthracis w miejscach podejrzanych o zanieczyszcze-
nie tym zarazkiem.

Materia³ i metody
Próbki gleby do badañ na obecno�æ Bacillus anthracis

pobierano z okre�lonych miejsc w miejscowo�ciach:
Szkrzypiów* (ok. 21 km na p³n. zach. od Buska-Zdroju,
woj. �wiêtokrzyskie) � (próbki SS) i Zakrzów* (ok. 17 km
na zach. od Buska-Zdroju) � (próbki ZL), okolice Nabro¿a
(ok. 38 km na p³n. wsch. od Tomaszowa Lubelskiego, woj.
lubelskie, gdzie w 2001 r. stwierdzono 7 przypadków w¹g-
lika u krów, okolice Piñczowa ko³o Buska-Zdroju (woje-
wództwo �wiêtokrzyskie), z gospodarstw, gdzie w 1994 r.
zanotowano przypadki jelitowej i p³ucnej postaci w¹glika
u ja³ówki i 4 �wiñ oraz postaæ skórn¹ u rze�nika, okolice
Kolna ko³o £om¿y (województwo podlaskie), z gospo-
darstw w Janowie (ok. 19 km na p³n. wsch. od Bia³ej Pod-
laskiej), gdzie zanotowano w 1996 r. 2 przypadki w¹glika
u krów oraz w £osewie (ok. 45 km na p³n. zach. od £om¿y)
� jeden przypadek w¹glika u krowy. Próbki gleby pobiera-
no (z u¿yciem kombinezonów gazoszczelnych typu A)
w ilo�ci 100 gramów, z powierzchni 100 cm × 100 cm
wierzchniej warstwy gleby (do 10 cm g³êboko�ci) do tore-
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bek Biohazard, które nastêpnie umieszczano w pojemni-
kach przeznaczonych do transportu materia³ów zaka�nych.
Próbki do czasu wykonania badañ przechowywano w temp.
4°C. Ze szcz¹tków szkieletu krowy podejrzanej o w¹glik
zakopanej w lesie we wsi Zakrzów w gminie Piñczów ko³o
Buska-Zdroju (próbki ZZ) pobrano próbki ko�ci i ¿uchwy
postêpuj¹c z nimi w sposób opisany powy¿ej.

W badaniach bakteriologicznych stosowano pod³o¿a:
PLET A (Fluka BioChemika, USA), Muellera-Hintona
(Zak³ady Enzymów i Peptonów, Biotechnologia BTL spó³ka
z o.o.), agar krwawy podstawowy DM 100 Mast Diag-
nostica, Niemcy, bulion z wyci¹giem mózgowo-sercowym
produkcji DM 106 Mast Diagnostica, Niemcy, agar wzbo-
gacony (Zak³ady Enzymów i Peptonów, Biotechnologia
BTL sp. z o.o.), bulion tryptonowo-sojowy DM 226 Mast
Diagnostica, Niemcy).

Wykrywanie przetrwalników Bacillus anthracis. Sto-
sowano test Smart� II-Anthrax Spore, produkcji NHD
Corp. (20), zgodnie z instrukcj¹ producenta. Kontrolê ujem-
n¹ stanowi³ Bacillus cereus ATCC10876, za� dodatni¹
Bacillus anthracis 34F2

.
Izolacja Bacillus anthracis z próbek gleby. W tym celu

stosowano metodê Beyera i wsp. (1).
Izolacja Bacillus anthracis z miazgi zêbowej. Zêby pod-

dawano 20-minutowej k¹pieli w 50% roztworze wybiela-
cza, p³ukano wod¹ destylowan¹ i poddano dzia³aniu pro-
mieniowania UV; l = 325 nm przez 20 minut (7). Miazgê
zêbow¹ uwalniano i przy u¿yciu wymazówek przenoszono
do 10 ml TSB (6). Próbki inkubowano przez 12 godzin
w 37°C przy 150 rpm, po czym 3 ml hodowli odwirowy-
wano przy 11 000-25 000 rcf, zawieszano w 1 ml p³ynu
fizjologicznego i gotowano przez 15 minut, po czym pod-
dawano analizie genetycznej na obecno�æ markerów cha-
rakterystycznych dla Bacillus anthracis.

Wykrywanie antygenu PA Bacillus anthracis testem
Smart� II-Anthrax PA. Szczepy bakterii, wyizolowane
z próbek gleby i miazgi zêbowej inkubowano przez 18 go-
dzin w 37°C w 3 ml p³ynnego pod³o¿a BHI, które badano
na obecno�æ antygenu PA wed³ug instrukcji producenta.

Izolacja materia³u genetycznego. Izolacjê plazmido-
wego i chromosomalnego DNA Bacillus anthracis prze-
prowadzono przy u¿yciu gotowych zestawów Plasmid
Miniprep Plus i Genomic DNA Prep Plus (A&A Biotech-
nology, Gdynia).

Metoda PCR. Do amplifikacji sekwencji chromosomal-
nej Ba813 przygotowano 50 µl mieszaniny reakcyjnej za-
wieraj¹cej: 20 ng/µl DNA chromosomalnego, po 200 µM
ka¿dego z oligonukleotydów, po 1 µM starterów R1 i R2
(26) oraz polimerazê Taq 2,5 U/µl (Fermentas). Amplifi-
kacjê DNA przeprowadzono zgodnie z profilem stosowa-
nym przez Ramisse i wsp. (26) w termocyklerze iCycler�
Thermal Cycler (Bio Rad). Produkty PCR analizowano
metod¹ elektroforezy w buforze TBE w 2% ¿elu agarozo-
wym z bromkiem etydyny o stê¿eniu 5 mg/ml (Sigma-
-Aldrich) stosuj¹c wzorzec masy molekularnej � 100 bp
DNA Ladder (Fermentas, LT) oraz kontrolê pozytywn¹ (Ba-
cillus anthracis 211). Produkty amplifikacji analizowano
przy u¿yciu systemu do rejestracji ¿eli � ImageMaster® VDS
(Pharmacia Biotech.). Do rejestracji ¿elu u¿yto programu

LIS. CAP wersji 1.0 przy wykorzystaniu programu Gel Scan
1.13 oraz LIS. CAP wersji 1.0.

Nested PCR. Do amplifikacji genów pag w plazmidzie
pXO1 i cap w pXO2 u¿yto mieszaniny reakcyjnej zawiera-
j¹cej 20 ng/µl DNA, po 200 µM ka¿dego z oligonukleoty-
dów, po 1 µM starterów zewnêtrznych PA 5, PA 8, Cap 6,
Cap 103 (1). Amplifikacjê DNA przeprowadzono w ter-
mocyklerze iCycler� Thermal Cycler (Bio Rad), stosuj¹c
profil termiczny podany przez Bayera i wsp. (1). Produkty
amplifikacji oznaczano elektroforetycznie w 1,5% ¿elu
agarozowym stosuj¹c wzorzec masy molekularnej � 100 bp
DNA ladder. Mieszaninê reakcyjn¹ w nested PCR przygo-
towano w sposób podany wy¿ej, z u¿yciem starterów we-
wnêtrznych (PA 6/7 i Cap 9/102). Jako matrycy u¿yto 2,5 µl
produktów amplifikacji powsta³ych w rundzie pierwszej.
Produkty amplifikacji oznaczano w identyczny co poprzed-
nio sposób.

Multiplex PCR. Zastosowano do badañ na obecno�æ ge-
nów: cya, pag, genu capC oraz markera chromosomalnego
Ba813. Do amplifikacji przygotowano 50 µl mieszaninê
reakcyjn¹ zawieraj¹c¹: 20 ng/µl DNA, po 200 µM ka¿de-
go z oligonukleotydów, polimerazê Taq 5 U/µl (Sigma) po
1 µM starterów Pag1, Pag2 oraz Cya 1, Cya 2, CapC 1,
CapC 2 oraz R 1 i R 2 (26). Amplifikacjê DNA przeprowa-
dzono w termocyklerze iCycler� Thermal Cycler (Bio
Rad), stosuj¹c profil termiczny podany przez Ramisse i wsp.
(26).

Wra¿liwo�æ na penicylinê. Przeprowadzono test dyfu-
zyjno-kr¹¿kowy na pod³o¿u Muellera-Hintona, u¿ywaj¹c
kr¹¿ków z penicylin¹ o stê¿eniu 10 µg/µl (P 10). Wyniki
odczytywano po 18 godzinnej inkubacji w atmosferze tle-
nowej w 37°C. Kontrolê stanowi³y szczepy Bacillus ce-
reus ATCC10876 i Bacillus anthracis 34F

2
.

Test fagowy. Wykonano w sposób opisany przez Turn-
bulla i wsp. (33) stosuj¹c dla kontroli dodatniej Bacillus
anthracis 34F

2
, a ujemnej Bacillus cereus ATCC 10876

i Bacillus subtilis ATCC 6633. Wynik dodatni polega³ na
pojawieniu siê przeja�nieñ (³ysinek) w miejscu naniesie-
nia bakteriofaga (33).

Badania biochemiczne. Wykonano przy u¿yciu zesta-
wu API 50 CHB wed³ug instrukcji producenta (Bio-Me-
rieux). Ocenê wyników interpretowano na podstawie tabe-
li identyfikacyjnej i komputerowego programu API-LAB.

Wyniki i omówienie
Ogó³em przebadano 93 próbki, z których 30 pocho-

dzi³o z okolic Tomaszowa Lubelskiego, 30 z £om¿y,
a 33 z Buska Zdroju. W 30 próbkach izolowanych
z okolic Tomaszowa Lubelskiego technik¹ PCR nie
wykryto sekwencji Ba813, a metod¹ nested PCR rów-
nie¿ genów pag i cap, charakterystycznych dla Bacil-
lus anthracis. W 30 przebadanych próbkach ziemi
z okolic £om¿y i 20 z okolic Buska Zdroju nie wykry-
to tak¿e ¿adnych produktów amplifikacji charaktery-
stycznych dla Bacillus anthracis. Prawdopodobnie
miejsca sk¹d pobierano próbki nie by³y dok³adnie zi-
dentyfikowane jako miejsca padniêcia zwierz¹t lub
poddano je wcze�niej skutecznym zabiegom dezyn-
fekcyjnym, co mog³o mieæ wp³yw na negatywne wy-
niki badañ.
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Sekwencjê chromosomaln¹ Ba813 wykryto w prób-
kach SS1, SS3 i ZL2, a obecno�æ genu pag (metod¹
nested PCR) wykazano w próbkach SS3 i ZL2 (ryc. 1).
Metod¹ multiplex PCR w tych ostatnich stwierdzono
produkt amplifikacji o d³ugo�ci 264 pz charakterystycz-
ny dla genu capC (ryc. 2). Wyniki te potwierdzono
standardowym PCR przy u¿yciu starterów PA 5/8
i CapC 1/2 otrzymuj¹c produkty amplifikacji 596 pz

dla genu pag i 264 pz dla genu cap (ryc. 3). W bada-
niach 8 próbek miazgi zêbowej w trzech z nich (ZZ3,
ZZ5, ZZ8) wykryto sekwencjê chromosomaln¹ Ba813.
Przy badaniu ich na obecno�æ genu pag i cap metod¹
nested PCR przy u¿yciu starterów PA 5/8, PA 6/7, Cap

6/103 i Cap 9/102 uzyskano wyniki nega-
tywne. Obecno�æ genu cap metod¹ multiplex
PCR stwierdzono w próbkach ZZ3, ZZ5
i ZZ8 (ryc. 2). Sekwencja Ba813 wystêpuje
wprawdzie u wszystkich szczepów Bacillus
anthracis, ale stwierdza siê j¹ tak¿e u szcze-
pów przej�ciowych, w grupie Bacillus cereus
(2, 3, 21, 23, 25-27). Szczepy przej�ciowe
z sekwencj¹ Ba813 izolowane s¹ z miejsc
padniêæ zwierz¹t chorych na w¹glik (9, 23),
jednak pochodzenie ich nie jest jeszcze do-
k³adnie poznane (23). Izolowany w niniej-
szych badaniach szczep SS1 mo¿na zaliczyæ
do przej�ciowych, gdy¿ nie wykazywa³ on
obecno�ci innych poza Ba813 markerów ge-
netycznych charakterystycznych dla Bacillus
anthracis. Na uwagê zas³uguje fakt uzyski-
wania ró¿nych wyników badañ genetycznych
w zale¿no�ci od zastosowanych starterów,
u¿ywanych do diagnostyki genetycznej Ba-
cillus anthracis. Prawdopodobnie jest to
zwi¹zane ze zmianami w sekwencji odcinka
genu targetowego badanych szczepów po-
wsta³ymi na skutek mutacji (czê�ciowych
delecji zasad) w plazmidach pXO1 i pXO2.
Zmiany w genomie i w plazmidach bakterii

Ryc. 1. Wykrywanie technik¹ nested PCR obecno�ci genu pag
i cap Bacillus anthracis w próbkach gleby opracowanych
metod¹ Beyera i wsp. (1) pobranych z okolic Skrzypiowa
i Zakrzowa
Linie 1, 10 � wzorzec masy molekularnej; marker 100 bp DNA
ladder;
Linie 2-6 � próbki gleby (SS1, SS2, SS3, ZL1, ZL2);
Linia 7 � kontrola mastermixu;
Linia 8 � kontrola ujemna (K�) Bacillus subtilis ATCC 6633;
Linia 9 � kontrola dodatnia (K+) Bacillus anthracis 211

I runda

Startery
PA5/8
Cap 6/103

II runda

Startery
PA6/7
Cap9/102

210 pz

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ryc. 2. Wyniki badañ metod¹ multiplex PCR szczepów wy-
izolowanych metod¹ Beyera i wsp. (1) z próbek gleby pocho-
dz¹cych z okolic Skrzypiowa i Zakrzowa i miazgi zêbowej
Linia 1 i 9 � wzorzec masy molekularnej, marker 100 bp DNA
ladder;
Linie 7 i 15 � kontrola ujemna (K�) Bacillus subtilis ATCC 6633;
Linie 8 i 16 � kontrola dodatnia (K+) Bacillus anthracis 211;
Linie 2-6 i 10-14 � izolaty z próbek gleby pobranych z okolic
Skrzypiowa (SS) i Zakrzowa (ZL) oraz z miazgi zêbowej z oko-
lic Zakrzowa (ZZ)

R 1/2

152 pz

Pag 1/2

747 pz

CapC 1/2

264 pz

Cya 1/2

546 pz

SS3 ZL2 ZZ3 ZZ5 ZZ8 K– K+ SS3 ZL2 ZZ3 ZZ5 ZZ8 K– K+

SS3 ZL2 ZZ3 ZZ5 ZZ8 K– K+ SS3 ZL2 ZZ3 ZZ5 ZZ8 K– K+

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Ryc. 3. Zestawienie wyników badañ przy u¿yciu standardowego PCR szcze-
pów wyizolowanych z próbek gleby i miazgi zêbowej metod¹ Beyera
i wsp. (1) na obecno�æ sekwencji Ba813, genów pag i cap
Linia 1 i 15 � wzorzec masy molekularnej, marker 100 bp DNA ladder;
Linie 2, 5, 8 � produkty amplifikacji powsta³e przy u¿yciu starterów R1/R2;
Linie 3, 6, 9 � produkty amplifikacji powsta³e przy u¿yciu starterów PA 5/8
(SS3, ZL2) i Pag 1/2 (ZZ5);
Linie 4, 7, 10 � produkty amplifikacji powsta³e przy u¿yciu starterów CapC 1/2;
Linia 11 � kontrola dodatnia � Bacillus anthracis szczep 211; reakcja amplifi-
kacji z udzia³em starterów PA 5/8 i CapC 1/2;
Linia 12 � kontrola dodatnia � Bacillus anthracis szczep 211; reakcja amplifi-
kacji z udzia³em starterów Pag 1/2, CapC 1/2, R1/R2;
Linia 13 � kontrola ujemna � Bacillus cereus ATCC 10876; reakcja amplifika-
cji z udzia³em starterów PA 5/8 i CapC 1/2;
Linia 14 � kontrola ujemna � Bacillus cereus ATCC 10876; reakcja amplifika-
cji z udzia³em starterów Pag 1/2, CapC 1/2, R1/R2

SS3
ZL2

ZZ5
K+ K–

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

747 pz
596 pz
264 pz
152 pz



Medycyna Wet. 2007, 63 (8) 949

pochodz¹cych z próbek �rodowiskowych, poddawa-
nych dzia³aniu ró¿norodnych czynników fizycznych
i chemicznych, mog¹ byæ czêste (29).

Obecno�æ szczepów posiadaj¹cych tylko sekwen-
cjê genu capC (ZZ3, ZZ5 i ZZ8) mo¿e �wiadczyæ
o utracie przez nie plazmidu pXO1. W glebie, bêd¹cej
�rodowiskiem bytowania ró¿norodnych gatunków bak-
terii, mo¿e mieæ miejsce transfer genów (29), co mo¿e
powodowaæ trudno�ci diagnostyczne (27) oraz two-
rzyæ potencjalne zagro¿enie epidemiologiczne. Dono-
szono np. o przypadkach izolacji Bacillus cereus przy
zapaleniu przyzêbia (8, 31) oraz zapaleniu p³uc (10).
W tym ostatnim przypadku wyizolowany szczep Ba-
cillus cereus G9241 posiada³ plazmid pBCXO1, wy-
kazuj¹cy a¿ 99,6% podobieñstwa z plazmidem pXO1
Bacillus anthracis. Powodowa³ on 100% �miertelno�æ
zaka¿onych myszy, mimo ¿e nie posiada³ plazmidu
pXO2.

Miejsca sk¹d pobierano próbki poddawane by³y ru-
tynowo dezynfekcji po zagrzebaniu tam zwierz¹t pa-
d³ych na w¹glik, co mog³o mieæ wp³yw na wyniki izo-
lacji. Byæ mo¿e, w miejscach, sk¹d pobrano próbki
i wyizolowano szczepy SS1 i SS3 w sk³adnicy padlin
w Skrzypiowie oraz szczep ZL2 (na grzebowisku
w Zakrzowie), dezynfekcja mog³a byæ mniej skutecz-
na, o czym mo¿e �wiadczyæ utrzymywanie siê tam
przetrwalników Bacillus anthracis prawdopodobnie
przez dziesi¹tki lat.

Wykazanie obecno�ci szczepów Bacillus anthracis
w miazdze zêbowej jest pierwsz¹ informacj¹ na ten
temat w pi�miennictwie. Droncourt i wsp. (6) w 1998 r.
wykryli obecno�æ Yersinia pestis w próbkach miazgi
zêbowej pobranej z zêbów ludzi zmar³ych w �rednio-
wieczu w Marsylii, w czasie panowania d¿umy. De
Vos (cyt. 11) wyizolowa³ Bacillus anthracis ze szcz¹t-
ków ko�ci zwierz¹t pochodz¹cych sprzed 200 lat.

W badaniach metodami mikrobiologii klasycznej
wykazano, ¿e szczepy wyizolowane z próbek SS3, ZL2
i ZZ5 nie mia³y w³a�ciwo�ci hemolitycznych i by³y
wra¿liwe na penicylinê, co jest zgodne z danymi in-
nych autorów (32). Niektórzy badacze donosz¹ jed-
nak o wystêpowaniu oporno�ci na penicylinê u 3 do
5% szczepów Bacillus anthracis (9, 22) i wykazuj¹-
cych ponadto s³abo wyra¿one w³a�ciwo�ci hemolitycz-
ne. Izolat posiadaj¹cy jedynie marker chromosomalny
Ba813 (SS1), wykazywa³ czê�ciow¹ hemolizê, nie
tworzy³ b³onki na powierzchni hodowli p³ynnej i by³
oporny na penicylinê. Podobne spostrze¿enia dotycz¹-
ce szczepów Bacillus sp. Ba813+ poczynili inni auto-
rzy (9, 27). Na pod³o¿u PLET A w badaniach
w³asnych obserwowano wzrost bardzo drobnych ko-
lonii (o �rednicy od 2 do 3 mm) jedynie izolatu ZZ5.
Pod³o¿e PLET A (12), pozwala na wykrycie Bacillus
anthracis przy hamowaniu wzrostu innych szczepów
z rodzaju Bacillus sp. Wed³ug Cheuna i wsp. (4) oraz
Beyera i wsp. (1), pod³o¿e to mo¿e stwarzaæ czasami
trudno�ci, hamuj¹c wzrost niektórych szczepów Ba-
cillus anthracis, co obserwowano tak¿e w badaniach

w³asnych. W pod³o¿u p³ynnym szczepy SS3, ZL2
i ZZ5 wykazywa³y charakterystyczny dla Bacillus
anthracis wzrost w postaci delikatnej b³onki na po-
wierzchni po¿ywki, która po lekkim wstrz¹�niêciu pro-
bówk¹ opada³a na dno, tworz¹c osad, czego nie obser-
wuje siê w hodowli Bacillus cereus (30). W diagno-
styce Bacillus anthracis wykorzystuje siê tak¿e test
fagowy (18, 28), który odznacza siê du¿¹ swoisto�ci¹
(33) dziêki czemu jest stosowany w praktyce do prze-
siewu du¿ej liczby próbek podejrzanych o obecno�æ
w nich Bacillus anthracis (11, 18). Wed³ug Turnbulla
(32), 3% izolowanych szczepów Bacillus anthracis
wykazuje oporno�æ na lityczne dzia³anie faga gamma.
W badaniach w³asnych, w hodowlach pochodz¹cych
z próbek SS3, ZL2 i ZZ5 ju¿ po 12-godzinnej inkuba-
cji w 37°C zaobserwowano wyra�ne ³ysinki, bêd¹ce
efektem litycznego dzia³ania faga, identyczne do ob-
serwowanych w badaniach z u¿yciem szczepu Bacil-
lus anthracis 34F

2
. Niektórzy autorzy wskazuj¹ na

mo¿liwo�æ wystêpowania szczepów wra¿liwych na
jego dzia³anie, lecz nale¿¹cych do innych ni¿ Bacillus
anthracis gatunków, oraz obecno�æ szczepów Bacil-
lus anthracis opornych na tego faga (11). W �wietle
powy¿szych danych test ten nale¿y stosowaæ w po³¹-
czeniu z innymi metodami (11, 33).

Badania biochemiczne przeprowadzone w oparciu
o komercyjny zestaw API 50 CHB pozwalaj¹ na okre�-
lenie profilu biochemicznego testowanych szczepów
bakterii, pomocnego w ich identyfikowaniu i typowa-
niu (15). W badaniach testem API zaobserwowano,
¿e szczepy ZL2 i ZZ5 posiada³y zdolno�æ fermentacji
wêglowodanów o profilu charakterystycznym dla Ba-
cillus anthracis, z wyj¹tkiem fruktozy i skrobi (prób-
ka ZZ5), oraz samej skrobi w przypadku próbki ZL2.
Szczep wyizolowany z próbki SS3 ró¿ni³ siê brakiem
zdolno�ci metabolizowania skrobi przy fermentacji
arabinozy, inozytolu i mannitolu. Wed³ug Logana
i wsp. (15), dla Bacillus anthracis charakterystyczny
jest rozk³ad 10 wêglowodanów. Do wyników badañ
biochemicznych nale¿y podchodziæ jednak ostro¿nie,
gdy¿ nawet niewielkie zmiany w genomie bakteryj-
nym mog¹ prowadziæ do zaburzeñ w produkcji i zmian
niektórych enzymów uczestnicz¹cych w rozk³adzie
okre�lonych wêglowodanów.

Obecno�æ przetrwalników Bacillus anthracis
w próbkach SS3, ZL2 i ZZ5 potwierdzono testem im-
munochromatograficznym uznanym za metodê swo-
ist¹ i czu³¹, na co ma wp³yw jako�æ zastosowanych
przeciwcia³ (20). Stosunkowo niski procent reakcji
fa³szywie dodatnich stwierdzono przy badaniu próbek
t¹ technik¹ podczas ataków bioterrorystycznych
w USA. W badaniach wykazano, ¿e szczepy z sekwen-
cj¹ chromosomaln¹ Ba813 i brakiem plazmidu pXO1,
nie produkowa³y bia³ka PA, co jest zgodne z ustale-
niami innych autorów (13, 14). Szczepy, u których
wykryto obecno�æ plazmidu pXO1, produkowa³y
wspomniany antygen.
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Podsumowanie
Wykrycie w dwóch badanych miejscach obecno�ci

szczepów Bacillus anthracis wskazuje na konieczno�æ
monitorowania grzebowisk zwierz¹t dla skutecznej
ochrony ludzi, zwierz¹t oraz �rodowiska. Miazga zê-
bowa mo¿e byæ stosowana do izolacji przetrwalników
Bacillus anthracis. Istnieje konieczno�æ dokonania
krytycznej oceny stosowanych starterów w aspekcie
ich wykorzystania do badañ na obecno�æ Bacillus an-
thracis w próbkach �rodowiskowych.
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