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Bacillus anthracis spores in the environment

Summary

93 environmental samples were collected and tested using molecular biology techniques. The presence of
chromosomal sequence Ba813 was detected in three soil samples (SS1, SS3, ZL.2) and in three dental pulp
samples (ZZ3, ZZ5, Z.78). The presence of pag gene (210 bp) was observed in SS3 and ZL.2 samples. There
were no positive reactions with primers targeting the capsule encoding gene (777 bp). Multiplex PCR reaction
enables identification of capC gene (264 bp) in five samples: SS3, Z1.2, ZZ3, 775, ZZ8. The presence of pag
gene (SS3, ZL.2) and cap gene (SS3, ZL2, ZZ5) were observed in standard PCR. Bacillus anthracis spores were
detected by SMART test in three samples: SS3, Z1.2 and ZZ5. These strains were non-hemolytic, sensitive to
penicillin and gamma phage. The PCR positive for pag gene isolates were able to produce PA (protective

antigen).
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Waglik jest choroba zakazna wywotywana przez
Gram-dodatnia laseczke Bacillus anthracis. W $rodo-
wisku zewnetrznym laseczki Bacillus anthracis wy-
stepuja jedynie w formie przetrwalnikéw. Po dostaniu
si¢ do organizmu przechodza one w posta¢ wegeta-
tywna, odpowiedzialng za produkcj¢ toksyn, ktore sa
przyczyna choroby, a nawet §mierci zakazonego orga-
nizmu. Laseczki waglika po uwolnieniu z ciala zaka-
zonego zwierzgcia lub ze zwlok przez naturalne otwory
ciata, przedostaja si¢ do sSrodowiska zewngtrznego (np.
gleba) i wowczas wytwarzaja przetrwalniki, stanowia-
ce zrodto zakazenia. Przetrwalniki s niezwykle opor-
ne na niekorzystne warunki srodowiska, dzigki czemu
moga przetrwaé w glebie nawet dziesiatki lat (11, 16,
17, 24). Zdolnos$¢ kietkowania przetrwalnikoéw poza
organizmem zakazonym ma miejsce jedynie przy od-
powiednim sktadzie podtoza i korzystnych warunkach
srodowiskowych (5, 19). Najwyzszy wskaznik zacho-
rowan na waglik notuje si¢ w porze letnio-jesienne;j,
szczegoblnie po opadach deszczu, co wiaze si¢ z wy-
ptukiwaniem przetrwalnikow z glgbszych warstw gle-
by. Do zakazenia zwierzat na terenach endemicznych
moze réwniez dochodzi¢ podczas suszy, kiedy trawa
zjadana jest przez zwierzgta wraz z wysuszona ziemia
zawierajaca przetrwalniki (11). Istniejace dane o wy-
stgpowaniu w Polsce grzebowisk zwierzat i miejsc
zanieczyszczonych przetrwalnikami Bacillus anthra-
cis, nakazywaly zbadanie ich przy uzyciu dostgpnych

metod biologii molekularnej i metod bakteriologii kla-
sycznej. Miejsca takie stanowia bowiem potencjalne
zagrozenie dla srodowiska naturalnego, zwierzat, jak
1 cztlowieka.

Celem badan byto sprawdzenie obecnosci Bacillus
anthracis w miejscach podejrzanych o zanieczyszcze-
nie tym zarazkiem.

Material i metody

Probki gleby do badan na obecno$¢ Bacillus anthracis
pobierano z okreslonych miejsc w miejscowosciach:
Szkrzypiow* (ok. 21 km na pin. zach. od Buska-Zdroju,
woj. s$wigtokrzyskie) — (probki SS) i Zakrzéw* (ok. 17 km
na zach. od Buska-Zdroju) — (prébki ZL), okolice Nabroza
(ok. 38 km na pin. wsch. od Tomaszowa Lubelskiego, woj.
lubelskie, gdzie w 2001 r. stwierdzono 7 przypadkow wag-
lika u krow, okolice Pinczowa koto Buska-Zdroju (woje-
wodztwo swigtokrzyskie), z gospodarstw, gdzie w 1994 r.
zanotowano przypadki jelitowej i plucnej postaci waglika
u jatowki 1 4 §win oraz posta¢ skormna u rzeznika, okolice
Kolna koto Lomzy (wojewodztwo podlaskie), z gospo-
darstw w Janowie (ok. 19 km na pin. wsch. od Biatej Pod-
laskiej), gdzie zanotowano w 1996 r. 2 przypadki waglika
u krow oraz w Losewie (ok. 45 km na pin. zach. od Lomzy)
— jeden przypadek waglika u krowy. Probki gleby pobiera-
no (z uzyciem kombinezonow gazoszczelnych typu A)
w ilosci 100 gramow, z powierzchni 100 cm % 100 cm
wierzchniej warstwy gleby (do 10 cm glebokosci) do tore-
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bek Biohazard, ktore nastgpnie umieszczano w pojemni-
kach przeznaczonych do transportu materiatow zakaznych.
Probki do czasu wykonania badan przechowywano w temp.
4°C. Ze szczatkdw szkieletu krowy podejrzanej o waglik
zakopanej w lesie we wsi Zakrzéw w gminie Pinczow koto
Buska-Zdroju (probki ZZ) pobrano probki kosci i zuchwy
postepujac z nimi w sposob opisany powyze;j.

W badaniach bakteriologicznych stosowano podioza:
PLET A (Fluka BioChemika, USA), Muellera-Hintona
(Zaktady Enzymow i Peptonow, Biotechnologia BTL spotka
Z 0.0.), agar krwawy podstawowy DM 100 Mast Diag-
nostica, Niemcy, bulion z wyciagiem mdzgowo-sercowym
produkcji DM 106 Mast Diagnostica, Niemcy, agar wzbo-
gacony (Zaktady Enzymow i Peptonow, Biotechnologia
BTL sp. z 0.0.), bulion tryptonowo-sojowy DM 226 Mast
Diagnostica, Niemcy).

Wykrywanie przetrwalnikow Bacillus anthracis. Sto-
sowano test Smart™ II-Anthrax Spore, produkcji NHD
Corp. (20), zgodnie z instrukcja producenta. Kontrolg ujem-
na stanowit Bacillus cereus ATCC10876, za$ dodatnia
Bacillus anthracis 34F,.

Izolacja Bacillus anthracis z prébek gleby. W tym celu
stosowano metode Beyera i wsp. (1).

Izolacja Bacillus anthracis z miazgi z¢gbowej. Zegby pod-
dawano 20-minutowej kapieli w 50% roztworze wybiela-
cza, ptukano woda destylowana i poddano dziataniu pro-
mieniowania UV; A = 325 nm przez 20 minut (7). Miazge
ze¢bowa uwalniano i przy uzyciu wymazowek przenoszono
do 10 ml TSB (6). Probki 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 ptynu
fizjologicznego i gotowano przez 15 minut, po czym pod-
dawano analizie genetycznej na obecno$¢ markerow cha-
rakterystycznych dla Bacillus anthracis.

Wykrywanie antygenu PA Bacillus anthracis testem
Smart™ II-Anthrax PA. Szczepy bakterii, wyizolowane
z probek gleby i miazgi zgbowej inkubowano przez 18 go-
dzin w 37°C w 3 ml pltynnego podtoza BHI, ktore badano
na obecno$¢ antygenu PA wedlug instrukcji producenta.

Izolacja materialu genetycznego. Izolacje¢ plazmido-
wego i chromosomalnego DNA Bacillus anthracis prze-
prowadzono przy uzyciu gotowych zestawow Plasmid
Miniprep Plus i Genomic DNA Prep Plus (A&A Biotech-
nology, Gdynia).

Metoda PCR. Do amplifikacji sekwencji chromosomal-
nej Ba813 przygotowano 50 ul mieszaniny reakcyjnej za-
wierajacej: 20 ng/ul DNA chromosomalnego, po 200 uM
kazdego z oligonukleotydow, po 1 uM starteréw R1 i R2
(26) oraz polimeraz¢ Taq 2,5 U/ul (Fermentas). Amplifi-
kacje DNA przeprowadzono zgodnie z profilem stosowa-
nym przez Ramisse i wsp. (26) w termocyklerze iCycler™
Thermal Cycler (Bio Rad). Produkty PCR analizowano
metoda elektroforezy w buforze TBE w 2% zelu agarozo-
wym z bromkiem etydyny o stezeniu 5 mg/ml (Sigma-
-Aldrich) stosujac wzorzec masy molekularnej — 100 bp
DNA Ladder (Fermentas, LT) oraz kontrolg pozytywna (Ba-
cillus anthracis 211). Produkty amplifikacji analizowano
przy uzyciu systemu do rejestracji zeli — ImageMaster® VDS
(Pharmacia Biotech.). Do rejestracji zelu uzyto programu
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LIS. CAP wers;ji 1.0 przy wykorzystaniu programu Gel Scan
1.13 oraz LIS. CAP wersji 1.0.

Nested PCR. Do amplifikacji genow pag w plazmidzie
pXO1 icap w pXO2 uzyto mieszaniny reakcyjnej zawiera-
jacej 20 ng/ul DNA, po 200 uM kazdego z oligonukleoty-
déw, po 1 uM starterow zewngtrznych PA 5, PA 8, Cap 6,
Cap 103 (1). Amplifikacj¢ DNA przeprowadzono w ter-
mocyklerze iCycler™ Thermal Cycler (Bio Rad), stosujac
profil termiczny podany przez Bayera i wsp. (1). Produkty
amplifikacji oznaczano elektroforetycznie w 1,5% zelu
agarozowym stosujac wzorzec masy molekularnej — 100 bp
DNA ladder. Mieszaning reakcyjna w nested PCR przygo-
towano w sposob podany wyzej, z uzyciem starterow we-
wnetrznych (PA 6/7 1 Cap 9/102). Jako matrycy uzyto 2,5 ul
produktow amplifikacji powstatych w rundzie pierwsze;j.
Produkty amplifikacji oznaczano w identyczny co poprzed-
nio sposob.

Multiplex PCR. Zastosowano do badan na obecno$¢ ge-
now: cya, pag, genu capC oraz markera chromosomalnego
Ba813. Do amplifikacji przygotowano 50 pl mieszaning
reakcyjna zawierajaca: 20 ng/ul DNA, po 200 uM kazde-
go z oligonukleotydow, polimerazg Taq 5 U/ul (Sigma) po
1 uM starterow Pagl, Pag2 oraz Cya 1, Cya 2, CapC 1,
CapC2orazR 11R 2 (26). Amplifikacje DNA przeprowa-
dzono w termocyklerze iCycler™ Thermal Cycler (Bio
Rad), stosujac profil termiczny podany przez Ramisse i wsp.
(26).

Wrazliwo$¢ na penicyline. Przeprowadzono test dyfu-
zyjno-krazkowy na podtozu Muellera-Hintona, uzywajac
krazkow z penicyling o stezeniu 10 pg/pl (P 10). Wyniki
odczytywano po 18 godzinnej inkubacji w atmosferze tle-
nowej w 37°C. Kontrole stanowily szczepy Bacillus ce-
reus ATCC10876 i Bacillus anthracis 34F .

Test fagowy. Wykonano w sposob opisany przez Turn-
bulla i wsp. (33) stosujac dla kontroli dodatniej Bacillus
anthracis 34F,, a ujemnej Bacillus cereus ATCC 10876
1 Bacillus subtilis ATCC 6633. Wynik dodatni polegat na
pojawieniu si¢ przejasnien (lysinek) w miejscu naniesie-
nia bakteriofaga (33).

Badania biochemiczne. Wykonano przy uzyciu zesta-
wu API 50 CHB wedlug instrukcji producenta (Bio-Me-
rieux). Oceng wynikéw interpretowano na podstawie tabe-
li identyfikacyjnej i komputerowego programu API-LAB.

Wyniki i omowienie

Ogotem przebadano 93 probki, z ktorych 30 pocho-
dzito z okolic Tomaszowa Lubelskiego, 30 z Lomzy,
a 33 z Buska Zdroju. W 30 probkach izolowanych
z okolic Tomaszowa Lubelskiego technika PCR nie
wykryto sekwencji Ba813, a metoda nested PCR row-
niez gendéw pag i cap, charakterystycznych dla Bacil-
lus anthracis. W 30 przebadanych probkach ziemi
z okolic Lomzy i 20 z okolic Buska Zdroju nie wykry-
to takze zadnych produktow amplifikacji charaktery-
stycznych dla Bacillus anthracis. Prawdopodobnie
miejsca skad pobierano probki nie byly doktadnie zi-
dentyfikowane jako miejsca padnigcia zwierzat lub
poddano je wczesniej skutecznym zabiegom dezyn-
fekcyjnym, co moglo mie¢ wptyw na negatywne wy-
niki badan.



I runda

Startery
PA5/8
Cap 6/103

II runda

Startery
PA6/7
Cap9/102

210 pz

Ryc. 1. Wykrywanie technika nested PCR obecnos$ci genu pag
i cap Bacillus anthracis w prébkach gleby opracowanych
metoda Beyera i wsp. (1) pobranych z okolic Skrzypiowa
i Zakrzowa

Linie 1, 10 — wzorzec masy molekularnej; marker 100 bp DNA
ladder;

Linie 2-6 — probki 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

Sekwencj¢ chromosomalng Ba813 wykryto w prob-
kach SS1, SS3 i ZL2, a obecnos¢ genu pag (metoda
nested PCR) wykazano w probkach SS31ZL2 (ryc. 1).
Metoda multiplex PCR w tych ostatnich stwierdzono
produkt amplifikacji o dlugo$ci 264 pz charakterystycz-
ny dla genu capC (ryc. 2). Wyniki te potwierdzono
standardowym PCR przy uzyciu starterow PA 5/8
1 CapC 1/2 otrzymujac produkty amplifikacji 596 pz

1 2 3 4 5 6 7 8

Ryec. 2. Wyniki badan metoda multiplex PCR szczepow wy-
izolowanych metoda Beyera i wsp. (1) z prébek gleby pocho-
dzacych z okolic Skrzypiowa i Zakrzowa i miazgi zgbowej
Linia 1 i 9 — wzorzec masy molekularnej, marker 100 bp DNA
ladder;

Linie 71 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 probek gleby pobranych z okolic
Skrzypiowa (SS) i Zakrzowa (ZL) oraz z miazgi zgbowej z oko-
lic Zakrzowa (ZZ)

dla genu pag i 264 pz dla genu cap (ryc. 3). W bada-
niach 8 probek miazgi zgbowej w trzech z nich (ZZ3,
775,778) wykryto sekwencj¢ chromosomalna Ba813.
Przy badaniu ich na obecno$¢ genu pag i cap metoda
nested PCR przy uzyciu starterow PA 5/8, PA 6/7, Cap
6/103 i Cap 9/102 uzyskano wyniki nega-
tywne. Obecnos¢ genu cap metoda multiplex
PCR stwierdzono w probkach ZZ3, ZZ5
1ZZ8 (ryc. 2). Sekwencja Ba813 wystepuje
wprawdzie u wszystkich szczepow Bacillus
anthracis, ale stwierdza si¢ ja takze u szcze-
pow przejsciowych, w grupie Bacillus cereus
(2, 3, 21, 23, 25-27). Szczepy przejsciowe
z sekwencja Ba813 izolowane sa z miejsc
padnig¢ zwierzat chorych na waglik (9, 23),
jednak pochodzenie ich nie jest jeszcze do-
ktadnie poznane (23). Izolowany w niniej-

Ryec. 3. Zestawienie wynikow badan przy uzyciu standardowego PCR szcze-
pow wyizolowanych z probek gleby i miazgi zebowej metoda Beyera
i wsp. (1) na obecno$¢ sekwencji Ba813, gen6w pag i cap

Linia 1 i 15 — wzorzec masy molekularnej, marker 100 bp DNA ladder;
Linie 2, 5, 8 — produkty amplifikacji powstate przy uzyciu starterow R1/R2;
Linie 3, 6, 9 — produkty amplifikacji powstate przy uzyciu starterow PA 5/8
(SS3, ZL2) i Pag 1/2 (ZZ5);

Linie 4, 7, 10 — produkty amplifikacji powstale przy uzyciu starteroéw CapC 1/2;
Linia 11 —kontrola dodatnia — Bacillus anthracis szczep 211; reakcja amplifi-
kacji z udziatem starterow PA 5/8 i CapC 1/2;

Linia 12 —kontrola dodatnia — Bacillus anthracis szczep 211; reakcja amplifi-
kacji z udziatem starterow Pag 1/2, CapC 1/2, R1/R2;

Linia 13 —kontrola ujemna — Bacillus cereus ATCC 10876; reakcja amplifika-
cji z udziatem starterow PA 5/8 i CapC 1/2;

Linia 14 —kontrola ujemna — Bacillus cereus ATCC 10876; reakcja amplifika-
cji z udziatem starterow Pag 1/2, CapC 1/2, R1/R2

szych badaniach szczep SS1 mozna zaliczy¢
do przejsciowych, gdyz nie wykazywal on
obecnosci innych poza Ba813 markerdéw ge-
netycznych charakterystycznych dla Bacillus
anthracis. Na uwage zastuguje fakt uzyski-
wania roznych wynikow badan genetycznych
w zalezno$ci od zastosowanych starteréw,
uzywanych do diagnostyki genetycznej Ba-
cillus anthracis. Prawdopodobnie jest to
zwiazane ze zmianami w sekwencji odcinka
genu targetowego badanych szczepoéw po-
wstalymi na skutek mutacji (czg¢§ciowych
delecji zasad) w plazmidach pXO1 i pXO2.
Zmiany w genomie i w plazmidach bakterii
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pochodzacych z prébek srodowiskowych, poddawa-
nych dziataniu r6znorodnych czynnikow fizycznych
i chemicznych, moga by¢ czeste (29).

Obecno$¢ szczepow posiadajacych tylko sekwen-
cje genu capC (ZZ3, ZZ5 1 ZZ8) moze $wiadczyé
o utracie przez nie plazmidu pXO1. W glebie, bedacej
srodowiskiem bytowania roznorodnych gatunkéw bak-
terii, moze mie¢ miejsce transfer genow (29), co moze
powodowa¢ trudnosci diagnostyczne (27) oraz two-
rzy¢ potencjalne zagrozenie epidemiologiczne. Dono-
szono np. o przypadkach izolacji Bacillus cereus przy
zapaleniu przyzebia (8, 31) oraz zapaleniu ptuc (10).
W tym ostatnim przypadku wyizolowany szczep Ba-
cillus cereus G9241 posiadat plazmid pPBCXO1, wy-
kazujacy az 99,6% podobienstwa z plazmidem pXO1
Bacillus anthracis. Powodowat on 100% $miertelno$¢
zakazonych myszy, mimo ze nie posiadal plazmidu
pXO2.

Miejsca skad pobierano probki poddawane byty ru-
tynowo dezynfekcji po zagrzebaniu tam zwierzat pa-
dtych na waglik, co mogto mie¢ wptyw na wyniki izo-
lacji. By¢ moze, w mlejscach skad pobrano probki
1 wyizolowano szczepy SS1 1 SS3 w sktadnicy padlin
w Skrzypiowie oraz szczep ZL2 (na grzebowisku
w Zakrzowie), dezynfekcja mogta by¢ mniej skutecz-
na, o czym moze $wiadczy¢ utrzymywanie si¢ tam
przetrwalnikéw Bacillus anthracis prawdopodobnie
przez dziesiatki lat.

Wykazanie obecnosci szczepow Bacillus anthracis
w miazdze zgbowej jest pierwsza informacja na ten
temat w pismiennictwie. Droncourt i wsp. (6) w 1998 r.
wykryli obecnos$¢ Yersinia pestis w probkach miazgi
zgbowej pobranej z zgbow ludzi zmartych w $rednio-
wieczu w Marsylii, w czasie panowania dzumy. De
Vos (cyt. 11) wyizolowat Bacillus anthracis ze szczat-
koéw kosci zwierzat pochodzacych sprzed 200 lat.

W badaniach metodami mikrobiologii klasycznej
wykazano, ze szczepy wyizolowane z probek SS3, Z1.2
1 ZZ5 nie miaty wlasciwosci hemolitycznych i byly
wrazliwe na penicyling, co jest zgodne z danymi in-
nych autorow (32). Niektorzy badacze donosza jed-
nak o wystgpowaniu opornosci na penicyling u 3 do
5% szczepdw Bacillus anthracis (9, 22) 1 wykazuja-
cych ponadto stabo wyrazone wtasciwos$ci hemolitycz-
ne. Izolat posiadajacy jedynie marker chromosomalny
Ba813 (SSI), wykazywat czgSciowa hemolizg, nie
tworzyl btonki na powierzchni hodowli ptynnej i byt
oporny na penicyling. Podobne spostrzezenia dotycza-
ce szczepow Bacillus sp. Ba813" poczynili inni auto-
rzy (9, 27). Na podtozu PLET A w badaniach
wlasnych obserwowano wzrost bardzo drobnych ko-
lonii (o $rednicy od 2 do 3 mm) jedynie izolatu ZZ5.
Podtoze PLET A (12), pozwala na wykrycie Bacillus
anthracis przy hamowaniu wzrostu innych szczepdéw
z rodzaju Bacillus sp. Wedhug Cheuna 1 wsp. (4) oraz
Beyera i wsp. (1), podtoze to moze stwarza¢ czasami
trudnosci, hamujac wzrost niektorych szczepow Ba-
cillus anthracis, co obserwowano takze w badaniach
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wlasnych. W podtozu ptynnym szczepy SS3, ZL2
1 Z75 wykazywaly charakterystyczny dla Bacillus
anthracis wzrost w postaci delikatnej btonki na po-
wierzchni pozywki, ktora po lekkim wstrzasnigciu pro-
bowka opadata na dno, tworzac osad, czego nie obser-
wuje si¢ w hodowli Bacillus cereus (30). W diagno-
styce Bacillus anthracis wykorzystuje si¢ takze test
fagowy (18, 28), ktory odznacza si¢ duza swoisto$cia
(33) dzigki czemu jest stosowany w praktyce do prze-
siewu duzej liczby probek podejrzanych o obecnos¢
w nich Bacillus anthracis (11, 18). Wedtug Turnbulla
(32), 3% izolowanych szczepow Bacillus anthracis
wykazuje opornos$¢ na lityczne dziatanie faga gamma.
W badaniach wtasnych, w hodowlach pochodzacych
zprobek SS3, ZL2 1 ZZ5 juz po 12-godzinnej inkuba-
cji w 37°C zaobserwowano wyrazne lysinki, bedace
efektem litycznego dzialania faga, identyczne do ob-
serwowanych w badaniach z uzyciem szczepu Bacil-
lus anthracis 34F,. Niektorzy autorzy wskazuja na
mozliwo$¢ wystgpowania szczepow wrazliwych na
jego dziatanie, lecz nalezacych do innych niz Bacillus
anthracis gatunkow, oraz obecnos$¢ szczepow Bacil-
lus anthracis opornych na tego faga (11). W Swietle
powyzszych danych test ten nalezy stosowaé w pota-
czeniu z innymi metodami (11, 33).

Badania biochemiczne przeprowadzone w oparciu
o komercyjny zestaw API 50 CHB pozwalaja na okres-
lenie profilu biochemicznego testowanych szczepow
bakterii, pomocnego w ich identyfikowaniu i typowa-
niu (15). W badaniach testem API zaobserwowano,
ze szczepy Z1.2 1 ZZ5 posiadaty zdolnos¢ fermentacji
weglowodanow o profilu charakterystycznym dla Ba-
cillus anthracis, z wyjatkiem fruktozy i skrobi (préb-
ka ZZ5), oraz samej skrobi w przypadku probki ZL2.
Szczep wyizolowany z probki SS3 rdznil sig¢ brakiem
zdolno$ci metabolizowania skrobi przy fermentacji
arabinozy, inozytolu i mannitolu. Wedtug Logana
1 wsp. (15), dla Bacillus anthracis charakterystyczny
jest rozktad 10 weglowodanow. Do wynikéw badan
biochemicznych nalezy podchodzi¢ jednak ostroznie,
gdyz nawet niewielkie zmiany w genomie bakteryj-
nym moga prowadzi¢ do zaburzen w produkcji i zmian
niektoérych enzymow uczestniczacych w rozktadzie
okreslonych weglowodanow.

Obecnos¢ przetrwalnikéw Bacillus anthracis
w probkach SS3, ZL.2 1 ZZ5 potwierdzono testem im-
munochromatograficznym uznanym za metod¢ swo-
ista i czula, na co ma wpltyw jakos$¢ zastosowanych
przeciwciat (20). Stosunkowo niski procent reakcji
falszywie dodatnich stwierdzono przy badaniu prébek
ta technika podczas atakow bioterrorystycznych
w USA. W badaniach wykazano, Ze szczepy z sekwen-
cja chromosomalna Ba813 1 brakiem plazmidu pXO1,
nie produkowaty biatka PA, co jest zgodne z ustale-
niami innych autorow (13, 14). Szczepy, u ktérych
wykryto obecno$¢ plazmidu pXOl1, produkowaly
wspomniany antygen.



Podsumowanie

Wykrycie w dwoch badanych miejscach obecnos$ci
szczepow Bacillus anthracis wskazuje na koniecznosé
monitorowania grzebowisk zwierzat dla skutecznej
ochrony ludzi, zwierzat oraz srodowiska. Miazga z¢-
bowa moze by¢ stosowana do izolacji przetrwalnikéw
Bacillus anthracis. Istnieje konieczno$¢ dokonania
krytycznej oceny stosowanych starterow w aspekcie
ich wykorzystania do badan na obecno$¢ Bacillus an-
thracis w probkach srodowiskowych.
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