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Fot. 2

ko,mórk,i nabłonk,owe z pyknotycz,nymi jądrami lub
bez jąder oraz wolne jądra komórk,owe, Stan ten
szybko pogarszał się, aż wreszcie w lutym przeszedł
trwałą azoospermlię. Jądra szczególnie prawe, nie-
znarczniie p]owiększone, bolesne; (foit. 1),termoregulacja
zachowana ,oraz niemożnośó podciągniięcia jąder. Ba-
dania wydzieliny jąder ,na gruźl,icę ujemne. Guzy ln,
fałdzie przedpiersia (fot. 2) os,iągnęły rozmiary dwu
pięści. Spadek wagi żywej, W kwietniu ,dołączyły się
objawy ,ciężktiej kamicy Lnerkowej i zwier.zę zo:;tałc
przekazane do uboju z koniecz,n,ości.

Badanźa poubojotne: W tkankach fałdu przedpier-
sia 2 Evzy o utkaniu łącznotkankowym, średnicy
okcło 12 cm każdy, wypełnione gęstą serowatoropną
masą o żółtym zabarwieniu. Przeciętna grubość
ścian guzów 1,5 cm. Zrosty zapalne osłonek jądro-
wvch. Jądra powiększone, twardej konsystencji, na
powierzchni przekroju stwierdza się bardzo liczne,
guzki grlźlicze wielkości ziarna grochu, całkowicie
przeras,ta jące miąższ jądra. 'Węzły chłonne oko-
łogardzieł,owe powiĘkszoine, 1M płucach ogn,iska
nieżytowego zapalenia płuc z przeświecającymi żół-
tawymi guzkami. W warstwie korowej nerek liczne
ogniska za,wałowe. Miedniczki nerkowe wypełnione
piaskiem lub kamieniami dochodzącymi do wiel-
kości laskowego orzecha. W przewodach i pęcherzrr
moczowym kamyczki wiełkości kawioru.. Badanie
bakteriotlogiczne wycinków płuc, nerek, jąder i zawar-
tości guzów ubitego z konieczności buhaja przeprowa-
dzone przez WZIJW w Gdańsku wykazało prątki kwa-
soodporne, odpowiadające morf o1ogicznie prątkor-n
gr,uź7icy. ]

Niniejszy przypa,dek świadczv o tym, że ujemny
q,ynik, nawet kilkakr,otnych, badań bakteriologicz-
nych nasienia nie stanowi po,dstawy do wyklucze-
nia procesu gruźliczego. Jeśli zaistnieje w tym za-
kresie uzaisac]nione podejrzenie należy przeprowa-
dzić biopsję.

Adres autorów: Pow. Zakład weterynarii, Tczew, uI. Dzier-
żyńskiego 29,

Mikrobiologiczna metoda oznaczania oksylerracyny
w krajowych koncentratach i'mieszankach paszowych

zakład Technologii I Kontroli Leków weterynaryjnych Instytutu lvetelynarii
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PRAKTYKA LABORATORYJNA
PAWEŁ POŁUJAŃSKI

Pr,zemysłowe rnieszankii i kornlcantraty paszowe
stano,wią obecnie ważne zagadnienie w nraszej g,o§p,o-
darce hod,owlanej. Zawante bowiem w nich, obok wie_
lu innych skład,ników czy,nnych, niewielkie ilości an-
tybiotyków, głównie z grupy tetrakcyklinv, wykazują
działanie stymulujące wzrost i przyrost wagowy (2,9)
o,raz podnoszące zdrowoćność zwietząt młodych (1,3,4).

Do,dątkierrn antybriotycznym w paszach, produk,owa-
ny,ch przez krajołr,y przernysł paszowy, jest oksyter-
racyna (terramycyna). Nołrmy przemysłowe, zależnie
od ,ogólnego składu paszy i celu żywienla zwterząt,
prrzewidują jej ilości w ]<ołncentnatach ,od 2 g/kg do
3 g/kg, zaś w mies,zrankach paszowych od 15 m,glkg do
180 rng/kg.

, 9". Frrz5, 5"O"nr"ch ,mrasołvychl jest orra trie
't4!lio łonna, ale ze względu ni Ol.oeie o,dczyn-.niki, l<osztorwn,a.
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Zamierzeńem ninieiszej pracy było o,praco-
wanie metcdy mikrobiologicznrego ozvaaczarńa
ofl<syterracyny w koncentratach ri miesza,nkach
paszo\Mvch, produk,oWarn}ch pTzez kraiowy
przemysł paszowy, która byłaby tańsza i mniei
praccchłolnna, rLLż metoda zazwy czaj stosowana.

Materiał i metoda
Oznaczenie oksyterracyny w koncentratach i mie-

s,Zankach paszow;-,ch prz,eprrowadzono meto,dą rni-
l<rrobioiogiczną płytkowo-cylinderkową. Jako szczep
wzorcov/y lżylo BacżLlul ceTeus ATCC 8145, otrzy-
many z PZH w Warszawie. Szczep ten pr,zechowy-
,wano 1ł, chło,dni o tem. f 40 na zwykłym 1,50/0 agar,ze
skośnym o pH 6,0. Przesiewu dokonywano co 10 dni
pirzed przystąpieniern do oznaczeń przeszozepiano gcl

do bulionu zwykłego o pH 7,0 (1 eza o Ó r mm)
i inkubowanego przez 24 godz, w cieplarce o ternp. 37o.
Oznaczenia przeprowadzano z hodowlą bulionową
ś.,viożo wyrośniętą.

Jako standard roboczy stosowano oksytetracyklinę
zasadę 6 moc} 900 j/mg. Do oznaczeń odważano na
wadze an,alityczrej 10,002 rng ,arntybi,otyku i r,ozpusz-
czono go w 1 ml [n kwasu s,olneglo. Roźwór przerro-
szon,o do kolby ,mliar,owej o pojemnio,ś,oi 100 rnl i uzu-
pełniono buforem forsforanowyrn o rpH 4,5. Otrzyman5,
roztwót: zawierał 100 mcg/ml Z tego noztworu sporzą-
ć,zano tymże buforem dalsze rozcieńczenia o stężeniu
antybiotyku 1 mcg/ml (,,standard ,duży") i 0,25 mcg/ml
("standar,d mały,,). Standardern o stężeniu 100 rncg/rnl,
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przechowywanym w chłodni przy temp. .l4c posługi-
wano się przez 3 dni, natomiast rozcieńczenia 1rncg/ml
i 0,25 mcg/rnl przygotowywano każdorazowo świeże.

Pa,sze zanówno granulowane, jak i rliegranul,owanc
(z wyjątrkiern koncentrató,w) dokładnie urozcierano

w mcździeżu lub miełon,o na rnłynku nia ziarnił
o Ó nie wiQkszej niż 0.4 mm. l0 g badanej paszy prze-
noszono do kolby kulistej, płaskodennej o pojernności
250 ml. Ekstrakcji antybiotyku dokonywano kwa-
sem solnym w jlości 100 ml. Kwas dodawano ostroż-
nie, polcjami, dla uniknięcia buJrzenia się rnieszaniny
Szczególnie przy konc,entratach,,zawierających duŻy
d,odatek kredy. Zawartość k,olby wytrząslano na trzę-
sarwce przez 15 rnin., a rnarstępnie płyn z nad osadu
zlewarowywano do jałowej probówki wirówkowej
w ilości ok. 50 rnl i wirowano plrtzez I0 rnin. pr,zy 4000
obr/m,in.

Do oznaczeń pobie,rano 10 ml odwirowarre§l6 wycią-
gu. Sil,nlie kwaśny ,oCczyn dopr,owadzolno do pH 4,3
ługiem sodowym ln. Dalsze rozci,eńczenia, dla otrzy-
mania stężenia antybiotyku w wyciągu, które by od-
p,owiadało 1 m,cg/ml, ("badLana duża,,) i 0,25 mcg/ml
(,,badana mała") przeprowadzano buforern fosforano-
wym o pH 4,5. Przy rozcieńczen,iu buiorem wliczano
uprzednio dodaną riło,ść ługu s,o|dowego, 

'Wyciąg z pasz
i jego roztwory przygotowywano w dniu przeprowa-
cizania badań.

pom,iaru,odczynu noztw,orów dokonywano pehame-
trem lampowym typu LBS-3A.

Do badań używano płaskodennych płytek Petri'ego
o @ 9 cm, produkcji czechosłowackiej fi,rrny ,,Anurn-
bra".

Agar 1,50/o rozgrzewa]no n,a łaźni w,odnej do zupel-
nie płynnej kons.ysiencji, po czym odpowiedrnią jego
ilość (w zatreż:rrości oid iloślci ba'ań i płytek) przeno-
szono clo jałowej kolby. P,o ochłoidzeniu agaru do 47'
zakażano go świeżo wyr,ośiniętą, 24 godz. hodowlą
bulionową Bac. cereus, w [trorści 0,5 ml na kaźde 100
ml po,dłoża. Aga,r, pc ,,lokładrrym wyrrlieszarl,iu go
z kulŁurą, rozlewarro po 8 ml do płytek ,uprzednio
wyjałowionych. Płytlki, po ró,wnomiernyrn,roą)rjowa-
dzeniu agaru, ustawiano na dokładnie wypozi,omo-
wan},rn stole. Po całkowtitym skrrze,lxlięcitl p,odłoża,
płytki umieszczarlo w drewnianych, czteromiejsco-
wych statywach.

Dla przeprowadzenia oznaczenia antybiotyku w jed-
nej próbce paszy używano 4 płytek. Na powierzchni
agaru każdej płytki ustawiano po 5 jałowych cylin-
der,ków z niierdze\^,nej stali ,o Ó wewn. 6 rnm, @ ze-
wnętrznej 8 mm, i wys. 10 mm. Na obwodzie płytek za-
znaczano dermatografem miejsce ustawi,enia jednego
z cylinderków. Każdy cylinderek wypełniano odpo-
wiednimi rozcieńczen,irarnii standardu i wyciągu paszy
badanej, Poczyrr,ają,c więc od rniejsc,a zaznaczorlelo
dermatografem i posuwając się z ruchem wskazórvek
zegaIa, napełnia,no,cylind,erki wg nastęTrującej kołej-
nośoi: ,,stand,ard m,ały" (s), ,,standard duży" (S), ,,ba-
danla mała" (b), .,badana duża" (B) ri ,,badana mała"
(b). Do rozlewu każdego roztworu używano oddziel-
nych ja}owych pipet pasterowskich, zaopatrzonych
w gumovve baloniki (smocżki).

Płytki z riapełnionymi cylinderkami umieszczano
w cieplarce i irnktubowano przy tern. 37o przez 18 god,z.

Po tym ,czasie odczytywano za pomo,cą o,dp,owiednio
skonstruowanego lanarnetru MP2 śnednicę (w rniii-
metrach) kolistych stref zaharnowania wzrostu sLzczepu
wzorccwego. Wyniki p,omiarów z ozterech płytek za-
pisywano w t,a]betrce wg koilejności: s,, S, b, B, h. Dia
,,badanej małej" otrzymywano dwtie lJiczby, któ,re su-
mowano i p,odrobnie jaik d}a po,zostałych wart,ości
wyliczano średlnią arytmetyczną. Dla ,olkireślemia pro-
centowej za,wartoś,ci antybiotyku w paszy z ńrzyma-
nych liczb wyliczano wartość v i w wg wzoru:

v:(b-j_B)_(s*S)
w:(B_, S)_(bł s)

Wyliczone wartości v odkładano na osi oddiętych
(x), a w na osi rzędnycłt (y) n,ornogramu. Poszuki-

waną procentową wartość antybiotyku odczytywano
na prostej przechodzącej przez punkt przecięcia się
prostopadłych, popirowadzonych od odpowiednich war-
tości v i w. przv bardzo małych wartośctiach v i w,
utrudniających odczyt ptzy zagęszczeniu linili nomo-
gramu, mnoŻono je przez okreŚIoną liczbę np 5 lub 10
i dalej postępowano j.w,

Przv obliczeniach pr,ocentowej zawartości antyb,io-
tyku w paszach standard, przyjmowano za 1009Ó.

Za:wartość antybiotyku w mcg/g paszy obliczano
wg wzoru:

gdżie .Ą wyraża ilość antybiotyku w ńcg/g paszy,
a - stopień roz,cieńczenia Lwyciągu, b - pr,ocentową
ząwartość antybiotyku \^, paszy odczytaną z nomogra-
mu, 10 - ilość mI wyciągu pobraną do badań, a od-
powiadającą 1 g paszy.

Oznaczanie oksyterracyny zmodyfikowaną metodą
(HCl) przeprowadzano: w koncentratach Bowitan,
Suwitan, Mikro A, Mikro TA, Mikro TA-wit. Mikro
Bekon, Mikro
nych przez
w mieszankac
szer, produkcji Wytwórni Pasz w Szamotułach otaz
rł, mieszankach granulowanych MR 58/3 i MR 60/3,
nadesłanych przez Ministerstwo Rolnictwa, Równo-
1egle wykonywano aznaczenia oksyterracyny w tych
samych paszach metodą klasyczną (MK). Oznaczenie
tego antybiotyku w kazdej z wlw pasz powtar,zano
obu metodami 6-10-krotnie (tabela 1).

a,bA 
-- l0

1

2
ó
4
5
6
7
B
9
0
1
2
o

10
8
6
9
9
6
6
6
6

10
10
6
6

Bowitan
Suwitan
Mikro A
Mikro TA
Mikro TA-wit
Mikro Bekon
Mikro DKA
Prowit
Bekon
DKA-starter
DKA-finiszer
MR 58/3
MR 60i3

Rodzaj paszy

103.0
75.0
97.5
B3.0
56.c
50.25
90.25
96.9
93.5

100.0
87.0
79.5
25.0

101.0
76.25
97.75
81.5
56.0
50.5
89.25
96.5
92.75

100.0
86.5
80.0
24.7

DIa kontroli wartości metody przeprowadzano ozna-
czanie antybiotyku w koncentratach Mikro Bekon,
Mikro Prowit i Mikro DKA pozbawionych oksyterra-
cyny, a którą celowo dodawano po 10 mg na każde
10 g koncentratu, aznaczanie przeprowadzano podob-
nie jak w poprzednim przypadku obydwoma metoda-
mi, przy czym oznaczanie w każdym koncentracie
powtarzano dziesięciokrotnie (tabela 2).

Tab. 2

średnia zawartość
oksyterracyny w %%

Lp. IIość
badań metoda

HCl l *^

1

2
2

Mikro Bekon
Mikro prowit
Mikro DKA

10
t0
10

100.5
l00,5
99.3

99.75
99.7
99.0

Tab. 1

średnia zawartość
oksyterracyny w %i6

-..'etoda
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omórvienie
Wvniki średnie ploce,ntowej zrawartŃci oksv-

terra,cyny w 9 koncentratach i 4 mi,eszankach
p,asz,owyclr. uzyskane prz1, ,iej oz,naczaniu rne-
todą znrodyfikowaną (FICI) i klasvczną (MK)
przedstawiono w tabeli 1. Przedstawio,ne w ta-
beli dane przekonuią, że wyniki ptzy el<strail<-
cii oksvterrac)"ny z pasz 1 n kwasem solnłrn
i oznaczarńu jej 0k zawartości na iedrrowar-
stwowym 8 mi podłożu, zawierającym 1,5%
agaru, są prawie identyczne, jak przy e[<stna[<-

cji antybiotyku metanołem kwaśnr,zm i przv
oznaczaniu na dwuwarstwowym podłożu. Uwi-
docznione niewielkie różnice dochodzące w nie-
których przypadkach tytrko do ok. 2% mogą
wynikać z nierównomiernego wymieszania
antybiotyku w paszy, bądź z błędu przy odczy-
cie.

Metoda ekstlahou,anlia oksyterracyny z p,asz
1 n kwasem solnym i ozrlaczlani,a antybiotvfl<u
na jednow'arstwow\-nt podłożu, 2apl|ęląjącym
i,57o agaru, pozwala na całkowite wyelimino-
,wanie metanolu i zmnieisze,nie ogólnei ilorści
pożvwki o 339/o, a w tym ag,aru o 400lo, Dzięki
więc całkowitej, względnie częściowei redukcii
drogich i trudno osiągalnvch s,trrowców, koszt
badania jednei próbki paszy, przeprowa,dzane-
go na 4 płytkach, obniża się wg obliczeń z 7,90
zL przy metodzie klasycznej, do 0,90 zŁ przy
metodzie zmodyfikowanei, czyli 6 prawie B9ło.
Ogr,anicz,ernie się zaś do sporządzarlia tvlkro ied-
nego rodzaiu pożvwki lag,arowei i do iednokrot-

JEIiZY ZAH.ACZEW,SKI, ANDRZEJ KoMoRoWSKi

nego napełniania tą pożywką płytek Petriego

- zmnie,isza|, ]czas i pracochłonrność o ok. 200h.
Nawiązując do tabeli 2 należy podkreślić, że

przv eksćrahowaniu oksyterracyny z koncen-
tratów, zarówino metanolem [<waśnvm, jak
i kwasem soi,nym 1 n, wvniki bvłv powtarzalne
i pr,awie idem"tyczne (1009o).

Wnioski
1. Opracowana zmodyfikowarna metoda mi-

krobiologiczr:ego oznaczania oksyterracyrry
w plaszach, polegaiąca na ekstrakcji antvbio-
tvku 1 n kwasem solnvm i,przy użvci,u iedno-
warstwowego agaru 1,5% w ilości 8 ml na jed-
ną płytkę o @9 cm, w niczym nie r.lstępuie
metodzie zazwlczl,j stosowa,rrei (MK).

2. Koszt ana\izy o|pracowaną metodą zmniej-
sza się o ok. B90/o, a czas pracy o o[r. 200/o.
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Weterynaryjnej w Rzeszowie
Zp.IJACZFWSKI

najdosł<orlaJ,szą. Polega na obniże,niru w słojtu polten-
cjału oksydoredrlklcyjnego ptzez spalanie wodo,ru
w obecnoś,ci tlenu przy ka,talitycanym działarriu roz-
żarzoneg,o włóknra platynowego. Wobec braku w han-
dlu aparatów Mc Instosłra, stosowanie [ich u nas jesl
bardzo ograniczone,

2) Metody chern,icane. Polegają oll€ na rłmieszczeniu
w szczelrnym naczyniu posiewu wtaz z mieszaniną
zŃiąz!<ów tlern. Do najczęś,ciej używa_
rrych zwi ających należą: pyrogalloJ.
dwutionilrr sodu w miesza,rrinie z węgl,anami. Metody
te ,charakteryzuje duża wygoda, prafi<tycano,ść i nie-
wielkie wymagania w ,sp,rzęcie. Istnieje wariant met,o-
dy, polegający na bezpośrednim do,daniu dro p,odłoża
płynnego ,związków silnie redukujących (np. cysteiny,
soli sod,owej kwasu tio,glik,orlowego) co 6rozwa,Ia na
hodowlę w warunkach tlenowych.

3) Metoda próżrlr,iorwa. Pol,ega ona n]a h,odowli dr,ob-
n,oustrojów w warurrkach obniżcrnego rcŃrrienia par-
cjalneg,o tl,enu ,ujsrmiętego ,z naczyrnla lub terrnors,tatu
próżniowego pornpą próżniową. Metoda dawniej p,ro-
pagowarra w starszych podręczrikach pr,zed ro,zpow-
szechnieniern apar,atu Mc Intorsha i ,metod chemicz-
nych, ma jedna]k szereg wad. Za najważniejszą wadę
należy ulznać słabą gwarancję osiągnięcia odpowie,d-
niej p,róźmii: Równocześnie, często obserwuje s,ię ko,n-
densację pary na powierzchnli podłoży stałych. Wilgot-

Prosty zestaw do hodowli drobnouslrojow bezllenowych
Woj ewód zki 

r:x|:*,f :':".""r.

Zagadnienie diagnostyki drobnoustrojów beztlen,o-
wych nastręeza duże trudności w pracowniach ba-
ktelri,ol,ogicznych. Szczegółowa diagnostyka laseczek
beztlenowych posiada wiel,kie ;zna,czerlie zarówno
w badaniach produktów sp,ożywczych (r,ozróżinianirl
dro,bnoustrojów beztlenowych chorobotwórczych

- Cl. botulżnum, CL. perfri,ngens od drobnoustr,ojów-
niechorobotwórrczych mających jednak zasad,niczy
wpływ na jakorść i trwało,ść produ]któw), jak i vz ba-
daniach bralkteniotrogicznych na s,zełestni,cę, bradsoi
owierc, enterotoksernię iĘ.

stos,owane dotychczas polws,zechnie u na§, w tereno-
wych laboratoriach metody diagnostYki las,eczek bez-
tlenowych, szczególnie w b,adaniu środlków spożyw-
czych, opienają się n,a prostych podł,ożach (,buliou
Wrzoska, agar słutr kowy, podłoże Wilson-B,trariira) po-
zwałających jedynie na identyf,ikację grupową w ,obrę-
bie tego rodzafiu dro,bnoustrojów.

Poważną przy czyną,ty,ch trudnoś,ci di,agr1,ostyczny,ch
jest między innymi brak, lub nied,oskonałość posi,lda-
rrego przez terenowe laborato,nią bakteriolo,giczne o,d-
powiedniego sprzętu do hod,ow]i dr,obno,ustrojów bez-
tJ,enOWYCh.

Według Wżllżsa (6) i Hallrnana (2) Lwotna (4) i Ko-
walenkż (3) istnie ją 4 ,zasadrn'icze metody h,odowli
d,r,obnousńro j ów ibeztlenowych.

l) Hodowla w a,lr,aracie Mc trntosh'a - u:w.ażar:'a za
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