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Fot. 2

komérki nablonkowe z pyknotycznymi jadrami lub
bez jader oraz wolne jadra komoérkowe. Stan ten
szybko pogarszal sie, az wreszcie w lutym przeszedt
trwala azoospermie. Jgadra szczegblnie prawe, nie-
znacznie powiekszone, bolesne; (fot. 1) termoregulacja
zachowana oraz niemcznosé podciggniecia jader. Ba-
dania wydzieliny jader na gruzlice ujemne. Guzy w
fatdzie przedpiersia (fot. 2) osiggnely rozmiary dwu
piesci. Spadek wagi zywej. W kwietniu dolgczyly sie
objawy ciezkie] kamicy merkowej i zwierze zostalo
przekazane do uboju z koniecznoéci.

Badania poubojowe: W tkankach faldu przedpier-
sia 2 guzy o utkaniu lacznotkankowym, $rednicy
okolo 12 ecm kazdy, wypelnione gesta serowatoropng
masg o zOltym zabarwieniu. Przecietna grubosé
Scian guzéw 1,6 ecm. Zrosty zapalne ostonek jgdro-
wych, Jadra powiekszone, twardej konsystencji, na
powierzchni przekroju stwierdza sie bardzo liczne,
guzki gruzlicze wielkog$ei ziarna grochu, calkowicie
przerastajace migzsz jadra. Wezlty chlonne oko-
logardzielowe powiekszone. W plucach ogniska
niezytowego zapalenia pluc z prreS§wiecajgcymi z6t-
tawymi guzkami. W warstwie korowej nerek liczne
ogniska zawalowe. Miedniczki nerkowe wypelnione
piaskiem 1lub kamieniami dochodzacymi do wiel-
koéci laskowego orzecha. W przewodach i pecherzu
moczowym kamyczki wielko§ei kawioru., Badanie
bakteriologiczne wycinkoéw ptuc, nerek, jader i zawar-
toéci guzéw ubitego z konieczno$cei buhaja przeprowa-
dzone przez WZHW w Gdansku wykazalo pratki kwa-
soodporne, odpowiadajace morfologicznie pratkom
gruzlicy. '

Niniejszy przypadek $wiadezy o tym, Ze ujemny
wynik, nawet kilkakrotnych, badan bakteriologicz-
nych nasienia nie stanowi podstawy do wyklucze-
nia procesu gruzliczego. JeS§li zaistnieje w tym za-
kresie uzasadnione podejrzenie nalezy przeprowa-
dzié¢ biopsje.

Adres autoréw: Pow. Zaklad Weterynarii, Tezew, ul. Dzier-
zynskiego 29.
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Przemystowe mieszanki i koncentraty paszowe
stanowig obecnie wazne zagadnienie w naszej gospo-
darce hodowlanej. Zawarte bowiem w nich, obok wie-
lu innych skladniké6w czynnych, niewielkie ilo$ci an-
tybiotykéw, gléwnie z grupy tetrakeyklinyv, wykazuja
dziatanie stymulujgce wzrost i przyrost wagowy (2,9)
oraz podnoszace zdrowotno$é zwierzat mlodych (1,3,4).

Dodatkiem antybiotycznym w paszach, produkowa.-
nych przez krajowy przemyst paszowy, jest oksyter-
racyna (terramycyna). Normy przemyslowe, zaleznie
od ogoblnego sktadu paszy i celu Zywienia zwierzat,
przewiduja jej iloéci w komcentratach od 2 g/kg do
3 g/kg, zas w mieszankach paszowych od 15 mg/kg do
180 mg/kg.

Zgwartoér’: oksyterracyny w paszach mozna ozna-
czyc zaréwno metodami fizylo-chemicznymi, jak
i mikrobiologicznymi. Najbardziej dokladna i po-
wszechnie stosowang jest metoda mikrobiologiczna
(5,8). Wg niej oksylerracyne ekstrahuje sie z pasz,
metanclem kwasnym (930 ml metanolu i 20 ml ste.
Zonego kwasu solnego) w ilosci 166 ml na kazda 10 g
brobke, a mastepnie oznacza sie stezenie antybiotykn
na dwupoqio-m-om-m podlozu agarowym. Metoda ta,
Wymaga wiec sporzadzanig dwojakiego rodzaju pozy.
wek, z kiérych jedna zawiera 2%. a druga 1% agaru,
Sporzadzenie dwu réznych pozywek i dwukrotne ich
rozlewanie do plytek Petri'ego, tj. po 8 ml 20, i po
4 ml 1% agaru zasianego SZCZEDRM wzorcuwyrri Wy=
maga wiely pracochlonnych czynnosei:

Szczegolnie przy badaniach masowych, jest ona nie
‘t}{/ﬂ?‘o pracochlonna, ale ze wzgledu na drogie odezyn.
niki, réwniez kosztowna.
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Ziamierzeniem niniejszej pracy bylo opraco-
wanie metody mikrobiologicznego oznaczania
oksyterracyny w koncentratach i mieszankach
paszowych, produkowanych przez krajowy
przemyst paszowy, ktora bylaby tansza i mniej
praccchlonna, niz metoda zazwyczaj stosowana.

Materiat i metoda

Oznaczenie oksyterracyny w koncentratach i mie-
szankach paszowych przeprowadzono metodg mi-
krobiologiczng plytkowo-cylinderkowa. Jako szczep
wzorcowy uzyto Bacillus cereus ATCC 8145, otrzy-
many z PZH w Warszawie. Szczep ten przechowy-
wano w chtodni o tem. +4° na zwyklym 1,5% agarze
sko$nym o pH 6,0. Przesiewu dokonywano co 10 dni
Przed przystgpieniem do oznaczen przeszczepiano go
do bulionu zwyklego ¢ pH 7.0 (1 eza o 1 mm)
i inkubowanego przez 24 godz. w cieplarce o temp. 37°.
Oznaczenia przeprowadzano z hodowla bulionows
Swiezo wyroénieta.

Jako standard roboczy stosowano oksytetracykline
zasade o mocy 900 j/mg. Do oznaczenh odwazano ha
wadze analitycznej 10,002 mg antybiotyku i rozpusz-
czono go w 1 ml In kwasu solnego. Roztwér przeno-
szono do kolby miarowej o pojemmnosci 100 ml i uzu-
pelniono buforem fosforanowym o pH 4,5 Ofrzymany
roztwor zawieral 100 meg/ml. Z tego roztworu sporza-
dzano tymze buforem dalsze rozcienczenia o stezeniu
antybiotyku 1 mcg/ml (,,standard duzy”) i 0,25 mcg/ml
(’standard matly,). Standardem o stezeniu 100 meg/ml,
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przechowywanym w chtodni przy temp. +4° postugi-
wano sie przez 3 dni, natomiast rozcienczenia 1 mcg/ml
i 0,25 mog/ml przygotowywano kazdorazowo Swieze.

Pasze zardéwno granulowane, jak i niegranulowanc
(z wyjatkiem koncentratéw) dokladnie ‘rozcierano
w moZdziezu lub mielono na mlynku na ziarna
0o O nie wiekszej niz 0,4 mm. 10 g badanej paszy prze-
noszono do kolby kulistej, plaskodennej o pojemnosci
250 ml. Ekstrakecji antybiotyku dokonywano kwa-
sem solnym w ilosci 100 ml. Kwas dodawano ostroz-
nie, porcjami, dla unikniecia burzenia sie mieszaniny
szezegblnie przy koncentratach, zawierajacych duzy
dodatek kredy. Zawartos: kolby wytrzasano na trze-
sawce przez 15 min., a mastepnie plyn z nad osadu
zlewarowywano do jalowej probowki wiréwkowe]j
w ilosci ok. 50 ml i wirowano przez 10 min. przy 4000
obr/min.

Do oznaczen pobierano 10 ml odwirowanego wycig-
gu. Silnfe kwasny odczyn doprowadzono do pH 4,°
lugiem sodowym In. Dalsze rozcienczenia, dla otrzy-
mania stezenia antybiotyku w wyciggu, ktére by od-
powiadato 1 mecg/ml ("badana duza,) i 0,25 mcg/ml
(,,badana mala”) przeprowadzano buforem fosforano-
wym o pH 45. Przy rozcienczeniu buforem wliczano
uprzednio dodang ilo$¢ tugu sodowego, Wycigg z pasz
i jego roztwory przygotowywano w dniu przeprowa-
dzania badan.

Pomiaru odezynu roztworéw dokonywano pehame-
trem 1ampowym typu LBS-3A.

Do badan uzywano plaskodennych plytek Petri’ego
g ® 9 cm, produkeji czechosl\owac\kmj firmy ,,Anum—

ra”.

Agar 1,5% rozgrzewano na lazni wodnej dwo zupel—
nie plynneJ konsystencji, po czym odpowiednia jego
ilo§¢ (w zalezno$ci od ilogci ba 'an i piytek) przeno-
szono do jatowej kolby. Po ochtodzeniu agaru do 47°
zakazano go $wiezo wyrodnieta, 24 godz. hodowls
bulionowa Bac. cereus, w ilosci 0,5 ml na kazde 100
m] podloza. Agar, pc Jokladnym wymieszaniu go
z kulturg, rozlewano po 8 ml do plytek wuprzednio
wyjatowionych. Plytki, po réwnomiernym rozprowa-
dzeniu agaru, ustawiano na dokladnie wypoziomo-
wanym stole. Po catkowitym skrzepnieciu podtoza,
plytki umieszczano w drewnianych, czteromiejsco-
wych statywach.

Dla przeprowadzenia oznaczenia antybiotyku w jed-
nej prébce paszy uzywano 4 plytek. Na powierzchni
agaru kazdej plytki ustawiano po 5 jatowych cylin-
derkéw z mierdzewmnej stali o ¢ wewn. 6 mm, ¢ ze-
wnetrznej 8 mm, i wys. 10 mm. Na obwodzie plytek za-
znaczano dermatografem miejsce ustawienia jednego
z cylinderk6éw. Kazdy cylinderek wypelniano odpo-
wiednimi rozcienczenjami standardu i wyciggu paszy
badanej. Poczynajgc wiec od miejsca zaznaczonego
dermatografem i posuwajgc sie z ruchem wskazéwek
zegara, napelniano cylinderki wg nastepujacej kolej-
nosai: ,,standard maty” (s), ,standard duzy” (S), ,ba-
dana malta” (b), .badana duza” (B) i ,badana mata”
(b). Do rozlewu kazdego roztworu uzywano oddziel-

nych jalowych pipet pasterowskich, zaopatrzonych
w gumowe baloniki (smoczki).
Piytki z mapelionymi cylinderkami umieszczano

w cieplarce i inkubowano przy tem. 37° przez 18 godz.

Po tym czasie odezytywano za pomocg odpowiednio
skonstruowanego lanametru MP2 $rednice (w mili-
metrach) kolistych stref zahamowania wzrostu szczepu
wzorecwego. Wyniki pomiaréw z czterech plytek za.
pisywano w tabelce wg kolejnosci: s, S, b, B, b. Dila
»badanej malej” otrzymywano dwie liczby, ktére su-
mowano i podobnie jak dla pozostatych wartosei
wyliczano $rednig arytmetyczng. Dla okreslenia pro-
centowe]j zawarto$ci antybiotyku w paszy z otrzyma-
nych liczb wyliczano warto$é v i w wg wzoru:

v =(b-+B)—(+8S)
=B --8)—(b+ s

Wyliczone warto§ci v odktadano na osi oddietych
(x), a w na osi rzednych (y) nomogramu. Poszuki-
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wang procentowag warto§é antybiotyku odczytywano
na prostej przechodzgcej przez punkt przeciecia sie
prostopadlych, poprowadzonych od odpowiednich war-
toSei v i w. Przy bardzo malych warto§ciach v i w,
utrudniajacych odczyt przy zageszezeniu linii nomo-
gramu, mnozono je przez okre$long liczbe np 5 lub 10
i dalej postepowano j.w.

Przy obliczeniach procentowej zawartosci antyblo-
tyku w paszach standard przyjmowano za 100%,

Zawarto$é antybiotyku w mceg/g paszy obliczano
wWg wzoru:
a-b
10

A =

gdzie A wyraza ilo§¢ antybiotyku w mcg/g paszy,
a — stopien rozeienczenia wyeiagu, b — procentowsg
zawarto§é antybiotyku w paszy odczytang z nomogra-
mu, 10 — ilo§¢ ml wyciggu pobrang do badan, a od-
powiadajacg 1 g paszy.

Oznaczanie oksyterracyny zmodyfikowang metoda
(HC1l) przeprowadzano: w koncentratach Bowitan,
Suwitan, Mikro A, Mikro TA, Mikro TA-wit. Mikro
Bekon, Mikro DEKA, Prowit i Bekon, wyprodukowa-
nych przez Wytwornie Pasz w Kozminie Wlkp.
w mieszankach paszowych DEKA-starter, DEKA-fini-
szer, produkeji Wytworni Pasz w Szamotulach oraz
w mieszankach granulowanych MR 58/3 i MR 60/3,
nadestanych przez Ministerstwo Rolnictwa. Roéwno-
legle wykonywano ocznaczenia oksyterracyny w tych
samych paszach metodg klasyczng (MK). Oznaczenie
tego antybiotyku w kaidej z w/w pasz powtarzano
obu metodami 6—10-krotnie (tabela 1).

Tab. 1
‘ : Srednia zawartosé
Lp. ‘ Rodzaj paszy Tlgsé oksyfsrracyny W
| % = badan metoda
| _ | HCl | MK
1 Bowitan 10 103.0 101.0
2 Suwitan 8 75.0 76.25
3 Mikro A 6 97.5 97.75
4 Mikro TA 9 83.0 81.5
5 Mikro TA-wit 9 56.0 56.0
6 Mikro Bekon 6 50.25 50.5
7 Mikro DKA 6 80.25 89.25
8 Prowit 6 96.9 96.5
9 Bekon 6 93.5 92.75
10 DKA -starter 10 100.0 100.0
11 | DKA-finiszer 10 | 870 86.5
12 MR 58/3 6 79.5 80.0
13 MR 60/3 6 | 25.0 24.7

Dla kontroli warto$ci metody przeprowadzano ozna-
czanie antybiotyku w koncentratach Mikro Bekon,
Mikro Prowit i Mikro DKA pozbawionych oksyterra-
cyny, a ktéra celowo dodawano po 10 mg na kazde
10 g koncentratu. Oznaczanie przeprowadzano podob-
nie jak w poprzednim przypadku obydwoma metoda-
mi, przy czym oznaczanie w kazdym koncentracie
powtarzano dziesieciokrotnie (tabela 2).

Tab. 2 .
Srednia zawartosé
Tlosé oksyterracyny w %%
Lp. Rodzaj pasz —
P e badan metoda
HCI | MK
1 Mikro Bekon 10 100 5 99.75
2 Mikro Prowit 10 100.5 99.7
2 Mikro DKA | 10 99.3 99.0
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Omdowienie

Wyniki srednie procentowej zawartoéci oksy-
terracyny w 9 koncentratach i 4 mieszankach
paszowych. uzyskane przy jej oznaczaniu me-
todg zmodyfikowang (HCI) i klasyczna (MK)
przedstawiono w tabeli 1. Przedstawione w ta-
beli dane przekonuja, ze wyniki przy ekstrak-
cji oksyterracyny z pasz 1 n kwasem solnym
i cznaczaniu jej % zawarto$ci na jednowar-
stwowym 8 ml podlozu, zawierajagcym 1,5%
agaru, sg prawie identyczne, jak przy ekstrak-
cji antybiotyku metanolem kwasnym i przy
oznaczaniu na dwuwarstwowym podtozu. Uwi-
docznione niewielkie réznice dochodzace w nie-
ktérych przypadkach tylko do ok. 2% mogg
wynikaé 2z nieréwnomiernego wymieszania
antybiotyku w paszy, badz z bledu przy odczy-
cie.

Metoda ekstrahowania oksyterracyny z pasz
1 n kwasem solnym i oznaczania antybiotyku
na jednowarstwowym podlozu, zawierajgcym
1,6% agaru, pozwala na catkowite wyelimino-
wanie metanolu i zmniejszenie ogoélnej ilosci
pozywki o 33%, a w tym agaru o 40%. Dzieki
wiec catkowitej, wzglednie cze$ciowej redukeji
drogich i trudno osiggalnych surowcoéow, koszt
badania jednej prébki paszy, przeprowadzane-
go na 4 ptytkach, obniza sie wg obliczen z 7,90
z} przy metodzie klasycznej, do 0,90 zl przy
metodzie zmodyfikowanej, czyli o prawie 89%.
Ograniczenie sie zas do sporzadzania tylko jed-
nego rodzaju pozywki agarowej i do jednokrot-
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nego napelniania tg pozywka plytek Petriego
— zmniejsza czas i pracochtonnosé o ok. 20%.

Nawigzujac do tabeli 2 nalezy podkresli¢, ze
przy ekstrahowaniu oksyterracyny z koncen-
tratow, zaréwno metanolem kwasnym, jak
i kwasem solnym 1 n, wyniki byly powtarzalne
i prawie identyczne (100%).

Wnioski

1. Opracowana zmodyfikowana metoda mi-
krobkiologicznego  oznaczania oksyterracymy
w paszach, polegajgca na ekstrakeji antybio-
tyku 1 n kwasem solnym i przy uzyciu jedno-
warstwowego agaru 1,5% w ilosci 8 ml na jed-
ng plytke o @9 cm, w niczym nie ustepuje
metodzie zazwyczaj stosowanej (MK).

2. Koszt analizy opracowang metoda zmniej-
sza sie o ok, 89%, a czas pracy o ok. 20%.
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Prosty zestaw do hodowli drobnousirojow bezilenowych

Wojewodzki Zaklad Higieny Weterynaryjnej w Rzeszowie
Kierownik: dr J. ZAHACZEWSKI

Zagadnienie diagnostyki drobnoustrojow beztleno-
wych nastrecza duze trudnosci w pracowniach ba-
kteriologicanych. Szczegélowa diagnostyka laseczek
beztlenowych posiada wielkie znaczenie zaréwno
w badaniach produktéw spozywczych (rozréznianie
drobnoustrojow beztlenowych chorobotworczych
— Cl. botulinum, Cl. perfringens od drobnoustrojow
niechorobotwérczych majgcych jednak zasadniczy
wplyw na jakos¢ } trwalo§é¢ produktéw), jak i w ba-
daniach bakteriologicznych ng szelestnice, bradso:
owiec, enterotoksemie itp.

Stosowane dotychczas powszechnie u nas, w tereno-
wych laboratoriach metody diagnostyki laseczek bez-
tlenowych, szczegdlnie w badaniu $rodkéw spozyw-
czych, opierajg sie mna prostych podlozach (bulion
Wrzoska, agar stupkowy, podloze Wilson-Blaira) po-
zwalajacych jedynie na identyfikacje grupowsg w obre-
bie tego rodzaju drobnoustrojow.

Powaing przyczyng tych trudnosci diagnostycanych
jest miedzy innymi brak, lub niedoskonalo$é posiada-
nego przez terenowe laboratoria bakteriologiczne od-
powiedniego sprzetu do hodowli drobnoustrojéw bez-
tlenowych.

Wedtug Willisa (68) i Hallmana (2) Lwowa (4) i Ko-
walenki (3) istnieja 4 zasadnicze metody hodowli
drobnoustrojéw beztlenowych.

1) Hodowla w aparacie Mc Intosh’a — uwazana za
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najdoskonalszg. Polega na obniZeniu w stoju poten-
cjalu oksydoredukecyjnego przez spalanie wodoru
w obecnosci tlenu przy katalitycznym dziataniu roz-
zarzonego wildkna platynowego. Wobec braku w han-
dlu aparatéw Mc Instosha, stosowanie lich u nas jesl
bardzo ograniczone.

2) Metody chemiczne. Polegaja onme na umieszczeniu
w szczelmym naczyniu posiewu wraz z mieszaning
zwigzkéw pochlaniajgeych tlen. Do najezeSciej uzywa-
nych zwiazlkéw pochlaniajgcych mnaleza: pyrogallol
dwutionin sodu w mieszaninie z weglanami. Metody
te charakteryzuje duza wygoda, prakiycznosé i nie-
wielkie wymagania w sprzecie. Istnieje wariant meto-
dy, polegajacy na bezposrednim dodaniu do podioza
plynnego zwigzkéw silnie redukujgcych (np. cysteiny,
soli sodowej kwasu tioglikolowego) co pozwala na
hodowle w warunkach tlenowych.

3) Metoda prozniowa. Polega ona na hodowli drob-
noustrojébw w warunkach obnizonego ci$nienia par-
cjalnego tlenu wusunietego z naczynia lub termostatu
prozniowego pompa progniows. Metoda dawniej pro-
pagowana w starszych podreczmikach przed rozpow-
szechnieniem aparaty Mc Intosha i metod chemicz-
nych, ma jednak szereg wad. Za majwazniejszg wade
nalezy uznaé stabg gwarancje osiggniecia odpowied-
niej prézni. Réwnoczeénie, czesto obserwuje sie kon-
densacje pary na powierzchni podiozy stalych. Wilgot-



